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ELOSZO

A dolgozat anyagat képezS kisérleteket, melyek eredményeit hazai és nemzetkdzi
konferencidkon. illetve nemzetkozi folydiratban tettilk kozzé, az MTA Szegedi Biologiai
Ko6zpont Genetikai Intézetének Nitrogénkotési Csoportjaban végeztem. Az itt leirt
kutatasok a csoport, s ezen beliill jomagam munkdjanak csak egy szilik szeletét fedik le,
ugyanis bar a kiilonb6z6 témakat a szimbiotikus nitrogénkoté gimd kialakuldsa és
miikodése cimszo jol Osszefoglalja, azonban egy PhD disszertacié sziikebb keretei kozott
csak egy adott, jelen esetben a szivemhez legkozelebb allo téma fejthetd ki.

Koszonettel tartozom a Genetikai Intézet jelenlegi és volt igazgatdinak, Dr Rasko
Istvannak és Dr Alfoldi Lajosnak, hogy munkdm nemcsak lehet6vé tették az altaluk
vezetett intézményben, hanem biztatéd figyelemmel is kisérték.

K6szonom témavezetémnek, Dr Kondorosi Adamnak, hogy meghivott az 4ltala vezetett
kutatdécsoportba, ahol kritikai észrevételeivel, jO tanacsaival segitette munkamat, és ami a
legfontosabb, bizott bennem a sikertelen id6szakokban is.

Kiilon koszonet illeti:

-Dr Dusha Ilonat a dolgozat kritikus szemmel vald elolvasasaért, ha a mi nem sikertilt
jobban, az nem az § hib4ja

-Leh8czné Sarai Zsokat a laborban nyujott lelkiismeretes, preciz segitségéért

-Kiss Ernét és Olah Boglarkat, hogy mindig mindenrdl, lehetett veliikk beszélni, mert
meghallgattak.

Halas vagyok a Nitrogénkoto Csoport tobbi tagjanak a jo hangulatért, baratsagukeért,
valamint azért, hogy ki “kenyérrel”, ki “korbaccsal”’, de biztatott, féleg ezen irasmi
elkészitésére.

Végiil, de nem utols6 sorban koszonom csaladom lelki segitségét valamint tiirelmét,
hogy elviselték a kutatoi életforma Sriiletét, ugyanis 6k megértették, hogy ez “az driilet kéj,

de ezt a kéjt csak az Griiltek érzik”.



1. BEVEZETES

Az €16 szervezetek leggyakrabban el6forduld épitékovei (C, H, N, O, P, S) koziil a
nitrogén a foldkéreg elemeinek csupan 0.005 tomegszazalékat teszi ki, mig a légkorben az
Osszes gaz 78.1%-at alkotja. A harmas kotési nitrogén giazt azonban az él6lények
tilnyomo tobbsége, igy egyetlen eukaridta szervezet sem képes hasznositani. Bizonyos
prokariota, ugynevezett diazotr6f mikroorganizmusok viszont rendelkeznek azzal a
tulajdonsaggal, hogy a légkori nitrogént meg tudjak kotni, azaz mas él6lények altal is
felhasznalhat6 redukalt nitrogénvegyiiletet, ammoniat allitanak el6, ami aztan biokémiai
folyamatok sorozatdn keresztiil beépiill a fehérjékbe, nukleinsavakba és egyéb
vegyiiletekbe. A diazotrof mikroorganizmusok egy része szabadon élve (pl. Klebsiella,
Azospirillum), mig mas részuk csak magasabbrendid novényi partnerrel szimbidzisban (pl.
Rhizobium) képes a levegé nitrogénjének megkotésére (Allen és Allen, 1981). A bioldgiai
uton redukadlt nitrogén mennyiségét évente 100-120 millié tonnara becsiilik, amely
korulbelil 60%-a az évente a Foldre keriilld kotott nitrogénnek (Peoples és Craswell,
1992). A maradékbol mintegy 25%-kal részesedik az ipari termelés, mig a tobbi villamlas,
ultraibolya sugarzas, és mas légkori jelenségekkel energizalt fizikai-kémiai folyamatok
hatasara képz6dik. Ebbdl kovetkezik, hogy a nitrogénkotSk szerepe alapveté a bioszféra
nitrogén-korforgasanak fenntartasaban.

A Rhizobium, Bradyrhizobium és Azorhizobium (Rhizobiaceae) fajok és a pillangos
viragh novények (Leguminosae) kozott kialakulé szimbiotikus kapcsolat kiilondsen
hatékony, hiszen pl. a R. meliloti - lucerna szimbidzisban az egy év alatt hektaronként
megkotott nitrogén mennyisége korilbelill 300 kg, amely két nagysagrenddel felilmulja a
szabadon €16 diazotrofok teljesitményét (Philips, 1980).

Minthogy a mezO6gazdasiagban a terméfoldek nitrogén-utanpoétlasara széleskortien
alkalmazott mitragydk el6allitaisdhoz sok energia sziikséges, valamint a talzott

mitragyazas a talajt leronthatja és a kornyezetet szennyezi, ezért el6térbe kerilt a
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bioldgiai, s ezen beliil a szimbiotikus nitrogénkotés hatékonysaganak fokozasa, illetve
kiterjesztése mas, gazdasigilag fontos novényekre. E jovGbeli célok érdekében ismerniink
kell a szimbidzis kialakuldsdnak, mikodésének molekularis biologiai és fizioldgiai
hétterét, azokat a bakteridlis és novényi géneket, fehérjéket, amelyeknek szerepiik van a
baktérium és a novény egyuttmiikodésében. A tavlati gazdasigi és kornyezetvédelmi
lehetGségeken tul a szimbiotikus kapcsolatok vizsgalata szamos érdekes elméleti kérdésre
(pl. a két, rendszertanilag tavolalld szervezet ko6zotti kommunikdcié molekularis
mechanizmusa, egy 4j névényi szerv organogenezise) is valaszt adhat. Ezek a kutatisok
tobb mint két évtizede folynak a vilag kiilonb6z6 laboratoriumaiban, igy az MTA Szegedi
Bioldgiai Kozpont Genetikai Intézetének Nitrogénkotési csopotjaban is, mely a R. meliloti

és a lucerna (Medicago sativa) k6z6tt kialakuld szimbidzist tanulméanyozza.

1.1. A szimbiotikus nitrogénkotés

A szabadonél6 nitrogénfixalokkal szemben a talajlaké Rhizobiumok nem normalis
életteriikben, hanem csakis egy specialis mikrokornyezetben (lasd késébb!), novényi sejtek
belsejében endoszimbiontaként végzik a nitrogén redukcidjat. A  szimbiotikus
nitrogénkoétés szinhelye az egyetlen mas novényi szervvel sem homoldg gyokérgiimd.
Kialakuldsdhoz a partnerek kolcsonds felismerésébdl, valamint tobb kommunikécids és
fejlédési 1épésbdl allé bonyolult folyamat vezet. A kialakult gim6kben a Rhizobiumok
endoszimbiotikus formai, a bakteroidok végzik a 1égkori nitrogén redukalast, és a redukalt
nitrogén fejében gazdandvényiik a fotoszintézis soran elSallitott tdpanyagokkal latja el
Oket.

A szimbidzis kialakulasit mindkét partner részérdl nagyszamua gén iranyitja. A novényi
partnerben megjelend gumdspecifikus fehérjék, a nodulinok termeléséért az un. nodulin-
gének a felelsek. A korai nodulinok a 1égkori nitrogén redukcidjanak megkezdése el6tt

jelennek meg, igy a baktériumok infekciojaban és a gimd fejlédésében jatszhatnak
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szerepet. Késdi nodulinokat a baktériumokkal eldrasztott fejl6dd vagy érett giimSkben
mutattak ki. Feladatuk a nitrogénkotéshez sziikséges fiziologiai kornyezet biztositdsa
valamint az endoszimbionta altal termelt kot6tt nitrogén asszimilacidja lehet (Mylona és
mtsai, 1995).

A szimbidzis soran szerepet jatszo bakterialis géneket két nagy csoportba sorolhatjuk: A
guimdképzési (nodulacids, nod) gének a szimbiotikus gimd fejlédésének kezdeti 1épéseit
iranyitjak, hibajuk esetén vagy nem jonnek létre gimdk, vagy csak késleltetve, illetve
kisebb szamban. A fixacios (fix) gének a gimd fejlédésének és miikodésének késSbbi
szakaszaiban jatszanak szerepet, muticidjuk esetén kialakulnak ugyan gimdk, azonban
nitrogénkotés nem folyik benniik. A fix gének egy csoportja, a nitrogénfixacids, vagy nif
gének, a nitrogén redukcidjdhoz sziikséges fehérjéket kodolja. E gének megfeleldi a

szabadon €16 nitrogénkoté baktériumokban is megtalalhatok.

1.1.1. A nitrogénkotd szimbiozis kialakulisa

A Rhizobiumok és a pillangds viragi novények kozott kialakuld kapcesolat specifikus,
azaz egy adott baktériumfaj csak bizonyos novényfajokkal I1étesit szimbidzist.
Mindazonaltal a specifitds mértéke kiillonbozs: egyes Rhizobium fajok, mint példaul a R.
meliloti, melynek csak a Medicago, Melilotus, és Trigonella csaladokba tartoz6 fajok a
gazdanovényei, szik gazdaspecifitasiak; mas fajok ezzel szemben széles
gazdaspecifitasuak, pl. a R. sp. NGR234 a pillangdésok tobb mint 70 csaladjaba tartozo
novényfajok gyokerén hoz létre gimét. A gazdaspecifitast, azaz a partnerek kolcsonos
felismerését jelmolekuldk biztositjak. Az elsG jelet a novények kiildik a nem obligat

szimbionta baktériumok felé, a gyokerek altal kibocsdjtott tobbféle flavonoid tipusi
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vegyiilet formdjaban. Ezt a jelet a baktériumokban a folyamatosan atirédo, egy vagy tobb
nodD gén terméke érzékeli (Gyorgypal és mtsai, 1991a). A kiilonb6z6 NodD fehérjék,
melyeknek els6sorban a C-terminalis része tér el egymastdl és feltételezett ligand-kotd
régidja az eml8s nuklearis receptorokhoz hasonld, kiillonb6z6 flavonoidokat ismernek fel:
pl. R. melilotiban a harom kiilonb6z6 funkcionalis NodD koépia flavonoid-felismerése
részben eltéré (Gyorgypal és mtsai, 1988; 1991b; 1991c). A helix-turn-helix DNS-k6t6
motivumot tartalmazé NodD fehérjék, melyek a nod gének transzkripcios startpontja el6tt
talalhatd, erGsen konzervaldodott cisz-regulator DNS-szakaszhoz, a nod-boxhoz
kapcsolodnak (Rostds és mtsai, 1986), a megfelel6 novényi inducerek jelenlétében
aktivaljak a nod (nol, noe) gének transzkripciojat. A nod gének termékei egy ujabb
jelmolekula-csalad, a lipo-chitooligoszacharid jellegii Nod faktorok szintézisében vesznek
részt (Lerouge és mtsai, 1990; Schultze és mtsai, 1992). A k6z0s, azaz minden Rhizobium
fajban megtalalhatd, és egymast funkcionalisan helyettesiteni képes Nod proteinek (NodA,
B, C, M) a prekurzorokat és a chitooligoszacharid vazat hozzak létre (Schultze és
Kondorosi, 1996; 1. dbra). Az un. gazdaspecifitasi nod gének termékei a cukorldanc nem-
redukald (pl. NodEFG: N-acil, NodL: O-acetil), illetve redukalé (pl. NodPQH: O-szulfil)
végein talalhaté modositasok kialakitasaért felel6sek.

A Nod faktorok hatdsidra két jol megfigyelhetd valtozas kovetkezik be a ndvény
gyokerén (Dudley és mtsai, 1987) (2. abra): (1) Egyrészt a gyokér belsejében egyes
kéregsejtek osztédasnak indulnak, kialakul a giim@merisztéma, amely létrehozza a giimé
szoveteit. A merisztéma mikodése alapjan kétféle giimdtipust kiilonboztetiink meg: a
determinalt gimdkben (ilyen indukalodik a legtobb tropusi pillangés gyokerén) a
merisztéma csak meghatarozott ideig miikodik, mig a mérsékeltovi novényekre jellemz6
indeterminalt gim&kben a merisztéma miikodése folyamatos. (i) Masrészt a gyokérszorok
deformalédnak, Rhizobiumok jelenlétében meg is gorbiilnek, és koriilveszik a megtapadt
baktériumokat. Meg kell jegyezniink, hogy a Nod faktorokra csak bizonyos kortikélis

sejtek fogékonyak: lucernaban, biikk6nyben, borséban fSleg azok, amelyek a gyokér
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kozponti hengerének, a sztélének az osztodo protoxilém elemekkel ellentétes oldalan
taldlhatok. Ezt a fogékonysagot valdszintileg a gyokér kozponti hengerében, a protoxilém
altal termelt Gn. sztéle-faktor, mely kémiai szerkezetét tekintve uridin, koncentracio-
gradiense biztositja (Smit és mtsai, 1993). A fogékony, a sejtciklus GO/G1 fazisaban
nyugvo sejtekben a Nod faktorok indukaljak a sejtciklus (re)aktivalasaban szerepet jatszo
fehérjék, pl. a Cdc2 és a mitotikus ciklinek génjeit (Savoure és mtsai, 1994; Yang és mtsai,
1994). Az indeterminélt giimSkben a kortex belsé részében levd sejtek ezek utan Wjra
belépnek a sejtciklusba, és a 1étrejové osztddod szovet, a gimOmerisztéma létrehozza a
gumo sejtjeit. A kéreg kiils sejtjei ezzel szemben csak morfoldgiai valtozason esnek at, de
nem lépnek be a sejtciklusba, és nem osztédnak. A sejtek magjai centralis helyzetbe
vandorolnak, a mikrotubulusok valamint a citoplazma atrendez6dnek, és sugarasan
elrendez6dott citoplazmatikus hidakat hoznak létre (Kijne, 1992). Ezeken a preinfekcios
fonalaknak nevezett citoplazmatikus hidakon haladnak at azok a csGszerl folyosok, az
infekcidos fonalak, melyeken keresztil a baktériumok bejutnak a gimd sejtjeibe (Van
Brussel és mtsai, 1992). Az infekcids fonalak kialakuldsa a gyokérszor gorbiiletében, a
baktériumok megtapadasi helyénél kezdédik. A novényi sejtfal hidrolizalodik, a
sejtmembran beturemkedik, és a betiiremkedésben uj sejtfal rakodik le. Az ily modon
kialakul6 és a gim&merisztéma felé nové infekcids fonalban (2. abra) a sejtfal struktaraja
nagyon hasonl6 egy normal sejt sejtfaladhoz, azonban bizonyos nodulinok beépiilése sajatos
tulajdonsagokkal ruhazhatja fel.

preinfekcids fonalak és a giimOmerisztéma kialakuldsat, azonban az infekciés fonalak
1étrejottéhez osztodo baktériumok jelenléte is sziikséges (Van Brussel és mtsai, 1992). Mi
tobb, baktérium fix mutansok vizsgalatival megallapitottak, hogy szamos gén miikodése
elengedhetetlen az infekcid illetve az infekcios fonal kialakulasa soran (Putnoky és mtsai,
1988). Ezek egy része valoszinlileg a specidlis novényi kornyezethez vald

alkalmazkodasban (pl. ozmotikus és pH adaptacid) jatszik szerepet, mas részik pedig
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sejtfelszini poliszacharidok termelésében vesz részt. Altalanossigban elmondhaté, hogy a
determindlt giim8ket indukal6 fajok felszinén a lipopoliszacharidokra (LPS-ekre), mig az
indeterminalt giimdket 1étrehozo baktériumok felszinén az exopoliszacharidokra (EPS-
ekre) van sziikség (Kannenberg és Brewin, 1994). Munkacsoportunk kimutatta, hogy R.
melilotiban az EPS-cket helyettesiteni képes egy sejtfelszini antigén, amely az Escherichia
coli kapszularis poliszacharidjaihoz, a Il-es tipusi K antigénekhez hasonlé (Putnoky és
mtsai, 1990; Petrovics és mtsai, 1993). A feltételezések szerint ezek a poliszacharidok
egyrészt védelmet nyujthatnak a novényi védekezési mechanizmusok ellen vagy elfedve
azokat a sejtfelszini strukturakat, amelyek elicitorként hathatnak, vagy represszalhatjdk a
védekezésben szerepet jatszo géneket. Masrészt aktivalhatnak olyan géneket, melyek az
infekciés fonal illetve a gumd fejlédésében vesznek részt. Az, hogy a sejtfelszini
poliszacharidok ezen feltételezett funkcioi koziil melyik (illetve melyek) valosul(nak) meg,
ma még egy nem eldontott kérdés.

A tobbszorosen eldgazo infekcids fonalban a baktériumok folyamatosan osztédnak, és a
novényi sejtek citoplazmajaval torténé kozvetlen érintkezés nélkil eljutnak a gimo
belsejébe (Turgeon és Bauer, 1982). Ott az endocitézishoz hasonlé folyamat utjan a
novényi eredetl, Gn. peribakteroid membranba "csomagolva" bekeriilnek a giimdsejtek
citoplazmajaba (Basset és mtsai, 1977; Verma, 1992; 2. abra). Tovabbi osztédasuk leall, és

szamos egyéb valtozas kovetkeztében atalakulnak a Rhizobiumok endoszimbiotikus

2.abra. (kovetkez lap) A nitrogénkotd szimbiozis kialakulasanak folyamata. A szovegben
leirt fejlédési 1épések a rajzon az Oramutatd jarasaval megegyezd irdnyban kovetik

egymast.
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formaiva, melyeket bakteroidoknak neveziink. Id6kézben a giim&merisztéma miikodése
révén kialakult névényi sejtek differencialédnak, és egy struktardlt, tobbféle tipusu sejtet
tartalmazé szerv jon létre. E szervben a fert6zott és fertGzetlen sejtekbdl felépiilé koézponti
szoveteket széllitonyalabokat tartalmazé parenchima veszi koril. Az indeterminalt
gumdkben a kozponti szoveteket 5 zondra lehet felosztani (Vasse és mtsai, 1990): A
merisztémat egy prefixacidés zona koveti, ahol lejatszédik az infekcid folyamata. Az
interzonaban kezdddik meg, és a fixacios zonaban végig folytatodik azoknak a géneknek
az expresszidja, melyek terméke sziikséges a légkori nitrogén redukcidjahoz. A
nitrogénkotési zonaban sejtenként tobbezer bakteroid végzi a levegé nitrogénjének
redukalasat, melynek energiaforrasaul a gazdandvény altal a fotoszintézis soran eléallitott
tapanyagok szolgalnak. A legoregebb sejteket tartalmazé oregedési zénaban a bakteroidok
elvesztik funkcidképességiiket és degradalodnak.

A gimd belsejében a nitrogénredukciot katalizalé nitrogendzt illetve a miikodéséhez
sziikkséges egyéb fehérjéket kodolo gének expresszidjat két transzkripcids faktor
szabalyozza: az RpoN o-faktorral egytittm(ik6dé NifA, valamint a FixK (2. abra). A NifA
fehérje aktivitasa két szinten is az O,-koncentracié fuggvénye: egyrészt a fehérje oxigén-
érzékeny (Krey és mtsai, 1992), masrészt a nifd gén transzkripciojat, ahogy a fixK génét is,
mikroaerob koriulmények kozott a FixJ aktivator indukalja. A FixJ egy kétkomponensii
szenzor-aktiviator rendszer tagja, melyben az alacsony O,-koncentraciot a FixL
hemoprotein érzékeli, ami foszforilalja és igy aktivalja a FixJ transzkripcios aktivatort
(David és mtsai, 1988; Batut és mtsai 1989).

A novénybe a kotott nitrogén ammonia formdjadban transzportilodik és ott
aminosavakba, elsGsorban glutaminba épiil be, majd eljut a noévény legkiilonb6z6bb
anyagcsere utjaiba (Schubert, 1986). A nitrogénellatas szimbiotikus uton valo biztositdsa a
novény szempontjabol nem tekinthetd olcso eljarasnak, mert a kiilonb6z6 becslések szerint
1 gramm nitrogén megkotéséhez kb. 5-10 gramm szénre van szikség (Phillips, 1980),

mely egyrészt a nitrogénredukcidhoz szikséges reduktiansok és ATP el6allitdsara
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forditodik, masrészt (pl. glutamin, o-ketoglutirsav) az ammonia szerves vegyiiletekbe

torténd beépuilésének, azaz asszimilacidjanak szénvaz-szikségletét biztositja.

1.1.2. A légkori nitrogén redukcidja

A nem szerves vegyiiletekbe beépitett nitrogén barmilyen formaban is all az él6
szervezet rendelkezésére - akar mint N2, akar mint NO3 - kozvetleniil csak ammonia
formajaban hasznalhaté fel, melyben a nitrogén oxidaciés szama (-3) ugyanaz mint az
aminosavakban. A korlatlanul és szabadon hozzaférhetd, a 1égkoér mintegy 80%-at kitevd
dinitrogén fixalt nitrogénné valé atalakitasat azonban csak rendkiviil energiaigényes
abiotikus €és bioldgiai folyamatok révén lehet megvaldsitani. A nitrogéngéz csaknem teljes
mértékben inert, ugyanis bar a nitrogén redukcidja ammonidvd termodinamikailag
kedvezs, azaz szabadenergia csokkenéssel jaro folyamat, azonban a reakcié rendkiviil nagy
aktivalasi energia befektetését igényli. Ennek az energianak a nagyséagat jol érzékeltetik az
ammonia ipari méretekben torténd eldallitdsanak korilményei. A Haber-Bosch-féle
katalitikus nitrogénfixacios eljaras soran a légkori nitrogént és a hidrogéngazt mintegy
300-500 °C hémérsékleten, 200 atmoszféra nyomason, katalizator - altalaban nikkel, vagy
vas- és aluminium-oxid - felett aramoltatjak at.

A biolodgiai nitrogénkotés ezzel szemben a Fold 1égkorének hdmérsékletén és nyomasan
jatszédik le, ahol a két nitrogénatomot Osszetartdo kotések felbontasat a nitrogenaz
enzimrendszer katalizalja (Kim és Rees, 1994). Az enzimrendszert két fémtartalmu
komponens épiti fel: az egyik vasat (Fe-fehérje), mig a masik vasat és molibdént tartalmaz
(MoFe-fehérje). Molibdén hidnyaban bizonyos fajokban (pl Azotobacter, Clostridium,
viszont a Rhizobiumokban nem) a konvencionalis nitrogendzhoz hasonl6é, a molibdén
helyett vanadiumot vagy vasat tartalmazo nitrogenaz rendszer szintézise indukalédhat. A
koriilbeliil 60000 Da molekulatomegli Fe-fehérje két azonos, a nifH gén altal kodolt

alegységbdl épul fel, melyek kozott az Osszekottetést a négy-négy vas és kén atomot
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tartalmazo tgynevezett vas-kén (4Fe-4S) csoport biztositja. A nifD és nifK gének altal
kédolt proteinek anBy dsszetételli tetramerje alkotja a durvan 240000 Da molekulatomegii
MoFe-fehérjét. A MoFe-fehérjével asszocidltan kétféle fémtartalmi prosztetikus csoport
talalhat6: a FeMo-kofaktort tekintik a nitrogénredukci6 helyének, mig az ugynevezett P-
csoport az elektronoknak a Fe-fehérjér6l a FeMo-kofaktorra torténd szallitdsaban jatszhat
szerepet. Az enzimrendszert felépit6 metalloproteinek, melyek eredete még a reduktiv
légkor 2 milliard évvel korabbi idGszakara nyulik vissza, rendkiviil oxigén-érzékenyek, O2
jelenlétében, valdsziniileg kofaktoraik oxidalodasa miatt, irreverzibilisen inaktivalodnak.

A szubsztrat redukalasa, azaz a nitrogendz mikodése soran harom alapvetd
elektrontranszfer reakcid jatszodik le (Kim és Rees, 1994):

(i) A Fe-proteint elektronszallitok, mint pl. flavodoxin vagy ferredoxin redukaljak.

(i) Az elektronok egy ATP-fuggd folyamat révén, elektrononként legalabb két ATP
hidrolizise aran a Fe-proteinrél a MoFe-proteinre kertulnek. Az elektronoknak a fehérjék,
illetve a kofaktorok k6zotti mozgasaban a két fehérje asszocialédasanak és a Fe-protein
konformacidvaltozasainak van szerepe. ATP bekotddésének hatdsara a Fe-protein ugy
a masik fehérje P-csoportjanak kozelébe keriil. Az ATP hidrolizisét kovetSen lejatszodik
az elektrontranszfer, majd az ADP és a foszfat-ion levalik, és helyredll az eredeti
konformacio.

(iii)) A harmadik elektrontranszfer a MoFe-proteinen beliil, a fehérje aktiv helyéhez
kotott szubsztrathoz torténik. Ennek modja ma még nem ismert, de feltételezik, hogy az
elektronok paronként jutnak a nitrogénhez, s az harom 1épcs6ben redukalédik ammoniava.
A jelenlegi elképzelések szerint a nitrogéngaz a FeMo-kofaktor kdzepébe kotddik be, ahol
a gyenge Fe-Fe kolcsonhatasokat tobb Fe-N kolcsonhatds valthatja fel. Ezen Fe-N
kolcsonhatasok eredményeképp a molekularis nitrogén harmas kotéseinek gyengiilnitik

kell, csokkentve ezzel a dinitrogén redukciojahoz sziikséges aktivalasi energiat.
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Az optimilis koriilmények kozott lejatszodo nitrogén-redukciot az aldbbi egyenlettel
lehet leirni:
N2+8H "+8¢ +16ATP—2NH3+H)+16ADP+16P;.
Amint lathatd, a nitrogendaz nemcsak a nitrogéngidz ammoniava torténd redukélasat
katalizalja, hanem a protonokat is hidrogéngazza redukalja. Ez utobbi reakcid, ugy tlnik,
hogy az ammonia képzédésének kotelez6 velejaréja. Az enzimrendszer ezen kiviil
kisméreti telitetlen vegyiiletek, mint pl. acetilén, azid, vagy cianid redukcidjat is elésegiti.
A nitrogénkotéshez sziikséges redukdloképességre és energidra a sejtek anyagcsere-
folyamataik révén tesznek szert. A felhaszndlasra keriil6 reduktansok eredete €s természete
nagyon eltéré lehet. igy pl. a Clostridium-tipusi anaerobok az elektrondonor piruvétot
Azotobacterekben a szerves savakbol, alkoholokbdl és cukrokbdl szarmazé protonok és
elektronok a citrat-ciklusban szerepet jatszo dehidrogenazok miikodése révén termelédnek.
A nitrogén redukcidjahoz a reduktinsokat a fotoszintetizdlé fajok fotokémiai uton
termelik. Az ATP-t a fermentald fajokban szubsztrat szintl foszforilacié (pl foszforoklaszt
reakcid), mig az aerobokban tovabba a fotoszintetizalé fajokban az oxidativ illetve a

fotofoszforilacioé biztositja (Szabo, 1989).

1.1.3. A reduktansok és az ATP elGallitasa a bakteroidokban

Az aerob diazotréf baktériumok oxigén-érzékeny nitrogenazuk védelme érdekében
intracellularisan anaerob (mikroaerob) korilményeket hoznak I1étre, ugyanakkor
energiatermelésiik teljes mértékben respiraciora épiill, melyben a végs6 proton- és
elektronakceptor az oxigén. Ezek a mikroorganizmusok alapvetden két stratégiat
fejlesztettek ki, hogy a nyilvanvalé kényszerhelyzettel megbirkézzanak: (i) egyes
baktériumok, mint példaul az Azotobacter vinelandii gyors respiracioval, azaz az oxigén

elfogyasztasaval oldjak fel ezt a dilemmat (Kelly és mtsai, 1990); (i1) mig masok, koztiik a
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Klebsiella pneumoniae, az olyan alacsony parcidlis oxigén-nyomasnal, nagy
oxigénaffinitasu oxididzokkal végbemend energianyerést részesitik elényben, mely mar
nem kaéros a nitrogendz szdmara (Hill és mtsai, 1990).

A Rhizobiumok a szimbiotikus nitrogénkotés soran a masodik mechanizmust, azaz a
mikroaerob korulmények kozott végzett respiraciot alkalmazzak. A kovetkezd
alfejezetekben rovid attekintést nyujtok arrél a mikrokornyezetrél, amelyben a 1égkori
nitrogén redukcidja folyik, milyen mechanizmusok biztositjdk a bakteroidok

tapanyagellatasat valamint a nitrogénredukciohoz sziikséges energiat.

1.1.3.1. Tapanyagellatas és felhasznalas a bakteroidokban

A Rhizobiumok sajatos kornyezeti feltételek kozott, novényi sejtek belsejében végzik a
1égkori nitrogén redukcidjat. E kérnyezetben teljesen a névényre vannak utalva, ugyanis
egyrészt partnerik biztositja a nitrogéngaz redukcidjahoz sziikséges mikroaerob
kornyezetet (Id kovetkezd alfejezet), masrészt a novénynek kell ellatnia Sket a megfeleld
tapanyag- és energiaforrassal, melyet a nitrogénkotés folyamatahoz hasznalnak fel. A
gyokérgiimd sejtjei elegendé mennyiségben tartalmaznak tobbféle szénhidratot és szerves
savat, melyek mind potencialis szubsztratjai a baktériumok respiracidojanak. Ahhoz, hogy
egy lehetséges tapanyagot a bakteroidok valoban felhasznalhassanak, két f6 kritériumnak
kell eleget tennie: egyrészt hatékonyan kell transzportdlédnia a peribakteroid membranon
keresztiil, masrészt a bakteroidoknak megfelel6 sebességgel kell felvenniik és
metabolizdlniuk, hogy a nitrogén-redukcio igényeit kielégitsék. Bar kimutattak, hogy a
fotoszintézis termékei a gimdbe szacharoz formajaban jutnak el (Lawry és Wheeler, 1975),
azonban izolalt bakteroidok sem a szachardzt, sem a hidrolizisébdl szarmazo hexdzokat

nem tudtak hatékonyan akkumulalni és metabolizalni (Day és Copeland, 1991).
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Biokémiai és genetikai vizsgéalatok eredményei szerint a fenti kritériumoknak leginkabb
bizonyos dikarbonsavak (f6leg almasav, valamint fumarsav, borostyank&sav) felelnek
meg. Mind a peribakteroid membranon, mind a bakteroidok sejtmembranjan aktiv
transzporttal, ugynevezett dikarboxilat-transzportereken keresztiil jutnak at (3.abra). A
bakteroidok tehat energiat és tapanyagot nem ATP ¢és cukrok, hanem citrat-ciklus
intermedier dikarbonsavak formajaban kapnak gazdanovényiikt6l (Jording és mtsai, 1994).
A (masik két dikarbonsavbdl is képz8dd) almasav tovabbi atalakitasaban két enzim vesz
részt a bakteroidokban (3.4bra): a citrat-ciklusban az almasav oxal-ecetsavva oxidalodik a
maléat-dehidrogendz éltal katalizalt reakcioban, mig a malat-dekarboxilaz enzim oxidativ
dekarboxilezéssel pirosz8l@savva alakitja, melybdl aztan a piruvat-dehidrogendz acetil-
koenzim-A-t éllit el6. Ily modon a citrat-ciklus mikodéséhez mind oxal-ecetsav, mind
acetil-koenzim-A képzddik a bakteroidokba transzportalt dikarbonsavakbol (Day és
egyetlen ciklus sordn a dehidrogenazok miikddése révén 4 par hidrogén és elektron szakad
le a szubsztratokrol, mely egyrészt a molekularis nitrogén redukcidjara forditodik,

masrészt a terminalis oxidacié szamara képez tizemanyagforrast (3. abra).

1.1.3.2. A szimbiotikus gyokérgiimé mikrokornyezete

A szabadon él6 Rhizobiumok bakteroidda torténd atalakulasat dramai fiziolégiai
véltozasok kisérik, ugyanis a baktériumoknak egy aerob életstilusr6l mikroaerobra kell
atllniuk. Még nem ismeretes, hogy ez a valtis pontosan mikor kovetkezik be.
Megtorténhet a gimé fejlédésének olyan korai szakaszdban, amikor a baktériumok
elszaporodnak az infekcids fonalban, vagy késébb, mikor bekeriilnek a novényi sejtek
citoplazmajaba. Az is el6fordulhat, hogy a baktériumok egy folyamatos oxigén-
megvonason mennek keresztiil, ahogy a giimd kialakuldsa el6érehalad (Hennecke, 1994).

Az azonban bizonyos, hogy a giimd belsejében, a nitrogén redukcidjat végzd bakteroidokat
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tartalmaz6 szdvetekben az oxigénkoncentracié 5-30 nM, amely 4-5 nagysagrenddel kisebb,
mint a standard aerob kérnyezet koriilbelill 250 pM-os oxigénkoncentracidja (Layzell és
mtsai, 1990). Ez a mikroaerob kornyezet sziikséges az oxigén-szenzitiv nitrogendz
enzimrendszer optimalis miikodéséhez, s ugyanakkor nagy kihivas az obligat aerob
Rhizobiumok szamara, hogy respiracid, azaz oxidativ foszforilacié révén elegendd energiat
termeljenek a rendkiviil energiaigényes nitrogénkotés szamara. A gumdsejtek ilyen
alacsony oxigénszintjét két mechanizmus biztositja: Egyrészt szorosan Gsszetapadt sejtek
rétegei egy oxigéndiffizios gatat hoznak létre a giimGkortexben. Hasonld funkcioval
rendelkezik a gimd belsejében a fejlédési vagy prefixacids, valamint a nitrogénkotési
zOnat elvalaszt6 interzona amiloplasztokat tartalmazo elsd sejtsora is, ahol mikroelektrodos
mérések szerint az oxigénkoncentracid hirtelen leesik (Witty €s Minchin, 1990). Masrészt
a gumd belsejében az oxigén aramlasat egy nagy koncentracidban jelenlevd
giumdspecifikus fehérje, a leghemoglobin szabalyozza. A leghemoglobin és az oxigén
oxigenalt leghemoglobin mennyisége allandéan magas, viszont a szabad oxigén

koncentracidja a fentebb emlitett nagyon alacsony szinten marad (Appleby, 1984).

1.1.3.3. A bakterialis elektrontranszport-lancok felépitése, miikodése és funkcioja

Az ily nagy mértékben eltéré O,-koncentracidkndl az aerob baktériumok, igy a
Rhizobiumok 1is, olyan 1égzési lancokon keresztiil nyernek energiat, amelyek mas €s mas
oxigénaffinitasu terminalis oxidazokkal végzédnek. Tehat a mitokondriumokkal szemben,
amelyek csak egyetlen tipusu 1égzési lanccal rendelkeznek, az aerob baktériumokban

elagazd 1égzési lancok a jellemz6ek (4. abra).
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4. dbra. A baktériumok respiracios rendszerének altalanos sémaja
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A kiilé6nb6z8 dehidrogendzok mikodése eredményeként a tapanyagokbdl szarmazod
protonok és elektronok a redukélt kofaktorokrél (NAD(P)H, FADH,, FMNH,) a
citoplazma-membran kinonjaira keriilnek (3. és 4. dbra). Innen az elektronok egy vagy
tobb 1épésben a membranba Aagyazod6 termindlis oxidazokra jutnak, melyeknek két
alapvet6 osztalyuk van: a ubikinol-oxiddzok és a citokrom ¢ oxiddzok. Az elektronokat a
ubikinol-oxidazok kozvetleniil a ubikinoloktol, mig a citokrom ¢ oxidazok a citokrém bc;

komplex (vagy mas néven ubikinol:citokrom ¢ oxidoreduktdz) altal redukalt citokrém c

fehérjéktsl kapjak (Anraku, 1988).

”
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5. abra. A két alapvet§ terminalis oxidaz csalad, a citokrém c és a ubikinol oxidazok
kozotti hasonldosagok és kiilonbségek sematikus abrazolasa. Az egyszertiség kedvéért csak

az I. és a 1. alegységeket tiintettiik fel.

Az utobbi években tekintélyes mennyiségi adat gyult Ossze a kiilonboz6 oxidazok
els6dleges szerkezetérGl, alegység-Osszetételérdl, a kapcsolodo kofaktorokrol (Garcia-
Horsman és mtsai, 1994): A citokrom c¢ oxidazok legalabb harom alegységbdl épiilnek fel

(5. abra). Koziiluk a II. alegység Iétesit kapcsolatot a c-tipusu citokromokkal, melyekt6l az
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elektronokat a két rézatomot tartalmazo, ugynevezett Cu, center veszi at. Az L
alegységben taldlhaté egy masik réztartalmi redox-kézpont (Cug), valamint két hem,
melyek koziil az egyik a Cug-vel egy ugynevezett kétmagva kozpontot (binuclear center)

alkot. Az elektronok a II. alegységrél a masodik hemen keresztil jutnak a kétmagva
kozpontra, mely az oxigén vizzé torténd redukcidjanak szinhelye. A szintén tobb
alegységbdl felépiild ubikinol oxiddzok meglepen nagy hasonlésagot mutatnak a
citokrom c¢ oxiddzokhoz mind alegység-osszetételikkben, mind elsddleges szerkezetiikben
(5. abra).

A két oxidaz csaladban példaul az 1. alegységek aminosav-sorrendje korilbeliil 40%-ban

azonos. A f0 kiilonbség, hogy az ubikinol oxidazok II. alegysége nem tartalmaz Cu, redox

kozpontot, és hianyoznak a c-tipust citokromokkal kélcsonhatdst biztosité aminosavak is.
A kilonboz6 oxidazok 1. alegységeihez a hem prosztetikus csoportok igen széles
vélasztéka (a, b, d, o tipusok) szinte tetsz6leges kombindciéban (aas, bbj, bo, bd, ao)
kapcsolddhat.

Anaerob korilmények kozott bizonyos baktériumok, koztik a Rhizobiaceae csalad
egyes tagjai, pl. Bradyrhizobium japonicum, (mig a Rhizobium meliloti erre nem képes) a
szerves vegyliletek elégetéséhez terminalis elektronakceptorként nitratot hasznalnak fel (4.
abra). Bradyrhizobium japonicumban az oxigénhez vezetS elektrontranszport-lancbol a
nitrat felé a citokrom bc; komplex szintjén jon létre a ledgazds, ugyanis a komplexet
kédolo génben mutaciét hordozo sejtek nitrat-légzésre képtelenek (Thony-Meyer és mtsai,
személyes kozlés). Az elektronok tovabbszéllitasaban b- és c-tipusu citokromok vesznek
részt (Bott és mtsai, 1995). Az elektrontranszport-lanc "terminélis oxidaza" a nitrat—nitrit
atalakulast katalizald, molibdént és nem-hem vasat tartalmazoé nitrat-reduktaz.

A citoplazma-membranba agyazodé 1égzési lancok f6 funkcidja, hogy az elektronok
mozgasahoz szorosan kapcsolédva protonokat pumpalnak ki a periplazmatikus térbe,

létrehozva ezzel egy proton elektrokémiai potencialkiilonbséget, melyet protonmozgaté
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erének neveznek (3. dbra). A protonmozgat6 er$ a forrasa példaul az ATP szintézisének,
A periplazmaba kertilt protonok visszajuttatisat és az ATP szintézisét egy reverzibilisen is

mikodé komplex, az FyF|-ATPaz katalizalja. A jelenlegi eredmények szerint minden

harom protonra szamitva, amely a komplexen visszadramlik, egy molekula ATP
szintetizalédik ADP-bél és anorganikus foszfatbol (Mitchell, 1991)

A 1égzési lancok Osszetételét a szimbiotikus nitrogénkot6k koziil tobb fajban is
tanulmanyoztak (de Hollander és Stouthamer, 1980; Soberon és mtsai, 1989; Kitts és
Ludwig, 1994), azonban mindezidaig a legteljesebb kép a Bradyrhizobium japonicum
respiracios rendszerér6l all rendelkezésiinkre. Ezek a vizsgalatok korabban fdleg
spektroszkdpiai modszerekkel torténtek, mig a genetikai megkozelitéseket csak az utébbi
években kezdték alkalmazni. E faj bizonyos citokrom c-deficiens mutansai pleitrép
fenotipussal rendelkeznek: sem szabadon élve, sem szimbidzisban nem kotnek nitrogént;
anaerob korilmények kozott nem képesek a nitratot termindlis elektron-akceptorként
hasznalni; és nincs citokrom c¢ oxidaz aktivitisuk (Ramseier és mtsai, 1991; Ritz és mtsai,
1993; 1995). Hasonloképp, a Rhizobium leguminosarum szamos citokrom c-hidnyos
mutansa sem redukalja a légkori nitrogént (Soberon és mtsai, 1993; Vargas és mitsai,

1994).

1.1.3.4. A szimbiotikus koriilmények kozott funkcionalé terminalis oxidacios lanc

Régota fennallo hipotézis, hogy a Rhizobiumok endoszimbiotikus formai a mikroaerob
korilmények kozott torténd energianyeréshez egy nagy oxigén-affinitdst terminalis oxidaz
indukcidjaval alkalmazkodnak (Appleby, 1984). Korabban egy ilyen oxidaz oxigénre

vonatkoztatott Michaelis-Menten allandojat (Ky[O,]) 5-10 nM-nak josoltdk. Egy

nemrégiben publikalt vizsgalat szerint a széja gyokérgimSkbdl izolalt intakt

Bradyrhizobium bakteroidokban a terminalis oxidaz Ky,[O,] értéke 20-27 nM, ami a
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gimSkben mért szabad oxigén koncentracidjaval megegyezO értéktartomanyba esik
(Bergersen és Turner, 1993).

Appleby és Bergersen mar 1958-ban kimutatta, hogy aerob tenyészetben novesztett
Bradyrhizobium japonicum sejtek hemoprotein Osszetétele kilonbozik a szdja
gyokérgiimokbdl izolalt bakteroidokétdl. Az aaj- és o-tipusu citokromok, melyek aerob
korilmények kozott betoltott oxidaz funkcidjat fotokémiai vizsgalatokkal igazoltdk, a
bakteroidokban nem voltak jelen. Az utébbi években genetikai kisérletekkel is
bizonyitottak, hogy Bradyrhizobiumokban sem a mitokondriumokéhoz hasonlé, a citokrom
aay termindlis oxidazzal végz8d6, sem egy masik, aerob koriilmények k6zott miikods, c-
tipusu citokromo(ka)t tartalmazé elektrontranszport lanc nem sziikséges a szimbiotikus
nitrogénkotéshez. Akar a citokrom aa;-tipusu oxidaz 1. alegységét kodold cox4 génben,
akar a kulonboz6, aerob korilmények kozott kimutathatdé c-tipusu citokromok
struktargénjeiben hoztak létre mutaciot, a mutans baktériumok effektiv szimbiozist hoztak
létre (Bott és mtsai, 1990; 1991; 1995; Rossbach és mtsai, 1991; Tully és mtsai, 1991).
Hasonloképp, ha egy a coxMNOP operon altal kddolt alternativ terminalis oxidaz (a
feltételezések szerint a citokrom o) valamely alegysége hianyzik, akkor a baktériumok
képesek a 1égkori nitrogén redukcidjara (Bott és mtsai, 1992). Ezzel szemben, a Rieske

vas-kén fehérjét és a citokrom bc; komplex struktirfehérjéit kédolé fbcFH operonban

bekovetkez6 mutacio esetén a baktériumok bakteroidda torténd atalakulasa zavart szenved
és nem fixalnak nitrogént (Thony-Meyer és mtsai, 1989). Ez az eredmény arra utalt, hogy

a bakteroidokban az elektronok a citokrom bc; komplexrél c-tipust citokrom(ok)on

keresztiil egy uj, szimbidzis-specifikus citokrom ¢ oxidazra keriilnek. Valoban, azok a
Bradyrhizobium japonicum mutansok is, melyekben az 0sszes c-tipusu bioszintézise sériilt,
nem képesek a 1égkori nitrogén redukciojara (Ramseier és mtsai, 1991). Az elmult
években Preisig ¢és mtsai (1993) azonositottak egy a szimbiotikus nitrogénkotés
szempontjabol nélkiilozhetetlen géncsoportot (fixNOQP), amely a nitrogénkotési génekhez

hasonldan csak rendkiviil alacsony O,-koncentracional irédik at. A fixNOQP génekben
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muticiot hordozé baktériumok aerob kornyezetben a vad tipushoz hasonlé fenotipust
mutatnak, mig mikroaerob korilmények kozott citokrom ¢ oxiddz aktivitdsuk erGsen
lecsokkent, és membranfehérjéik koziil legalabb egy, de valdszintileg két c-tipust citokrom
hianyzott. A szekvenciaanalizis kideritette, hogy az operon egy 1j, citokrom c-t tartalmazo,
citokrom chb ;-tipust terminalis oxidazt kédol, melybdl hianyzik a hagyomanyos oxidazok
II. alegysége. A biokémiai vizsgalatok szerint az elektronok belépési helye a FixP, amely
két hem-csoportot tartalmazo c-tipust citokrom , ahonnan a masik citokréom c-n, a FixO-n
keresztiil jutnak el a FixN proteinre, majd molekuldris oxigénre. A FixN az egyéb

terminalis oxidazok els6 alegységének felel meg, két b-tipusit hemet valamint Cug redox

koézpontot  tartalmaz. A  részlegesen  megtisztitott enzimkomplex elfogadta
elektrondonorként a 16szivbél izolalt citokrom c redukalt formajat, és képes volt az oxigént
az oxigenalt szoja leghemoglobinbdl proton- és elektron-akceptorként felhasznalni. A
mérések szerint a tisztitott oxiddz oxigénre vonatkoztatott Michaelis-Menten allandéja

(Km[O3]) 7 nM (Preisig és mtsai, 1996). A rendelkezésre all6 genetikai és biokémiai

adatok alapjan csaknem bizonyosan allithatjuk, hogy a fixNOQP operon koédolja a

bakteroidokban miik6d6 nagy oxigénaffinitisu termindlis oxidazt.

1.2. Kutatasi el6zmények

Rhizobium melilotiban, a lucerna (Medicago sativa) szimbiotikus partnerében eddig
még sem a kilonboz6 elektrontranszport-lancok komponenseit, sem a szimbiotikus
nitrogénkotés soran szerepet jatszo citokromokat nem tanulméanyoztak. A Bradyrhizobium
japonicummal ellentétben, a Rhizobium meliloti egyrészt szabadon élve nem tudja a
légkori nitrogént redukalni, masrészt nem képes a nitratot mint terminalis elektron-
akceptort hasznositani oxigén hidnyaban. Erdekesség viszont, hogy logaritmikus
novekedési fazisa végén egy magas nitrat-reduktdz aktivitds jelenik meg, melyet

"respiraciés" nitrat-reduktaz aktivitasként emlegetnek (Kondorosi és mtsai, 1973; Sik és
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Barabas, 1977; Kiss és mtsai, 1979). Régebbi vizsgalatok soran kideriilt, hogy a R. meliloti
"respiracids" nitrat-reduktdz hidnyos (Rnr-) mutdnsai a gazdandvény gyokerén ugyan
létrehoznak gyokérgiimdket, és be is jutnak a novényi sejtek citoplazmajaba, azonban nem
fixalnak nitrogént (Kondorosi és mtsai, 1973). A szerz8k szerint a mutaciok pleitrop
fenotipusara magyarazat lehet, hogy (i) vagy a molibdén transzportja illetve beépiilése a
nitrat-reduktaz és a nitrogenaz kofaktoraba nem torténik meg egy fehérje hibdja miatt, (ii)
vagy pedig az elektronokat a két redukdld enzimhez szallitd elektrontranszport-lancok
valamely koz0s eleme sériilt. Kés6bbi vizsgalatok kideritették, hogy bar a mutdnsok a vad
tipusu baktériumokénal 30-100-szor kisebb metil viologén-kapcsolt nitrat-reduktiz
aktivitassal birnak, viszont ez az aktivitas elegendé ahhoz, hogy a sejtek a nitratot, mint
egyediili nitrogénforrast hasznositsak. Mi tobb, a mutansokbol a nitrat-reduktaz aktiv
kofaktorat is tudtdk izoldlni, valdszinisitve, hogy a muticiét szenvedett gén nem a
molibdén-tartalma kofaktorok bioszintéziséhez sziikséges fehérjét (Sik és Barabas, 1977;
Kiss és mtsai, 1979), hanem az enzimekhez vezetd elektrontranszport-lancok valamely
koz0s elemét, vagy a kozos elem(ek) szintézisében szerepet jatszo fehérjét kédol.

Annak megismerése érdekében, hogy a két reduktiv folyamatot, azaz a nitrat-redukciot
és a szimbiotikus nitrogénkotést egyarant befolydsold mutiacid milyen géneket érintett,
izoldlni kellett a megfeleld vad tipusit DNS-régiot. Az Rnr"Fix~ fenotipusa N461 muténsba
(Kondorosi és mtsai, 1973) bejuttattak konjugacioval a pVK102 kozmid vektorban (Knauf
és Nester, 1982) késziilt R. meliloti génbankot (Putnoky és mtsai, 1988), és vizsgaltdk a

transzkonjugédnsok fenotipusat. Az 1500 tesztelt transzkonjugans koziil harom bizonyult

RnrtFix™ fenotipusinak. Mind a harom ugyanazt a pKSK1-nek elnevezett kozmid klont
hordozta. Hibridizacios kisérletekkel megallapitottak, hogy a komplementaloé géntar-klon
altal hordozott DNS-darab a R. meliloti kromoszomajabol, s nem valamelyik plazmidjabdl
szarmazik (Slaska-Kiss Krystyna, személyes kozlés). A mutins l6kusz helyzetét a
kromoszoman Forrai és mtsai (1983) moddszerével hataroztdk meg. A mutacié tobb mint

90%-o0s kapcsoltsagot mutatott az ade-1, cys-46 markerparral, jelezve, hogy a lokusz vagy
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kozottiik, vagy nagyon kdzel valamelyikiikhoz talalhatd. Korabbi vizsgalatokban (Forrai és
mtsai, 1983) a random Tn5 mutagenezissel elGéllitott ZB313 torzs fix-14 jeli muticidja is
ide térképez8dott. Annak eldontésére, hogy a ZB313 és N461 torzsekben muticidt
szenvedett l6kuszok azonosak-e, konjugicidval bejuttattdk a fix-/4 mutaciét
komplementalé pPP381 kozmidot, illetve a pKSK1 klént a mutansokba, majd mind a
mutansok, mind a transzkonjugansok nitrat-reduktaz aktivitasat és nitrogénkotd képességét
megvizsgaltak. E vizsgalatokbol kideriilt, hogy a két térzsben ugyanazon gén, vagy azonos
folyamatban szerepet jatszé, és ugyanabban a DNS-régioban elhelyezked6 gének
szenvedtek mutdciot, ezért ezek utdn erre a régidra, mint fix-/4 régiora hivatkozunk. A fix-
14 régioban taldlhaté gének behatarolasara korabban iranyitott TnS mutagenezist hajtottak
végre a pPP381 kozmidon, majd a muticidkat homolég rekombindcidval bejuttattak a vad

tipusi R. meliloti genomjéba. A kromoszoma koriilbelil 4.5 kb-nyi szakaszan (6. 4bra)

eredményeztek a Tn5 inszercidk Fix~ fenotipust (Putnoky Péter, személyes kozlés).

A dolgozatomban ismertetett munka soran arra kerestiink valaszt, hogy mi az a
sejtalkotd, melynek hidnya a mutiansok pleiotrép fenotipusidt okozza, s ennek a
struktiranak a létrehozdsiaban milyen szerepet jatszhatnak a fix-/4 régioban talalhatéd

gének.
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2. CELKITUZESEK

A dolgozat anyagit képez6 munka megkezdésekor feltételeztik, hogy Rhizobium
meliloti kromoszéma koriilbeliil 4.5 kb-os szakaszan, a fix-/4 régiéban a gének olyan
fehérjéket hataroznak meg, amelyek vagy a 'respiracids" nitrat-reduktazhoz és a
nitrogendzhoz vezetd elektrontranszport lincok kozds elemei, vagy e kozos elemek
bioszintézisében vesznek részt.

Célul tiztik ki hipotézisink helyességének megallapitasat, azaz a fix-/4 régiodban
taldlhato gének funkcidjanak felderitését. Célunkat genetikai és biokémiai vizsgalatok
segitségével akartuk elérni. Ehhez a kovetkezd részfeladatok megoldasa utjan kivantunk
eljutni:

-Kulonbségek detektalasa spektroszkopiai €s biokémiai modszerekkel a vad tipusu és a
mutans baktériumok elektrontranszport-lancainak az 6sszetételében.

-A fix-14 régid nukleotid sorrendjének meghatarozasa.

-A szekvencia szamitogépes elemzése utjan a lehetséges kodolod szakaszok, "nyitott
leolvasasi keret"-ek (open reading frame-ek, ORF-ek) azonositasa.

-Az azonositott ORF-ek altal meghatarozott fehérjetermékek aminosav-sorrendjének
Osszevetése adatbankokban tarolt szekvencidkkal. Ismert funkcidja fehérjékkel vald
hasonldsag esetén kovetkeztethetiink a régioban kodolt fehérjék biokémiai szerepére.

-A prediktalt funkcié ellenGrzése biokémiai modszerek segitségével.
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3.1. Baktérium torzsek, bakteriofagok, plazmidok
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A disszertacioban szereplé baktérium torzseket, bakteriofagokat és plazmidokat az 1.

tablazatban tiintettiik fel. A plazmidon levd, illetve a Rhizobium meliloti genomba

homolég rekombindcioval bejuttatott Tn5 transzpozon inszerciok elhelyezkedése a 6.

abran lathato.

1. tablazat. Baktérium torzsek, bakteriofagok, plazmidok.

elnevezés

jellemzd6k

hivatkozas/forras

Escherichia coli

IM109

HBI101

CHOS52
CHO56
CHO66
CHO87

recAl endA 1l gyrA96 thi hsdR17 supE44 relAl
(lac-proAB) (F traD36proAB lacl4Z M15)

hsdS hsdM pro leu thi gal lacY recA str

HB101(pCHOS8::Tn5[52])
HB101(pCHOS8::Tn5[56])
HB101(pCHOS8::Tn5[66])
HB101(pCHOS8::Tn5[87])

Rhizobium meliloti

Rm41
AK631
N461
ZB313
CHOS52h
CHOS6h
CHOG66h

vad tipus, Nod T Fix™
Rm41 exoB, NodTFix™
Rm41 RnrFix~

AKG631 fix-14

AKG631 fix-14 ::Tn5[52]
AKG631 fix-14 ::Tn5[56]
AKG631 fix-14 ::Tn5[66]

Yanisch-Perron és mtsai,
1985

Boyer és Roulland-

Dussoix, 1969

Putnoky P. és C.H.Ung

Putnoky P. és C.H.Ung

Putnoky P. és C.H.Ung

Putnoky P. és C.H.Ung

Szende és Ordogh, 1960
Kondorosi Adam
Kondorosi ésmtsai, 1973

Forrai és mtsai, 1983

_ Putnoky P. és C.H.Ung

Putnoky P. és C.H.Ung

Putnoky P. és C.H.Ung



CHO87h
AT314
AT316

Bakteriofagok
M13mp18/19

Plazmidok

pUCI19

pLAFRI1
pVK102
pPP381
pCHOS8
pKSK1

AKG631 fix-14 ::Tn5[87]
AK631 fix-14 :KmR
AK631 fix-14 :KmR

egyszalu fag vektor

ApR

TcR, széles gazdaspektrumi kozmid vektor

TcRKmR széles gazdaspektrumi kozmid vektor

pLAFRI1::fix-14 régid
pLAFRI1::fix-14 régio
pVK102::fix-14 régiod
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Putnoky P. és C.H.Ung
jelen munka

jelen munka

Norrander és mtsai, 1983

Yanisch-Perron és mtsai,
1985

Friedman és mtsai, 1982
Knauf és Nester, 1982
Putnoky P. és C.H.Ung

Pufnoky P. és C.H.Ung

Slaska-Kiss K.

3.2. Mikrobiolégiai eljarasok

Az E. coli torzseket LB tapkozegben (Sampbrook és mtsai, 1989) 37 °C-on, a R.

meliloti torzseket YTA (Orosz és mtsai, 1973) vagy 1 mM NH4Cl-dal kiegészitett GTS

(Kiss és mtsai, 1979) taptalajokon 30 °C-on ndvesztettiik. A rezisztencia-markert hordozé

torzsek taptalaja a 2. tablazatban feltiintetett koncentracioban tartalmazta a megfelel6

antibiotikumot.

2. tablazat. Az alkalmazott antibiotikumok végkoncentracidja (pg/ml)

Antibiotikum E. coli R. meliloti
tetraciklin 15
ampicillin 100 -
kanamicin 200
streptomicin 100
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Az MI13 fag szarmazékokat JM109 baktériumon szaporitottuk el: egy éjszakan at
nOvesztett baktériumkultirat szézszorosara higitottunk, és ebbdl 2 ml-t inokuldltunk
fogpiszkaloval leszedett egyetlen tarfolttal. A tenyészetet 37 °C-on intenziv levegdztetés
mellett 6-8 6ra hosszat inkubaltuk.

A kompetens E. coli sejtek el§éllitdsara Inoue és mtsai (1990) modszerét alkalmaztuk.
A logaritmikus fazisig (ODgpo=0.5-0.6) felnovesztett 200 ml baktériumtenyészetet 0 °C-ra
lehtitottiik, centrifugaltuk, majd a sejteket 80 ml 0 °C-os TB pufferben (10 mM PIPES, 15
mM CaCl,, 250 mM KCI, 55 mM MnCl,, pH=6.7) szuszpendéltuk. A szuszpenziét 10
percig 0 °C-on iﬁkubéltuk, majd Gjboli centrifugalast kovetéen a sejteket 20 ml, 7%
dimetil-szulfoxidot tartalmazé TB pufferben szuszpendaltuk. Az igy elééllitott kompetens
sejteket vagy azonnal transzformaltuk, vagy felhasznalasukig -80 °C-on taroltuk. A

sejtekbe a DNS-t hdsokk (37 °C, 2 perc) alkalmazasaval juttattuk be.
3.3. Rekombinans DNS-technikak

A plazmid DNS-t az Ish-Horowitz és Burke (1981) 4ltal kidolgozott alkalikus lizis
modszerével tisztitottuk. A baktériumokat 0.2 M NaOH, 1% SDS tartalmu eleggyel tartuk
fel, majd a lizalt sejtanyagot és a kromoszomalis DNS-t 0 °C-os Na-acetéttal (3 M, pH 4.8)
csaptuk ki. A csapadék eltavolitasa utan a feliiliszobdl izo-propanollal precipitaltuk a
plazmid DNS-t, majd visszaoldds utan etanollal WGjra kicsaptuk. A 1.5 ml
baktériumtenyészetbdl izolalt (miniprep) DNS 1/3-1/100 részét részét hasznaltuk
restrikcios endonukledzokkal térténé emésztésekre.

Nagy mennyiségi plazmid DNS izolalasa esetén 1 liter baktérium kultarabdl indultunk
ki, és az oldatok térfogatanak aranyos novelésével az elSbbiekben leirt modszert
alkalmaztuk. Az igy nyert DNS-mintat CsCl gradiensen torténd ultracentrifugélassal
tisztitottuk tovabb (Sampbrook és mtsai, 1989).

A restrikcids enzimekkel torténd emésztést €s a DNS gélelektroforézisét a Sampbrook
€s mtsai (1989) altal leirtak alapjan végeztiik el.

Az emésztett DNS fragmentjeit agaroz gélen (0.8-1.5%) valasztottuk el TBE puffer (89
mM Tris, 89 mM borsav, 2 mM EDTA, pH=8.3) jelenlétében. A DNS-t 0.5 pg/ml
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srer

koncentracioji etidium-bromid oldattal festettiik, és ultraibolya (UV) fénnyel tettik
lathatova.

Restrikcids fragmenteket altaldban alacsony olvadaspontu agaréz (Sigma, Type VII)
g€lbdl izolaltunk. 1-5 pg emésztett DNS gélelektroforézise utan a kivant fragmentet
tartalmaz6 géldarabot nagy hullimhossza UV-fényben szikével kivagtuk, azonos térfogata
TE puffert (10 mM Tris, | mM EDTA, pH=8) adtunk hozza, majd 20 percig 65 °C-on
inkubalva felolvasztottuk. A DNS-fragmentet fenollal és kloroformmal torténd tisztitas
utan etanollal kicsaptuk.

Az izolalt fragmenteket megfeleléen emésztett M13mp18, mp19, és pUC19 vektorokba
ligaltuk (2-12 6ra, 16-25 °C), majd JM109 kompetens sejtekbe transzformaltuk. Az
inszertet tartalmazo klonokat S5-bromo-4-kloro-3-indolil-f-D-galaktopiranozidot (X-Gal)
és izopropil-B-D-galaktopiranozidot (IPTG) tartalmazé taptalajon valogattuk ki, és a
rekombinans DNS emésztésével ellendriztiik.

A szekvenalasi reakcidokhoz az egyszala templat DNS-t vagy az MI13 fag

Az M13 faggal fert6zott E.coli IM109 baktériumokat 6-8 ordn keresztiil, intenziv
levegdztetés mellett 37 °C-on novesztettiik, centrifugaltuk, és 1.3 ml felilaszéhoz 200 ul
20% PEGe-et és 2.5 M NaCl-ot tartalmazé oldatot adtunk. Osszekeverés utan az elegyet 20
percig szobah6n inkubaéltuk, az aggregalodott fagrészecskéket 10 perces centrifugéalassal
Osszegyujtottik, majd 100 pl TE pufferben szuszpendéltuk. A fagfehérjéket fenol-
kloroform extrakcioval eltavolitottuk, végiil a DNS-t etanollal kicsaptuk.

A szekvenalni kivant plazmid klonokat a United States Biochemicals Sequenase
szekvenalasi protokoljaban leirtak szerint denaturaltuk. 3-5 pg plazmid DNS-t azonos
térfogata 0.4 M NaOH-ot és 0.4 mM EDTA-t tartalmazé oldattal 6sszekevertiink és az

elegyet 37 °C-on inkubaltuk 30 percig. A denaturalédott DNS-t 1/10 térfogat 7.5 M NHy4-

acetat és 2.5 térfogat etanol adasaval kicsaptuk.
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3.4. A DNS bazissorendjének meghatirozasa

Az el6z8 alfejezetben leirt modszerekkel elGallitott templat DNS-ek szekvencidjat a
Sanger és mtsai (1977) kidolgozott dideoxi lancterminacids technikdn alapulé moédszerrel
allapitottuk meg. A United States Biochemicals (Cleveland, USA) Sequenase kit-jét és
[35S]-dATP-t haszniltuk a szekvenalasi reakcidkhoz, melyek sordn végig a gyartd
elGirasait, javaslatait kovettiik. A reakciok soran M13-specifikus (-40 és reverz) primereket
illetve a Tn5 transzpozon inszerciokat hatarol6 DNS-szakaszok nukleotidsorrendjének
meghatarozasa soran egy Tn5-specifikus primert (5'-GCAAAACGGGAAAGGTTCCG-3')
alkalmaztunk. A termékeket 25% formamidot tartalmazo, 5.5-7.5%-os poliakrilamid gélen
valasztottuk el TBE puffer jelenlétében.

A DNS szekvencia adatok analizisét a PC/Gene (tervezte Amos Bairoch,
IntelliGenetics) és a University of Wisconsin GCG (Devereux ¢és mtsai, 1984)
programcsomagok segitségével végeztik el. A kiilonboz6 adatbankokban taldlhaté hasonlo
szekvenciaju fehérjék és DNS-ek keresésére az elektronikus levelezésen (e-mail) keresztiil
elérhetd, Altschul és mtsai (1990) altal kifejlesztett BLAST programokat (National Center
for Biotechnology, National Library of Medicine, Bethesda, Md, USA) hasznaltuk fel. A
rokon szekvenciak illesztését a FASTA (Pearson és Lipman, 1989) és a Multalin (Corpet,

1988) programok segitségével hajtottuk végre.

3.5. Novényi teszt

A novényi teszthez hasznélt Medicago sativa ssp. sativa L. var Nagyszénasi magvakat
95%-o0s etanolban (2 perc) és 0.2%-os HgCly oldatban (10 perc) sterileztiik. T6bbszori
steril desztillalt vizes Oblités utdn a magokat 1%-os vizes agar talajon egy ¢€jszakan at
sOtétben csiraztattuk. A csirandvényeket nitrogénmentes Gibson tapoldatot (Gibson, 1980)
és 1% agart tartalmazo csovekbe helyeztiik, és tiveghazban neveltiik (16 6ra fényperiodus,
22 °C) a kisérlet kiértékeléséig.

A novények fertézésére hasznalt baktériumokat 0.9%-os NaCl oldatban szuszpendaltuk

(108-109 sejt/ml), és 0.2 ml szuszpenzidval fertdztiik a 3 napos csirandvényeket.
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3.6. "Respiracios" nitrat-reduktaz aktivitis Kimutatasa

A szilard taptalajon felndvesztett baktériumokra 10 mM NaNOj3 oldatban

megnedvesitett szlirGpapir korongokat helyeztiink, és 15 perc inkubalads utan a filterekre
frissen készitett Griess-Ilosvay reagenst (1% szulfanilsav és 0.3% naftil-amin 30%-o0s
ecetsavban) csepegtettiink (Kondorosi €és mtsai, 1973). Az aktiv nitrat-reduktaz altal
termelt nitrit-ionok a gyengén savas kozegben a szulfanilsavat diazotaljak, és a keletkezett

vegyiilet a naftil-aminnal élénk rézsaszinii azofestékké kapcsolodik Ossze.

3.7. Citokrom c¢ oxidaz teszt

A R. meliloti sejtek citokrom c oxidaz aktivitasat egy, az enzim altal felhasznélhaté
mesterséges elektrondonor, N,N,N’,N’,-tetrametil-para-feniléndiamin (TMPD)
segitségével mutattuk ki. A GTS taptalajon felnovesztett baktériumtelepekre 9mM TMPD
és 4 mM aszkorbinsav keverékét ontottik (Soberon és mtsai, 1993). Ha a citokrom c
oxiddz mikodik, azaz elektront vesz fel az elektrondonortol, és tovabbitja az
elektronakceptornak (aszkorbinsav), az egyébként szintelen TMPD oxidacidja soran egy

kinoidalis szerkezetli, kék szinli molekula keletkezik, amely megfesti a telepeket.

3.8. In vivo differencia-spektroszkopia

A Rhizobium sejtek in vivo differencia-spektruméat az Appleby (1969) altal leirt
modszerrel vettiik fel. 1 liter késdi logaritmikus fazisi (ODg=0.8-1.0) baktériumkultarat
centrifugéltunk, és a sejteket 100 mM-os foszfat-pufferben (pH=6.8) szuszpendaltuk (10 g
baktérium/100 ml puffer). A baktériumok citokromjainak redukaldsat 1-2 mg natrium-
ditionit, oxidélasat néhany ammonium-perszulfat kristaly adasaval értik el. A redukalt és
oxidalt mintdk differencia-spektrumat egy Shimadzu UV-3000 spektrofotométer

kétsugaras tizemmodjat hasznalva készitettiik el.
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3.9. Fehérjeizolalas

A baktériumok szolubilis és membran-fehérjéit alapveten Thony-Meyer és mtsai

(1989) modszere szerint izolaltuk. 500 ml késSi logaritmikus fazisig (ODgpr=0.8-1.0)

felnovesztett baktériumtenyészetet centrifugaltunk, és a sejteket foszfat-pufferrel (50 mM
Na-foszfat, I mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,, 0.9% NaCl, pH=6.8) mostuk. A baktériumokat
5 ml 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PMSF) valamint 20-20 pg/ml DNazl-et és
RNazA-t tartalmazé foszfat-pufferben szuszpendaltuk, és haromszori French press
kezeléssel (12000 psi) feltartuk 6ket. A szuszpenzid kétszeri centrifugalasaval (15000x g,
15 perc) eltavolitottuk a fel nem tart sejteket, majd a feliiliszoét ultracentrifugaltuk
(145000xg, 90 perc), hogy a szolubilis és a membran-fehérjéket elvéalasszuk. A kitilepitett
membranfrakciot 200-400 pl 1 mM PMSF-et tartalmazé foszfat-pufferben szuszpendaltuk.

s rer

Calif, USA), standardként BSA-t (bovine serum albumin) alkalmazva hataroztuk meg.

3.10. A fehérjemintak gélelektroforézise és specifikus festése

A fehérjemintdkhoz (500-500 pg protein) azonos térfogati 2x mintafelvivé puffert
(0.125 M Tris-HCI, pH=6.8, 4% SDS, 20% glicerin, 10% B-merkapto-etanol, 0.002%
brom-fenol-kék) adtunk, és az elegyeket 10 percig forraltuk. A denaturdlt fehérjéket 0.1%
SDS-t tartalmazd, 15%-os poliakrilamid gélen valasztottuk el (Laemmli, 1970). A fehérjék
molekulatomegét Pharmacia molekulatomeg standard segitségével hatdroztuk meg. Az
elektroforézissel elvalasztott fehérjéket Comassie festéssel (Comassie brillant blue R-250,
Reanal, Budapest) tettiik lathatova.

A prosztetikus csoportjukat denaturald és redukdlé korilmények kozott is megtartd
hemoproteinek, azaz a kovalensen kotott hemet tartalmazé ¢ -tipusi citokromok specifikus
kimutatasara Francis és Becker (1984) modszerét alkalmaztuk. A moédszer azon alapul,

hogy H,O, és oxidalhaté szubsztrat, példaul valamilyen benzidin-szirmazék jelenlétében a

hem-csoport peroxidaz aktivitdst mutat, és az oxidalédott hidrogéndonor, esetiinkben az
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orto-dianizidin (3,3-dimetoxi-benzidin), szines, itt palackzold, vizben oldhatatlan
csapadékként kivalik a gélben.
Az elektroforézis utan a géleket 30 percig 12.5%-os triklor-ecetsavban fixaltuk, 30

percig desztillalt vizben mostuk, majd 120 percig festettikk (1 mg/ml o-dianizidin, 0.06%
H»O»5, 0.05 M citromsav, pH=4.4).
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4. EREDMENYEK

4.1. A fix-14 régioban bekovetkez6 mutiaciok a c-tipusi citokromok hianyat

eredményezik

Ahogy az 1.2. fejezetben kifejtettiik, az elGzetes vizsgalatok soran kideriilt, hogy a fix-
14 régidban kodolt fehérjék nem a két, redukciot végz6 enzim (nitrat-reduktaz, nitrogenaz)

molibdén-tartalmu kofaktoranak bioszintéziséhez sziikkségesek, hanem a feltételezések

<t \O
o0 v [e3e] vy o0 00 00 \O S~ on on
TnS

v S B RN S § . I

Fix + + - - - - - - - - - +
Rnr + + - - - - P = - g8
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6. dbra. A fix-14 régio fizikai-genetikai térképe. Az abra fels6 részén fiiggbleges vonalak
jelzik a TnS transzpozonok beépiilési helyét, amit szekvendldssal hatdroztunk meg.
Bekeretezéssel jeloltik azokat a mutidnsokat, amelyeket részletesebben analizaltunk. A
mutansok szimbiotikus nitrogénkot6 képessége (Fix), “respiracios™ nitrat-reduktdz (Rnr),
illetve citokrom c oxidaz (Cox) aktivitasa lathatoé kozépen. A szubklonozas soran hasznalt
restrikcidos endonukleazok hasitohelyeit tiintettiik fel a méretskala felett. Az abra also

részén a régioban talalhato gének elhelyezkedése lathato.
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szerint az enzimekhez vezet§ elektrontranszport-lancok kozos elemei, vagy ilyen kozds
elemek szintézisében vesznek részt. Eppen ezért megvizsgéltuk, vajon a fix-14 régiéban
létrehozott mutaciok befolydsoljadk-e mas elektrontranszport-lancok  mikodését.

Megallapitottuk, hogy az Osszes olyan Tn5 inszercidés mutans, amely szimbiotikus

koriilmények kozott nem redukalja a 1égkori nitrogént, azaz Fix~ fenotipusi, szabadon élve
nemcsak "respiracios" nitrat-redukciora képtelen, hanem egy mesterséges elektron-donort,
N,N,N',N'-tetrametil-para-feniléndiamint (TMPD) sem tud oxiddlni. A TMPD oxidacidja
megfeleld elektron-akceptor, példaul észkorbinsav jelenlétében a citokrom c oxidazok

kozremiikodésével jatszodik le. Az oxidacio elmaradasa azt jelenti, hogy a régié mutansai
citokrom c oxidaz aktivitassal sem rendelkeznek, Cox~ fenotipustak (6. abra).

A Cox~ fenotipusnak két f6 oka lehet: (i) a citokrom c¢ oxiddzt kdédolé génben
bekovetkezd mutacio, (ii) és/vagy a terminalis oxidazhoz vezet elektrontranszport-lanc
hidnya illetve hibas mikodése. Annak eldontésre, hogy a fix-/4 régié mutansaiban melyik
esemény kovetkezett be, megvizsgaltuk a vad tipusi valamint a mutans baktériumok
citokrom tartalmat, s néztik, hogy a mutaciok hatasara tortént-e a sejtek citokrom-
Osszetételében  valtozds. A vizsgdlatra  haszndlt mddszer, az in  vivo
differenciaspektroszkopia alapja az, hogy a kiilonb6z6 citokromok oxidalt és redukalt
alakjai - az egyes citokromokra rendkiviil jellemzd hullimhossz-tartomanyokban - eltérd
fényelnyelési képességgel rendelkeznek, s ez a kiilonbség optikai modszerekkel jol
detektalhatd. A 7. abran az A jeld gorbe a vad tipusi AK631 torzs valamint a

FixTRnr"Cox* fenotipusi mutidnsok redukdlt minusz oxidalt differenciaspektrumat
reprezentalja, mig a B jeld differenciaspektrum jellemz6 az 6sszes vizsgalt Fix"Rnr-Cox~
mutansra. A két gorbét osszehasonlitva szamos kiilonbséget fedezhetiink fel: A FixRnr~

Cox~ mutansok spektrumabdl hidnyzik a c-tipusu citokromokra jellemz6 karakterisztikus
csucs 523 nm- nél, valamint az 552 nm-nél taldlhaté vall. Hasonloképp, a mutansok

citokrom aa; -tartalma, amelynek a 603 nm-nél lathatéo csics az indikatora, erdsen
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lecsokkent szintet mutat. Ezzel szemben a b -tipust citokrémok, melyekbdl az 559 nm-nél
levé csics és az 529 nm-nél taldlhaté vall szarmazik, a vad és a mutins fenotipust

baktériumokban hasonlé mennyiségben fordulnak eld.

| | | |

510 550 600 650
(nm)

7. abra. Aerob korilmények kozott felnovesztett R. meliloti sejtek in vivo differencia
spektrumai (natrium ditionit-redukalt minusz ammoénium perszulfat-oxidalt). A: AK631
(vad tipusu torzs) és a 66-os valamint a 316-0s szamu Tn5 inszerciét hordozé homogenota.

B: az 56-0s, 52-es, 87-es és 316-0s Tn5 transzpozont tartalmazé mutansok.

Ezek utdn megvizsgaltuk, hogy Rhizobium melilotiban hanyféle c¢ -tipusu citokrém
fordul eld, s ezek ko6ziil melyek hianyoznak a fix-14 régioban mutaciot hordozo
baktériumokbol. E célbol az aerob koriilmények kozott felndvesztett vad tipusu illetve
mutans sejtekbdl az Anyagok és modszerck fejezetben leirtak szerint izolaltuk a membrén-

kotott  valamint a  szolubilis  proteineket. A fehérjéket SDS-poliakrilamid-
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gélelektroforézissel elvalasztottuk, majd peroxidaz aktivitdsuk alapjan Francis és Becker

(1984) modszerével megfestettiik a hemoproteineket.

67 kDa —

43 kDa —

30 kDa —

20 kDa —

wt 66 56 52 87 314 316

67 kDa —
43 kDa —

30 kDa —

20 kDa —

14 kDa —

8. abra. Kovalensen kotott hemet tartalmazd fehérjék az aerob koriilmények kozott
felnovesztett vad tipusu (AK631) valamint a 6. dbran bekeretezéssel jelolt fix-/4::Tn5
mutans baktériumokbodl izolalt membran- (A) illetve solubilis (B) fehérje frakcidokban. A
fehérjéket SDS-gélelektroforézissel valasztottuk el, majd a 3.10. fejezetben leirtak szerint

festettik.
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Az elektroforézis denaturdlé koriilményei kozott a fehérjék 4ltaldban elvesztik a
masodlagos kdlcsonhatasokkal rogzitett prosztetikus csoportjaikat igy a citokromok is a
nem kovalensen kotott hemjeiket. Ezért ilyen korilmények kozott csak a c-tipusu
citokromok festhetSk meg, mert protohem IX prosztetikus csoportjuk kovalensen kotddik
az apoproteinhez. A vad tipust Rhizobium meliloti sejtek membranfrakcidjabol két c -
tipust citokromot tudtunk kimutatni, melyek latszélagos molekulatomege 42 és 32 kDa
volt (8. abra). Amint az abra B paneljében lathatd, a szolubilis fehérjék kozott harom c-

tipust citokrom volt detektalhatd, melyek latszélagos molekulatomege 48, 35 illetve 13

kDa-nak bizonyult. Az Rnr-Fix-Cox~ fenotipusti mutansokat reprezentalo, az 52-es, 56-os,
87-es és 314-es TnS5-inszerciot hordozd torzsekb6l mind a membran-kotott, mind a
szolubilis ¢ -tipusu citokrémok hidnyoztak (8. abra A és B panel). Ez az eredmény azt
sugallta, hogy a mutaciok olyan géneket érintenek, amelyek nem a citokrom c
apoproteineket kodoljak, hanem olyan fehérjéket, amelyek a c¢ -tipust citokromok

biogenezisében vesznek részt.

4.2. A c -tipusit citokromok bioszintéziséhez sziikséges gének vizsgalata

Ahhoz, hogy megtudjuk milyen biokémiai funkcié(k) hidnya eredményezi a fix-14 régid
mutansaiban az 0sszes ¢ -tipust citokrom hidnyat, az egyik célravezet6 utnak tlint a

régidban talalhaté gének azonositasa, €s az altaluk kodolt fehérjék részletesebb analizise.

4.2.1. A fix-14 régio6 génjeinek szubklonozasa és szekvencia analizise

A Rhizobium meliloti c-tipusi citokromjainak szintéziséhez sziikséges gének
megismerése érdekében meg kellett hataroznunk a korabban iranyitott TnS mutagenezis
segitségével behatarolt fix-/4 régi6 nukleotidsorrendjét. E célbol a pCHOS és pPP381

plazmidokbdl a 6. abran lathato restrikcids endonukledz hasitohelyeket felhasznalva atfed6
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fragmenteket szubklonoztunk M13mpl8 és mpl9 egyszalu fagvektorokba. A mutacidk
pontos helyének megéllapitisa valamint a régié teljesebb atfedése érdekében a Tn5
transzpozonok “labait” és az inszerciokkal hataros DNS-darabokat pUCI19 vektorba
épitettiik be. A szekvendlasra alapvetSen a Sanger és munkatarsai (1977) altal kifejlesztett
dideoxi lancterminaciés modszert hasznaltuk, melynek soran M13- (univerzal és reverz)
illetve Tn5-specifikus primerek alkalmazasaval, az atfed6 szubklonokat felhasznalva,
mindkét szalon meghataroztuk a Rhizobium meliloti kromoszéma egy 4781 bp-nyi
darabjanak nukleotid-sorrendjét (9. abra).

A DNS-szekvenciat szamitdgépes modszerekkel analizéltuk: egyrészt azonositottuk a
lehetséges kodold régidkat, az igynevezett nyitott leolvasasi kereteket (Open Reading
Frame, ORF), masrészt egy, a mar ismert R. meliloti gének szekvenciaadatai alapjan
Osszeallitott kodonhasznalati tablazat segitségével megvizsgaltuk, hogy mely ORF-ek
rendelkeznek hasonlé kodonhasznalattal mint ami R. melilotira jellemzd. Ezekkel a
modszerekkel négy, egy iranyba atirodo, tipikus R. meliloti kodonhasznalatot mutaté ORF-
et sikeriilt azonositanunk (6. és 9. abra). Az ORF-eket nem el6zte meg promoterszer(
szekvencia, és nem kovette semmiféle jellegzetes transzkripcids terminator. Az E. coli
konszenzus szekvenciat alapul véve, az ORF-ek el6tt megkerestiik a lehetséges riboszéma-

kot6 helyeket (9. abra).

9. abra. (kovetkezd lap) A fix-14 régié nukleotid szekvencidja. A szekvencia alatt
feltiintettiik a régioban kodolt proteinek aminosav-sorrendjét (egybetiis kod) is. A csillag
stop kodont jelképez. A startkodonok fekete hattér elétt fehér betlikkel vannak szedve. A
lehetséges riboszoma-kot6 helyeket alahuzéssal jeloltiik. A satirozott hatteri szekvenciak

az adott Tn5 beépiilésekor duplikalodott 9 bazispart jelzik.
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50
CTGCAGGGTGGCGTCGTTTCGCGCCTTGGCGCGTCGATCTCGGCAAGTCGGACCGGCCAGCGGGCGCTCGAG
100
GCCGAGTATCGCGCCCTCGAGGCCGCGCCGGGCEGGCAGCCCGTCGCCTGGCAAGGGCGGGGCGTCACGGGT
150 200
TCCGTCGTCGCTGCCGCACCCTATCAGGTCGGGTCGCAGAATTGCCGTCAATACAGCCATACGGTTACCGTC
250
AAAAGCCAACAGACCACGGCACGCGGCGCGGCCTGCCGCAACAGCGATGGAAGCTGGACGCCGCTCACCTGA
300 350
GCGGCACCGTCCTCGCATATCGCGAACCGTGTAAGGTGTTGAATCGCGGCCGGTTTGCTTTGGGCGAGCGGA
400
TTTCTCGCGCGCGGCGGCACTTCTTGCGGCGARACGCCTCAAATATACGTCATTGCCGGTTTTCGAGTTGGA
Tn5 [66]

450 500
ATGACATGGCCCTCATAGTATTCCCCAAANNEIT TGTTCTGGATCCTCGTCGCCATTCTGACGGCGGCTGTC
; ML P W U Vea LT KN KW

cycH 550
GCAGCCGTGCTTCTTCTGCCGCTCATGCGGGCGGCAGAGCCACTGCCGTCTCGCCATAGTCACGACATCGAA
A, VvV L L'L P L- MR A A E P L P '8 R H BH'.D I E

600
GTCTATCGCGATCAGCTCGGTGAGCTGGCGCGGGACCGGGAGGCCGGTCTGATCGGAAGCGAGGAAGCOGAG
V¥R D Q L 6@ E L A RDT EREU AGLTIGSTETE®AE
700
[CTGGCCAGGGCCGAGATCGCCCGCCGCATGCTTGCAGCCAGTGCCGCGGATCAGGCTGTGGCGGAGCGCACG
Tn5 [56]
L. R B, F I &2 R RM L A A 8 R A D. @ B VB B R T
750
CCGAAGCGGCTTCTATCCAACCGCCTGGCGCAGGCTTTCATTTTCCTCTGTCTTCCGGCTGTCGGCCTTTGT
P K R L L S NR LA QA ATV F I F L CUL P AV G L C
800 850
CTCTATTTGACGACCGGGAGCCCCGGCGTGCCGGCGCAGCCGCTCGCGGCCCGCCTTGCCGACCCCGGCGAC
L YL TT G S PGV P AQPLAARTULA ADP G D
900
GACGTCAACATCCTGATCGCGAAGGCCGAAAACCACCTGGCCCTCAATCCTCARGACGGTGCCGGCTGGGAT
DV N I L I A KAZENU HTULA ATLNU®POQUDGA A G W D
950 1000
CTGCTGGCGCCGATCTACATGCGCCATGGCCGCCTGGACGATGCCGTCGCCGCCTACGACCGCGCGATCCGC
L L A PI YMBRUEHEGU RULUDUDA AV VA AABATYUDUTZRAZ ATIHR
1050
CTGCTCGGGCCAACCCCGGCAAGAATGGGCGGCTACGCCGAGGCCCTGGTGGCGCAGGCCGGCGGTCTGGTC
L L G P TPAIRMGG GY Y AEA ATLUVAIOQA AU GG GTLV
1100
ACAGCCGAGGCGCAGAACGCTCTGCAARAGGCGCTGGCCCTCGACCCCGATGATCCACCGTCCGCATTCTAC
T A E A Q NAL Q KA LAULUDUZPUDTUDUZPUZPSATF Y
1200
CTCGCGCTCGGCCTGAAGCAGGAGGGCAGGCACGCAGAGGCGCTCGCAGCATTCCGCARAGCTCGCAGAGAGC
- A L o@:L XK @ E.6 R H A E A L A AF ™R, KL A E 8
1250
TCACCGGCCGATGCGCCCTGGCTGTCTCTGGTGAACCAGCATATCGCGGACGTCGCCGCCGCCCCGGCCGGT
S P A DA AUPWIULS L V N Q H I A DV A A AP A G
1300 1350
CCTGCCGCGCCCGGAAACCCGGCTCCCGGCGATATTGCCGCCGCARAGGAAATGAATGCCGGCGACCGGCAG
P A A PGNP AUPGDTIO A AA AIZ KTEMMNA ATGTDR Q
1400
GCGATGATCCGCGGCATGGTCGACAGCCTGGCAAGCCGCCETGARGGAGGACCCGGCCAACCTGGAGGGCTGG
Tn5 [89]
A M I R GMVDSLASI RTULIKTEU DU PA ANTLTEGUW
1450 1500
ATACGCCTGGTCCGTTCCTATGTGGTGCTGGACCAAAGAGACAGGGCGAAAGATGCGTTGCATGACGGACTG
I R L VR S Y,V VL DR DRAKID A L HD G L
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1550
AGGGCCTTCCCGGCAACGGGCGAGCAGGGGAAGCAGTTGCTGGCCTTGGCCCGGGAACTGGGGATCGACGCC
R A F PATGES QGIXKQLULALA ARIETLTGTITUDA

1600
GGCGGAGAGGCTGANNEACACGCAAGCAGAARAGGTTGGCGATAATCGGCGGCGGCGTGGCATTTCTGACGG
G G E A E *
M T-RUK'Q W.R L AL IS 6 gV AJF L T
cycd 1700
CCGCGGTGCTGCTCGTCATGTTCGCCTTCAGCCAGGCGGTAGCCTATTTCTATGTTCCGGGCGATCTTGCGA
ALA VYL Lo N M EBIX P8 0 AV B YoRLY V. PG B L A
1750
AGGCCGACGTCGCGCCGGGGACGCGTATCCGCCTCGGCGGACTTGTCGAGGCGGGCTCCGTCAAGCGCGGCG
K 2D Via-P ¢ T R T B L &8 & "V :B -8"g v, KB €

1850
AGGGCAGGAJCATCACCTTCACGGTCACGGATACGCTTGCGACCGTTCCGGTGACCTATACCGGCATCCTGC
Tn5 [52]
B, & RySPEYE TR T M T D T T TN PV T X T, G L L

1900
CCGACCTCTTCCGAGAGGGCCAGGGCGTGGTGGCCGAGGGTGCCTTCGTCGGCGGCAGCCCGGTTTTCGTTG
P B L-F.'R 'E:.6 @G V' V A E 6 A +"F YV G685 P V. F 'V

1950 2000
CGGACACCGTCCTCGCAAAGCATGATGAGACATACATGCCGAAGGATGTCGCCGACCGCCTCAAAGCGCAGG
A'D»T V. L A K H-D:E T:%Y¥Y M.P K. D V A'D R L Ki;a&A Q

2050
GCGTCACGCTCGGCGGGGAGGAAAACATCCHNYEATCATCGAACTCGGGCACTATGCACTGGTTTTGGCGCT
G VTLGGETEN I R * Tn5 [87]

M I I EL G H Y AL V L A L
cycK
2100 2150

CGCGACCGCGATCATCCAGGGCGTCCTGCCCGTCCTGGGGGTGCGGCGCGGCGACCCTTCCTTGATGGGACT
A T A I I Q G VvV L P V. L G V R R GD P S L M G L
2200
GGCAGCAAACGCGGCGCTCGTCTGCTTCCTGCTGGTCGCTTTCTCCTTCGCAGTGCTGACATTCGCCTATGT
A A N AAL V CVF L L VA F S F A V L T F A Y V
2250
GACATCGGATTTCTCGGTCAAGAACGTCTGGGAGAACTCGCATTCCCTCARACCGCTGATCTACAAGATCAC
T S D F S V X N vV W E N S H S L K P L I Y K I T
2350
CGGGGTCTGGGGAAACCATGAAGGCTCGATGCTTCTCTGGCTGCTGATTCTCGTCTTCTTTTCCGCGATGGT
G vV W G6GNH E GG S ML L WL L I L V F F S A MV
2400
GGCGCTCTTCGGCCGCAACCTGCCGGAGACGTTGAAGGCGAACGTCCTTGCAGTGCAGGCCTGGATCGCGAC
A 'L F G R NL P E TUL K ANV L A V Q A W I A T
2500
CGCCTTCGCGTTCTTCGTCCTGCTGACCTCCAATCCCTTCGCGCGGCTCGTGCCGGCACCGGGCGAGGGCAG
A F A F F vVL.L L T S NP F AU RUL V P A P G E G R

2550
GGKEETGAACCQCGTGCTGCAGGATATCGGGCTCGCGATCCACCCGCCCTTGCTCTATCTCGGCTATGTCGG
Tn5 [85]
D L. NP V L 9 D I ¢ 1L, A I H P P L L ¥ L -G ¥ V @G
2600 2650

CTTTTCCGTATGCTTCTCCTTCGCGGTCGCCGCGCTCATCGAGGGGCGGATCGATGCGGCCTGGGCGCGTTG
F s v ¢ F S F A V. A AL I E G R I DA AWA AIRW
2700
GGTGCGGCCGTGGACACTTGCCGCCTGGACCTTTCTTACCGCCGGCATCGCCATGGGCTCCTATTGGGCCTA
V R-P W-T L A A W T F'L- T A,G I A M. G S, 8 WA ¥
2750 2800
TTACGAGTTGGGCTGGGGCGGCTGGTGGTTCTGGGACCCGGTCGAARAACGCCTCCTTCATGCCTTGGCTCGC
Yy EL G W GG G W W F WD PV ENAS FMUP WL A
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2850
CGGAACGGCACTTCTGCACTCGGCCCTGGTCATGGAAAAGCGCGAAGCGCTGAAGATATGGACCGTGCTGCT
G T A L L H s AL vV M E KR EAUL K I W T V L L
2900
GGCGATCATGACCTTTTCGCTGTCGCTGCTCGGCACGTTCCTGGTGCGCTCCGGCGTGCTGACATCCGTCCA
Tn5 [81]

By I M ST F ST Sy T WG TR R niVe, MRYES G W G T WS N H
3000
TGCCTTCGCCACCGACCCGACCCGCGGCGTCTTCATTCTCGCCATCCTGATCGTCTTCATCGGCGGTGCGTT

A E AL TLD P.oTesRuAGa [N T I AR s TR VLR G TE 3G Ay F

3050
TTCGCTCTTTGCCTTCCGTGCCTCCCATCTCAAGGCCGGGGGAATATTCGCACCGGTTTCGCGCGAGGGTGC
Tn5 [68]
S« L F A F R A S:‘H L K &:G G.:I «F & P V.8 RuE G A
3100 3150

GCTCGTCGTGAACAACCTGATCCTGACGACGGCCACGGCGACGGTGCTGACCGGCACGCTGTATCCGCTGGT
L v 'V NN LT L T A T.AR TV LT 6. TLX P Ly V
3200
ACTCGAAGCGCTGACCGGCGACAAAATTTCGGTCGGCGCGCCGTTCTTCAACATGACATTCGGTCTGCTGAT
LB A L T G*-DJ/K I S V- A E-F"N M TsSF 6+«+L L M
3250 3300
GCTGCCGCTCATCGCCGTCGTTCCCTTCGGCCCGCTGCTTGCCTGGAAGCGCGGCGACCTTGCCGGTGCGGC
L P L, T A VYV P F G PLL A W KURGDULAUGA A A
3350
GCAGCGTCTGTTTGCGGCTGCCGCGCTCGGCCTGCTCGCCGCGGCGATCTGTTATTACGCGGTAAACGGTGG
Q R L FA A A AL G L L A A A I CY Y A V N G G
3400
CCCCGTCCTGGCTCCTTTCGGCCTCGGCCTCGGCGTCTACCTGATTCTGGGAGCGCTCACCGATCTGGTTCT
P VvV L A P B¢k LG L &'V Y Li I.Li G A L T D L "V _ 5L
3500
GCGCTCCGGTCTCGGCAAGGTGGCGGCGGGCGTCGCCTGGAGACGGCTTTCGGGCCTGCCGCGTTCGGCTTT
R s 6 L 6 K vaAaAAGVAWIZ RI RILSGUL P R S A F
3550 3590 3600
CGGCACGGCGCTCGCCCATATCGGGCTCGGAATCACCCTGATCGGGATCGTCACGGTCACGGCTTTCGAAAC
¢ T A L A H I 6L 6 I T L I ¢ I'V TV T" A -F E T
3650
GGAAACGGTCGTCGAGATGARACCGGGGGCGGTGGTCGATGTCGGGCGTTACAGCCTGCGTTTCGACGGCAT
E T Vv Vv EMK P G A V V DV G R Y S L R F D G M
3700
GCGTGAAGGGCGCGGGCCGAACTATACCGAGGATGCCGGCCATTTCACCGTCAGTCGAGGCGGTGTCGAGGT
R E GG R G PN Y ™  E D A G H F T V S R G G V E V
3750 3800
TACCGAAATCTGGTCGTCGAAACGGCTCTATTCAGCGCGGCGCATGCCGACGACCGAGGCCGGAATCCGGAC
T E T W.-8, S8 K'R L¥ § A R R M P T'2 E K" G I R T
3850
CTTCGGCCTGAGCCAGCTCTATGTATCCTTGGGCGACGACATGGCGGACGGCGGCATCGTCGTCCGCATCTG
P 6 Li"8'Q L ¥ Vi's L. 6'D D-M-A D G G I V.V R IVW
3900 3950
GTGGAAACCACTGATCCTTTGCATCTGGGGCGGCGCGCTCGTGATGATGGCCGGCGGCGTCGTTTCGCTCAG
W 'K P Lh I Ii C T W 6 6 A Ii ¥V-M:M A:6G G ¥V VW S LS
4000
CGACCGGCGCCTTCGCGTCGGCGCGCCGGCGCGTGCCAGAAAGGCGCTCGCCCTGGATCGCGATGATTTCAG
D R*R L R V.G AP A R A R KA LA Li D R-D D F R
4050 4100
GTCGGATCGACCAAAAATCATCAACGTGATCGATTCTAAAGGTTAGAGCGGGATGCGGGCGGAAAACCGTGC
S« D R P K I I N VvV, I D 8 K G *
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4150

ACACTTTTCCTCATCCCGCTCTGGGAGCTGCCARREATCCGGCTGCTGATCGCCCTCTTCCTTTTGCTGGC
M I R.Tw L I & L F L L &L A

cycL
4200
GTCCGTTGCCCCGGCGTTCGCCGTCAATCCGGACGAGGTGCTTGCGGATCCGGCGCTCGAAGCGCGTGCCCG
Tn5 [314]
S VLR P A TR SN VNS P D EErTVED Tl TR R R G T SR S RSIRE e R
4300

GGCGATCTCCGCCCAGCTCCGCTGCATGGTCTGCCAGAACCAGTCGATCGACGATTCGAACGCTGAACTCGC
Rl JENS TR SEOES B MR VG AM N G QAN QS D e A D DSl et B - T LA
4350
CAAGGATCTGCGGCTGCTCGTACGCGAGCGCCTGAAGAACGGCGATTCCGACGAAGCCGTGATCTCCTACGT
K. Biely R L L'V R.ER L K NG Du SwiDitE D M VL' 8 o W
4400 4450
CGTCTCACGCTACGGCGAATTCGTGCTCCTGAACCCTCGCCTTGAGGCCAAGACGCTCGTGCTGTGGGGCAT
V.8 RIY, G By BV DL N B SR L Bl AR ST SN TV s W G M
4500
GCCTGCCATTCTGCTCGTGGCCGGCATCACCCTCGTCGTGGCCGCAAGACGCCGCGGCGCAAGAGTTCCGGG
P A F LRV A GEGRT T b N O NVEAMANTRE R IR G TH  REAV WP G
4550 4600
CGCACCGCTTTCCGCCGAGGAAAAGGAAAGGCTGGACAGGCTCCTGCGGCCCTGATCTCAAGCAGGAGGCGC
APy SR B OB KOBLR LDy R LS R OGP *
4650
CAACGCGATTTGGGCGCATCCGTCCGCGCCTTGCAGCTCCACCGCAACATTACCAAAAATTCATCTGCCGGA
4700 4750
CAGAACTCAGTAAGGTCCCGTCCGTTACATCTGACGGCATAGGCTGTTTCCTCCAGTCACAGCCACACGAGC
4781
GGGTTTCCGACGGTGAGGCCGTTGGATCC

Az els6 ORF a szekvencia 463. nukleotidjanal, a két kiilonb6z6 fenotipust okoz6é Tn5
inszercid, nevezetesen a 405. pozicidban levé TnS5[66] és a 645. nukleotidnal beépiilt
Tn5[56] kozott kezdédik. Az ORF1 egy 379 aminosavboél all6 polipeptidet kddol, melynek
szamitott molekulatomege 40072 Da. A masodik ORF feltételezett fehérjeterméke 150
aminosavat tartalmaz, molekulatomege 15789 Da, mig a 2028 bp hosszt harmadik ORF
egy 676 aminosavbol felépiild, 72643 Da molekulatomegl proteint kodol. A negyedik
ORF két lehetséges, a 4085. és a 4139. nukleotidnal levd transzlacids iniciacids startponttal
rendelkezik. Bar a masodik ATG kodon a harmadik ORF stopkodonjat 64 bp tavolsagban
koveti, azonban az iniciacids kodon el6tt 7 bp-nyira egy potencidlis riboszéma-kotd helyet
azonositottunk, mely lehetévé teszi a riboszomak ujrakotédését a mRNS-en, és a rovidebb
protein keletkezését. A géntermék szamitogépes analizise alapjan ugy gondoljuk, hogy a 4.

ORF a rovidebb, 16454 Da szamitott molekulatomegii fehérjét kodolja.
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A masodik és harmadik ORF ATG inicidciés kodonja atfed az eldttik levé ORF-ek
TGA terminéciés kodonjaval. Ez az ATGA szekvencia szolgal transzlacios terminacios
illetve iniciaciés kodonként a R. meliloti nodA és nodB génjei esetén is, melyeknek
nemcsak transzkripci6ja, hanem funkcidja is kapcsolt, ugyanis az altaluk kodolt fehérjék a
Nod faktor bioszintézisének egymast kovetd 1épéseit katalizaljak (Tordok és mtsai, 1984;
Rohrig és mtsai, 1994). A transzlacidés terminacids és inicidcids kodonok ugyanilyen
atfedése a fix-14 régidban azt sugallja, hogy a hasonl6é bioszintetikus folyamatban
résztvevé ORF-ek egyiitt irodnak at.

A veliink egyidSben, tdliink fliggetleniil elvégzett vizsgéalatok sorén Ritz és mtsai (1995)
kimutattdk, hogy a Bradyrhizobium japonicumbol Korabban izolalt cycH gént (Ritz és
mtsai, 1993) harom ORF koveti, melyek a c-tipusi citokrémok biogeneziséhez
sziikségesek. A szekvencia-adatokat kicseréltiikk és Osszehasonlitottuk, s ez azt mutatta,
hogy a két citokrom c bioszintézisben szerepet jatszo régié homoldg: négy nagyon hasonlo,
azonos elrendez6dést gént tartalmaz. A két faj géntermékeinek aminosav-sorrendjében az
azonossag 40% (ORF1), 54% (ORF2), 64% (ORF3), és 56% (ORF4). Abbdl a célbol, hogy
a c-tipusu citokromok bioszintézisében szerepet jatszo rhizobidlis gének nevezéktana
egységes legyen, a négy ORF-et mindkét fajban cycH, cycJ, cycK és cycL (cytochrom ¢

biosynthesis) génnek neveztiik el.

4.2.2. A fix-14 régioban kodolt fehérjék szamitogépes analizise

A nukleotid-sorrendbdl szarmaztatott fehérjetermékeket szamitogépes modszerekkel
analizdlva  megaéllapithatjuk, hogy  taldlhatok-e  benniik  olyan  jellegzetes
szekvenciamotivumok, amelyek a fehérjék harmadlagos szerkezetére, lokalizacidjara,
illetve funkcidjara utalhatnak. Az aminosav-sorrend Osszevetése adatbankokban tarolt
szekvencidkkal feltarhatja a vizsgalt protein hasonlosagat mas, mar ismert funkcioju

fehérjékkel. Az ily modon nyert adatokbol - melyek nem abszolit bizonyitékok, csak
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irdnyadé informaciok - kovetkeztethetiink az altalunk tanulméanyozott proteinek biokémiai

szerepére, és céliranyos kisérleteket tervezhetiink a prediktalt funkcié ellen6rzésére.

4.2.2.1. A cycH, J, K, és L gének membran-kotott és periplazmatikus fehérjéket

hataroznak meg

A négy ORF altal meghatarozott fehérjeszekvenciakat a PC/Gene és UWGCG software-
csomagok egyes programjai segitségével analizaltuk, melyek arra adtak valaszt, hogy
talalhat6-e a vizsgalt fehérjéknek olyan része, mely példaul DNS-hez két6désben, vagy egy
membréanon 4t torténd transzportban, stb. jatszik szerepet.

A CycH fehérje hidrofobicitasi gorbéje (Eisenberg és mtsai, 1986; Rao és Argos, 1986)
két hidrofob szakasz jelenlétét mutatta (10. és 11. abra). A két hidrofob domén, amelyek a
szekvencia 3. és 22., valamint 95. és 115. aminosavai kozott talalhatéak, elegendd
hosszusagu ahhoz, hogy a sejtmembrant 4ativelje, és a fehérjét a membranhoz
lehorgonyozza. Ezzel 6sszhangban, a bradyrhizobiélis CycH protein topoldgiai vizsgélata
is azt eredményezte, hogy a fehérje C-terminalis része a periplazméba nyulik, mig a két
membranon ativeld szakasz kozotti aminosavak egy citoplazmatikus hurkot képeznek (Ritz
¢és mtsai, 1993). A CycJ fehérje hasonlé analizise a protein elején, a 9. és a 29. aminosavak
kozott egy er6sen hidrofob régiod jelenlétét tarta fel. Az, hogy a hidroféb domént bazikus
aminosavak (Arg, Lys) el6zik meg, és egy lehetséges szekrécios szignalpeptid hasitohely
koveti, azt valdszindsiti, hogy a fehérje a periplazmatikus térbe transzportaldédik (von
Heijne, 1986). Ritz és mtsai (1995) vizsgalata szerint viszont a fehérje hidroféb N-
terminalis része nem hasitodik le a transzlokacié utan, hanem a Cycl] proteint a
membranhoz horgonyozza (10. és 11. abra). A cycK gén egy erésen hidrofob proteint
kodol, melyben a kiilonb6z6 moddszerekkel legalabb 12 membranativel§ szakaszt lehetett
azonositani, azaz a CycK valdsziniileg egy integrans membran-fehérje. A CycL protein

bazikus amino-terminélisat hidrofob aminosavak és egy potencidlis szekrécios
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szignalpeptid hasitohely koveti, ami a fehérje periplazmatikus lokalizaciojat sejteti. Egy
karboxi-terminélisan talalhaté hidroféb domén a fehérjét kihorgonyozhatja a

citoplazmatikus membran kiilsé feliiletéhez (10. és 11. 4bra).

Tn5[89] Tn5[314]
H,N

COOH

Tn5[52] A

COOH
H,N
. P

OOOCE OO0 ’........ P.......‘.‘...q 000000000

{
S OOOOOOOCE OO0

OOOOBOOOK
4 NH, c
Tn5[56]
CycH CycJ CycL
Tn5[87] Tn5[85] Tn5[69]

CycK Tn5[78]

crer

sematikus abrazolasa. Feltiintettiik, hogy azoknak a TnS inszercioknak (azaz a Tn5-6n
talalhaté transzlacios stop kodonoknak) a kovetkeztében, amelyek a 6. dbran lathatok, hol
szakad meg a fehérjelanc szintézise. A CycK és CycL fehérjékben csillaggal jeloltiik a

feltételezett hem-kotd szekvencidkat. ¢ - citoplazma, p - periplazmatikus tér.
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A négy ORF éltal meghatérozott fehérjetermékek topologiai predikcioja tehat azt
mutatta, hogy a cycHJKL géncsoport olyan fehérjéket kédol, melyek vagy a
citoplazmamembrén integrans részei, vagy a membran kiilsé feliiletéhez horgonyozva,
illetve ahhoz asszocialtan taldlhatok. Ebbsl azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a
fehérjék a c -tipust citokromok érésének egy olyan lépésében vesznek részt, amely vagy a

membranban, vagy a periplazmatikus térben jatszodik le.

4.2.2.2. A cycHJKL géncsoport altal kodolt proteinek bakterialis és organellum

eredetii eredetii fehérjékhez hasonlitanak

A cycH, J, K, és L gének altal meghatarozott proteinek aminosav-sorrendjét a Blast
programcsomag (Altschul és mtsai, 1990) segitségével Osszehasonlitottuk fehérje (Swiss-
Prot Release 29.0, PIR Release 41.0) és leforditott nukleinsav (GenBank Release 84.0)
adatbazisokban tarolt szekvencidkkal abbdl a célbdl, hogy ismert funkciéju fehérjékkel

valo hasonldsag esetén esetleg kovetkeztethessiink a fehérjék biokémiai szerepére.

11. abra. (kovetkezd lap) A fix-14 régidban kodolt proteinek &sszehasonlitdsa homolédg
bakterialis szekvencidkkal. A R. meliloti CycH fehérje illesztését az E. coli szekvenciakkal
kiilon mutatjuk be (B), mert sokkal kevésbé hasonl6é az NrfG és CcmH proteinekhez, mint
a tobbi CycH szekvencidhoz (A). A CyclJ (C), a CycK (D), és CycL (E) fehérjék esetén az
nrf és ccm gének termékei nem térnek el ily nagy mértékben a tobbi homolog proteintdl,
igy egyiitt abrazoljuk Sket. A minden szekvencidban azonos aminosavakat kovér és dolt
betiikkel jeloltik. A feltételezett membran ativel6 szakaszokat egyszer, a lehetséges
szekrécios szignal szekvenciakat kétszer huztuk ald. Csillagokkal jeloltik a feltételezett
hem-ko6t6 motivumokat. Rm: Rhizobium meliloti, Bj: Bradyrhizobium japonicum, Rc:

Rhodobacter capsulatus, Pd: Paracoccus denitrificans, Ec: E. coli, aa: aminosav.
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PDAPLAGRLAEAETLYQARPDQAAAEATATAERKAAEAQAAAAGNPVPQPDPKFLELMER
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——————— NPTDGRGWNVLAPVLERLGRFDDAVRAYRNSITYNGESPERRSD--LGEAISA
------- NPNDPRGLELLAEHEERLGNLVAAKDAQHRLVAARGESQRRGSGAAGRGLTIV
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WVAEIAQGIETLAWLAGEQDY------------- TPPLPVPAGPSAEQMQAAEGMAPADR
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M-141 aa-G VV. VAGVSYYQTGNYQQVKIWQQATAQAPA
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51

60
58
59
60

120
118
116
120

149
149
169
180

200
200
222
240

260
260
282
300

301
296
341
347

361
356
401
407

60

37
120
186

97
178
246

157
238
306



EcNrfG
RmCycH
EcCcmH

C

RmCycd
BjCycd
EcCcmE

RmCycdJd
BjCycJd
EcCcmE

RmCycd
BjCycd
EcCcmE

D

RmCycK
BjCycK
ReCell
EcNrfE
EcCcmF

RmCycK
BjCycK
RcCcll
EcNrfE
EcCcmF

RmCycK
BjCycK
ReCclkl
EcNrfE
EcCcmF

RmCycK
BjCycK
RcCell
EcNrfE
EcCcmF

RmCycK
BjCycK
RcCell
EcNrfE
EcCcmF

RmCycK
BjCycK
Re@clil
EcNrfE
EcCcmF

ANYAQAIELWQKVMDLNSPRVNRTQLVESINMAKLLQRRLD
GRHAEALAAFRKLAESS-PADAPWLSLVNQHIADVAAAPAGPAAPGN-35 aa
QRFGEAVAAWEMMLKLL-PANDTRRAVIERSIAQAMQHLSPQESK

MT-RKQKRLATIIGGGVAFLTAAVLLVMFAFSQAVAYFYVPGDL------ AKADVAPGTRI
MT-RKQRRMTII LAVLAL VLNALRDSIVFFSTPTMV------ AEKHVQAGKRF

MNIRRKNRLWIACAVLAGLALTIGLVLYALRSNIDLFYTPGEILYGKRETQQMPEVGQRL

RLGGLVEAGSVKRG-EGRTITFTVTDTLATVPVIYTGILPDLFREGQGVVAEGAFVGGSP
RLGGLVQPGSLQRG-DNLAVSFEVADGNAKLPVAYKGILPDLFREGQGVVAEGAL-DANG
RVGGMVMPGSVQRDPNSLKVTFTIYDAEGSVDVSYEGILPDLFREGQGVVVQGELEKGNH

VFVADTVLARKHDETYMPKDVADRLKAQGVTLGGEENIR
VFKADTVLAKHDETYMPKDVADALKKQGHWKDDYGGKASDGVKPAATTAQGNPQGAVR
IL-AKEVLAKHDENYTPPEVEKAMEANHRRPASVYKDPAS

MIIELGHYALVLALATATIOGVLPVLGVRRGDPSLMGLAANAALVCFLLVAFSFAVLTFA
VIAESGHYALVLALGLALIQSIVPLIGARLRDDALMSVARSTALAQLLFVGASFVALVML
MIVETGHFALILALCVALVOAVIPLVGAQKGWSGWMAVATPAALAQOFGLIATIAFAALTYA

VLTPLTAFAGVRLRWPAMMRLTCIGILAQFALLLLAFGVLTYC
MMPEIGNGLLCLALGIALLLSVYPLWGVARGDARMMASSRLFAWLLFMSVAGAFLVLVNA

YVTSDFSVKNVWENSHSLKPLIYKITGVWGNHEGSMLLWLLILVFFSAMVALFGRNLPET
HVNSDFSVANVYENSHSMKPLLYKITGVWGNHEGSMLLWVSILALFGGLVAAFGNNLPLS
FVTSDFSLKLVYENSHTDKPMLYKVTGVWGNHEGSMLLWVLILAMFGAAAAAFGGALPER
FLISDFSVIYVAQHSYSLLSWELKLAAVWGGHEGSLLLWVLLLSAWSALFAWHYRQQTDP
FVVNDFTVTYVASNSNTQLPVWYRVAATWGAHEGSLLLWVLIMSGWTFAVAIFSQRIPLD

LKANVLAVOAWIATAFAFFVLLTSNPFAR-LVPAPGEGRDLNPVLODIGLAIHPPLLYLG
LRAHVLAVQOAWIASAFYLFILVTSNPFLR-IANPPIEGRDLNPVLQDIGLAVHPPMLYLG

LRARVLAVOGTIGVAFLVFVLEFTSNPFLR-LEEAPFNGRDMNPLLQDPGLAFHPPFLYLG
LFPLTLAVLSIMLAALLLFVVLWSDPFVRIFPPA-IEGRDLNPMLQHPGLIFHPPLLYLG
IVARVLAIMGMVSVGFLLFILFTSNPFSRTLPNFPIEGRDLNPLLQDPGLIFHPPLLYMG
YVGFSVCFSFAVAALTEGRIDAAWARWVRPWTLAAWTFLTAGIAMGSYWAYYELGWGGWW
YVGFSISFSFATAALMEGRIDAAWALWVRPWILVAWIFLTLGIAMGSYWAYYELGWGGWW
YVGLSMAFSFAVAALIEGRVDAAWARWVRPWTLAAWIFLTIGT WWAYYELGWGGFW

YGGLMVAASVALASLLRGEFDGACARICWRWALPGWSALTAGITILGSWWAYCELGWGGWW
YVGFSVAFAFATASLLSGRLDSTYARFTRPWILAAWIFLTLGIVLGSAWAYYELGWGGWW

* k kkk

FWDPVENASFMPWLAGTALLHSALVMEKREALKIWTVLLAIMTFSLSLLGTFLVRSGVLT
FWDPVENASLMPWLAGTALLHSALVMEKRNALKVWTILLSITLTFSLSLLGTFLVRSGVIT
FWDPVENASLMPWLLARALLHSAIVVEKREALKSWTILLAIMAFGFSLIGTFLVRSGVIS
FWDPVENASLLPWLSATALLHSLSLTRQRGIFCHWSLLLAIVTIMLSLLGTLIVRSGILV
FWDPVENASFMPWLVGTALMHSLAVTEQRASFKAWTLLLAISAFSLCLLGTFLVRSGVLV

* % %

SVHAFATDPTRGVFILAILIVFIGGAFSLFAFRASHLKAGGIFAPVSREGALVVNNLILT
SVHAFATDPTRGVFILLILCLFIGGSLSLFAGRATSLKQGGLFAPISREGALVLNNLLLT
SVHSFANDPERGVFILFILAFFTGGALTLYAARASEMQAKGLFSMVSRESALVMNNVLLA
SVHAFALDNVRAVPLFSLFALISLASLALYGWRARDGGPAVHFSGLSREMLILATLLLFC
SVHAFASDPARGMFILAFMVIVIGGSLLLFAARGHKVRSRVNNALWSRESLLLANNVLLV
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TATATVLTGTLYPLVLEALTGDKISVGAPFFNMTFGLLMLPLIAVVPFGPLLAWKRGDLA
VACAVVLFGTLYPLAMEMLADFKMSVGAPFYNLTFAPLFALLLLAVPFGPMLAWKRGDLL
VAALVVFTGTVWPLIAELFWDRKLSVGAPFFEKAFTPFMVGLALLLPLGSMMPWKRASLG
AVLLIVLVGTLYPMIYGLLGWGRLSVGAPYFNRATLPFGLIMLVVIVLATFVSGKR- - -~
AAMLVVLLGTLLPLVHKQLGLGSISIGEPEFFNTMFTWLMVPFALLLGVGPL.VRWGRDRPR

GAAQRLFAAAATGLLA-AATICYYAVNGGPVLAPFGLGLGVYLILGALTDLVLRSGLGKVA
GVTORLLAAGVAGLVV-VATIVWAWTRGGSALAPLAIGLGVFVIAGAVTDLVERTGLVRLP
KLVRPLLPALVLTLAV-LALVWVMATGRPMLALGAAGLGAWILFGALAEIWQRAG- -RTP

AGVAWRRLSGLPRSAFGTALAHIGLGITLIGIVTVTAFETETVVEMKPGAVVDVGRYSLR
LATALQRARGLPRSAWGAALAHAGLGVALIGIVCETTWNSEYIATMKRSDVAHVAGYDVK
G==sim= RILRLPRADWGKAFAHGGLGIVFAGVGLLMAGQVEDIRVAKAGDSFEVAGYTIT
------------- VOLPALVAHAGVLLFAAGVVVSSVSRQEISLNLQPGQQVTLAGYTFR
—————— RGTKTTFSYWGMVAAHTL.GLAVTIVGIAFSQNYSVERDVRMKSGDSVDIHEYRFT

FDGMREGRGPNYTEDAGHFTVSRGGVEVTEIWSSKRLYSARRMPTTEAGIRTFGLSQLYV
LDGLFQRQGPNYREMIAEFNVSRDGETLSVMTPSKRSFTTRGSSTTEAALLTRGASQLYT
LVSVEDVPGPNFTAKTATMEVRQGGKLVATLHPEKRIYPVQAMPTTEADIDNGFWRDVYL
FECLDLQAKANYTSEKAIVALFDHQQRIGELTPERAFYEARRQQMMEPSIRWNGIHDWYA
FRDVKEVTGPNWRGGVATIGVTRDGKPETVLYAEKRYYNTAGSMMTEAAIDGGITRDLYA

SLGDDMADGGIVVRIWWKPLILCIWGGALVMMAGGVVSLSDRRLRVGAPARARKALALDR
SLGDANAEGAIAVRIYHKPLVLLIWWGPVIMAFGGVLSLSDRRLRVGAPKPARAKQRLQP
VIGDPQEGGGWAVRTYVKPFANWIWAGCLIMAFGGGLSLTDRRYRSAAGARRATVADAVA
VMGEKTGPDRYAFRLYVQSGVRWIWGGGLIMIAGALLSGWRGKKRDE
ALGEELENGAWAVRLYYKPFVRWIWAGGLMMALGGLLCLFDPRYRKRVSPQKTAPEAV

DDFRSDRPKIINVIDSKG
AE
AE

MIRLLIALFLL-LASVAPAFAVNPDEVLADPALEARARAISAQLRCMVCONQSIDDSNAE
MRRMMAAFVALALLASPAVHAVQPDEIMSDPAKETRARDLSRELRCMVCQONQSIDDSDAP
MLKRLLLLLVLA----TPVHAVQPDEVLSDPGLEARARQISQVLRCPVCQGENIDESNAG
M-RFLLGVIML-MISGSALATIDVLQ-FKDEAQEQQFRQLTEELRCPKCQNNSIADSNSM
MNKGLLTLLLL-FTCFAHAQVVDTWQ-FANPQQQQQALNIASQLRCPQCONONLLESNAP

* ok kk kK

LAKDLRLLVRERLKNGDSDEAVISYVVSRYGEFVLLNPRLEAKTLVL-WGMPAILLVA-G
LARDLRLLVRERIAGGDSNSQVLDFLVARYGEFVLLKPRFERQTLLL-WLLGPLLLTG-G
VSRDLRLAVRERLVAGDSDAQVIDYIKDRFGEYVLFEPERRGANLILYWIGPAVLVVALG
IATDLRQKVYELMQEGKSKKEIVDYMVARYGNFVTYDPPLTPLTVLL-WVLPVVAIGI-G
VAVSMRHQVYSMVAEGKNEVEIIGWMTERYGDFVRYNPPLTGQTLVL-WALPVVLLLL-M

ITLVVAA-RRRGARVPGAPLSAEEKERLDRLLRP
GLALWLOIRRRSRSGADLPAPPLTPDEEARLAALMSDEAKSS
GIFLWLRGRRREEEPVPVLSAEEEARLKDLLKD
GWVIYARSRRRVRVVPE-AFPEQSVPE-209 aa
ALILWRVRAKR
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Bar mind a négy protein szignifikdns hasonlésdgot mutatott féleg bakterilis eredeti
fehérjékhez (11. A, B, C, D és E abra), kozottiik azonban nem volt olyan, melynek a
biokémiai funkcidja ismert lett volna. A homoldg bradyrhizobialis fehérjék mellett a kozeli
filogenetikai rokonsagban allo6 Rhodobacter capsulatus Ccll és Ccl2 fehérjéi, melyek
szintén a c-tipusu citokromok bioszintéziséhez sziikségesek (Beckman és mtsai, 1992),
mutattdk a legnagyobb hasonloségot a CycK és a CycL proteinekhez (53.5% illetve 53.7%
aminosav-azonossag). A ccl operonban csak ez a két cisztron talalhatd, nem el6zi meg Sket
cycH- és J-szeri szekvencia. A cycJ génhez hasonlé DNS-szakaszt Rhodobacter
capsulatusban még nem azonositottak, viszont nemrég izolaltdk a kromoszoma egy
tavolabbi pontjan elhelyezked6 cycH gént (Lang és mtsai, 1996). A Paracoccus
denitrificans cycH génjének szekvencidjat velliink egyidében kozolte Page és Ferguson
(1995). A két rokon fehérje aminosav sorrendje 32.5%-ban (R. capsulatus ), illetve 31 %-
ban (P. denitrificans ) azonos volt a R. meliloti CycH proteinjének szekvenciajaval.

Az adatbankokban két olyan E. coli géncsoportot azonositottunk, melyek a CycH, J, K,
és L proteinekhez hasonld fehérjék termeléséért felelések. Az nrf operon altal kodolt
proteinek a formiét-fliggé nitrit-redukcios ut, és ezen beliill a négy hem prosztetikus
csoportot tartalmazé citokrom css, nitrit-reduktaz (az nrf4 gén terméke) aktivitdsdhoz
sziikségesek (Darwin és mtsai, 1993; Hussain és mtsai, 1994). A CycH, CycK, és CycL
proteinek aminosav-sorrendje, valamint az nrf operonban kédolt fehérjék szekvencidja
21.4% (CycH-NrfG), 43.8% (CycK-NrfG), és 36.9% (CycL-NrfE) azonossagot mutatott,
mig Cycl-szer( polipeptidet az nrf géncsoport nem hataroz meg. A masik géncsoportot egy
olyan DNS-szakaszon azonositottak, melyet az E. coli genomprogram soran szekvenaltak
meg (GenBank Release 84.0, accession number U00008, bekiild6 K.Robison). Ha ezt a
DNS-régiot eltavolitjdk az E. coli genombol, akkor az anaerob, nem fermentativ
koriilmények kozott ndvesztett, terminalis elektronakceptorként nitratot vagy nitritet
hasznalo sejtekbdl nem lehetett kimutatni az ilyen koriilmények kozott indukalédo c-tipust

citokromokat (Thony-Meyer és mtsai, 1995). A ccem-nek (citochrome ¢ maturation)
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elnevezett operonban kodolt fehérjék nemesak a CycH, CyclJ, CycK, és CycL proteinekhez,
hanem nitrat- és nitrit-reduktazok kiilonb6zs alegységeihez (mint példaul egy négy hemet
tartalmazoé citokrém c), valamint a Bradyrhizobium japonicumban a c-tipusu citokromok
bioszintézisében szerepet jatszo cycVWXZ, és tilpB gének (Ramseier és mtsai, 1991)
fehérjetermékeihez is hasonldsagot mutatnak. A CycJ és CycK proteinek valamint a ccm
operonban kédolt CcmE és CcmF fehérjék aminosav-sorrendje 41, illetve 44.5%-ban
azonos. A E. coli cemH génje éltal kodolt protein amino-terminélis része 33.3%-o0s
hasonlésagot mutatott a CycL fehérjéhez, mig karboxi-terminalis részének aminosav-
sorrendje 23.3%-ban azonos volt a cycH gén altal kodolt polipeptid egy 190 aminosav
hosszisagu darabjaval. Az E. coli fehérje megfelelé szakaszanak, valamint a rhizobialis
proteineknek a hidrofobicitasi gorbéje hasonld lefutast volt, igy a fehérjék topoldgiai
predikcidja is hasonlénak bizonyult. Erdekes volna megtudni, hogy a R. melilotiban két
protein altal ellatott funkcio(ka)t az E. coli sejtekben ez az egy fehérje latja-e el. A
baktériumok ko6zott a 1égzési lanc tekintetében az E. coli atipikusnak tekinthetd, ugyanis
(micro)aerob 1égzési lancai nem tartalmaznak ¢ -tipusu citokromokat, azaz a molekularis
oxigén redukalasaban citokrom ¢ oxiddzok nem, csak ubikinol oxidazok vesznek részt.
Anaerob koriilmények kozott a nitrat-respiracid és a denitrifikacié folyamataban viszont az
elektronok citokrom c fehérjéken keresztiil is &ramlanak. Mivel a ¢ -tipusu citokromok nem
alland6 alkotoirészei az E. coli sejteknek, ezért nem meglepd, hogy a csak adott
koriilmények kozott atirodé operonok mind a citokrém ¢ apoproteineket, mind a
valészintileg az azok éréséhez sziikséges fehérjéket kodoljak.

Szamos eukariota organizmusrdl kimutattdk, hogy extrakromoszomalis genomja(i) a
CycK fehérjéhez hasonl6 proteineket kddol(nak) (Ohyama és mtsai, 1986; Oda és mitsai,
1992; Schuster és mtsai, 1993), azonban nincs koztik az élesztd, melyben a
legintenzivebben tanulményoztdk a c-tipusu citokromok érését (Gonzales és Neupert,
1990). A mitokondrialis proteinek aminosav-sorrendje egy 145 aminosavnyi szakaszon

49%-ban, mig a kloroplasztiszokban kodoltaké 130 aminosav hosszsagi darabon 25%-
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ban volt azonos a CycK fehérje szekvencidjaval. Ez a hasonl6ésag a protein egy aromas
oldallanci aminosavakban gazdag, a 11.D 4abran csillagokkal jelolt szakasza
(WGGWWEFWD) koériil alakult ki. A kiilonbozd bakteridlis fehérjéknek is ez a
legkonzervalddottabb része, a domént alkotd 17 aminosav az Gsszes fehérjében ugyanaz,

csak a Rhodobacter capsulatus Ccll fehérjéje tartalmaz egy konzervativ Trp—Phe cserét.

Rm CycK 235 [WGGWWEFWD
Bj CycK 235 |WGGWWFWD
Rc Ccll 235 |WGEFWFWD
Ec CcmF 218 |WGGWWFWD

Bj CycZ 120 |WGTW D
Rc HelC 117 |WGTW D

B

Rm CycL 41 R CcCQ
Bj CycL 41 Rgg“;CQ
Rc Ccl2 41 |RCPVICQ
Sc CCHL 25 [GlcPY|
Sc CC,HL 9 ;]‘C:!PV E
Nc CCHL 66 |RCPVDH
Sc HAP1 * |RCPVDH

12. abra. Feltételezett hem-k6t6 motivumok. A szekvencidk bal oldalan levd szamok jelzik

crev

activated protein) fehérjében. Rm, Bj, Rc, Ec: Id 11. abra. Sc: Saccharomyces cerevisiae,

Nc: Neurospora crassa, CC(;)L: citokrom c (c; ) hem liaz.

Topolodgiai predikciok és vizsgalatok szerint a fehérjéknek ez a doménje két
membranativeld szakasz kozott a periplazmatikus oldalon talalhatd. A B. japonicum és a R.
capsulatus egy masik, szintén a ¢ -tipusi citokromok bioszintézisében szerepet jatszo
géncsoportja (cycVWXZ-tlpB illetve helABCDX ) tobbek kozott egy ABC-transzporter

(ATP-binding casette containing) alegységeit kédolja (Ramseier és mtsai, 1991; Beckman
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és mtsai, 1992). Ennek egyik alegysége, a CycZ illetve a helC gén fehérjeterméke szintén
tartalmaz egy ehhez nagyon hasonlé motivumot (WGTWWEWD). A feltételezések szerint
ez a szekvencia mindkét fehérjecsaladban hem-kotésre szolgal (Beckman és mtsai, 1992),
azonban ennek kisérletes bizonyitdsa még nem tortént meg.

A CycL-jellegli fehérjék leginkabb konzervalodott szakasza, a 11.E abran csillagokkal
jelolt LRCXXCQ szekvencia szintén egy feltételezett hemkotd hely (Thony-Meyer és
mtsai, 1994). A motivum (12.B abra) nemcsak ahhoz a helyhez hasonl6, ahova a ¢ -tipust
citokromokban a hem kovalensen k6tédik (CXXCH), hanem pl a mitokondrialis citokrém
¢ hem lidzokban talalhat6é szekvenciamintdzathoz is (Dumont és mtsai, 1987; Nicholson és
mtsai, 1989). Szamos fehérjének, koztik példaul az éleszt6 hem-aktivalta szabalyozo
proteinjének (HAP1, Creusot és mtsai, 1988; Pfeifer és mtsai, 1989), és az emlGs
mitokondriumok delta-amino-levulinsav szintdzédnak (Lathrop és Timko, 1993) aktivitasat
hem befolyésolja. Ezek a proteinek szintén tartalmaznak egy vagy tobb, a fenti mintdzathoz
hasonld, ugynevezett hem-regulaciéos motivumot, melyr6l Zhang és Guarente (1995)
kimutatta, hogy valéban megkoti a szabad hem-csoportot, s ez a kotédés felelGs a fehérje
aktivitdsanak megvaltozasaért. Mi tobb, egy hasonlé szekvenciamintizat fordul el a
kiilonb6z6 tioredoxinokban és protein diszulfid izomerdzokban (Loferer és Hennecke,
1994), ezért nem zérhatjuk ki azt a lehetGséget sem, hogy a konzervalddott ciszteinek
redox-aktiv kozpontokként funkciondlnak, és a CycL fehérje mas proteinekben levd

ciszteinil oldallancok oxidaciés-redukcids reakcidit katalizalja.
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5. MEGVITATAS

A dolgozat a Rhizobium meliloti 41 egy olyan fix régidjanak analizisét irja le, amelyben
a bekovetkez6 mutiaciok nemcsak szimbiotikus koriilmények kozott (Fix  fenotipus),
hanem szabadon élve is (Rnr’) a vad tipust baktériumétol eltér$ fenotipust eredményeznek.
Megallapitottuk, hogy mi a pleiotrép fenotipus oka, valamint meghataroztuk a régioban
talalhaté géncsoport bazissorrendjét.

Az elbzetes eredmények ismeretében megvizsgaltuk, hogy a régidban bekovetkezd
mutaciok befolyasoljak-e mas oxido-redukcids reakciok, illetve a hozzdjuk vezetd
elektron-transzport lancok miikodését. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a mutansok
citokrém c oxidaz aktivitasukat is elvesztették (Cox ™ fenotipus). A vad tipusi és a mutans
baktériumok citokrom-tartalmanak Osszehasonlitasaval kideritettilkk, hogy az aerob
koriilmények kozott novesztett mutansokbdl hianyzik mind az 6t detektalhatd c-tipust
citokrém. Ez arra utalt, hogy a régidban talalhaté gének nem az apocitokréom c fehérjéket
kédoljak, hanem valami olyan funkcidét hatdroznak meg, ami minden c-tipust citokrom

érés¢hez sziikséges.

5.1. A mutansok pleiotrop fenotipusa

A fenti eredmények és a kiilonbozd elelktron-transzport lancokrél rendelkezésre allo
ismeretek birtokdban a mutansok pleiotrop fenotipusa, azaz a "respiracios" nitrat-redukcid
és a citokrom c¢ oxidaz aktivitds hidnya ex planta , valamint az, hogy szimbidzisban
képtelenek a légkdri nitrogén redukcidjara, az elektron-transzportban szerepet jatszo c-
tipust citokromok tavollétével megmagyarazhato:

(i) Citokrom c oxidaz: A citokrém aas-tipust terminalis oxidazokra jellemzd, 603 nm-

nél talalhaté csucs erételjes lecsokkenése illetve eltlinése a citokrém c-hidnyos
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baktériumok differrenciaspektrumab6l azt sugallja, hogy ez a mitokondriumokéhoz
hasonlé elektrontranszport-lanc koordinéltan szerelddik ossze elemeib6l, azaz a kiilonbozd
komponensek csak a tobbi jelenlétében képesek beépiilni a citoplazma membranba, ott
normalis szerkezetiiket kialakitani, és stabilan fennmaradni. Hasonlé eredményre és

kovetkeztetésre jutottak a B. japonicum citokrém aaz-mal végz6dd 1égzési lancanak

vizsgalata soran is. A respiracids rendszer ezen aganak barmelyik elemét kodolé génben
(citokrém bc, -fbcH , citokrom ¢ -cycM , citokrom aa; -coxA ) hoztak létre mutaciot,
nemcsak az adott fehérje hidnyzott, hanem a vele kapcsolatban 4116 tobbi protein sem (vagy
csak nagyon kis mennyiségben) volt jelen a mutans sejtekben (Thony-Meyer és mtsai,

1989; Bott és mtsai, 1990; 1991). Ezt azzal magyaraztak, hogy a feltételezett citokrom bc;
-CycM-citokrém aa; szuperkomplex elemei egymas utan, egymashoz kapcsolodva épiilnek

be a membranba, €s csak a tobbi jelenlétében maradnak fenn stabilan.

A citokrom c-hidnyos Rhizobium meliloti sejtek aerob koriilmények kozott normalisan
novekedtek, ami azt jelenti, hogy miikodik benniik legalabb egy olyan elektrontranszport-
lanc, melynek termindlis oxidaza az elektronokat nem a c-tipust citokromokon keresztiil,
hanem kozvetleniil a plazmamembran kinol-raktarabdl kapja. Ennek (ezeknek) a ubikinol-
oxidaz(ok)nak a természetérél még semmit sem tudunk.

(ii) Nitrat-reduktaz: A c-tipusu citokromok szerepét a Bradyrhizobium japonicum sejtek
nitrat-1égzésében mar kimutattdk (Ramseier és mtsai, 1991; Ritz és mtsai, 1993; 1995),
azonban a nitrat-reduktaz enzimhez vezetd elektrontranszport-lanc elemei koziil eddig csak
a citokrém bc; -et és cjsp -et sikeriilt azonositani (Thony-Meyer €s mtsai, 1989; Bott és
mtsai, 1995). A c-tipust citokromokkal nem rendelkezd Rhizobium meliloti mutansokban
mind az ugynevezett "respiracids", mind az asszimilacids nitrat-reduktaz aktivitdsa erGsen
lecsokkent, illetve ki sem volt mutathaté (Kondorosi és mtsai, 1973; Sik és Barabas, 1977;
Kiss és mtsai, 1979), ami azt bizonyitja, hogy az elektronok ebben a fajban is c-tipusu

citokrom(ok) kozvetitésével keriilnek a nitrat-reduktaz enzimre.
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(iii) Szimbiotikus nitrogénkotés: A Rhizobium melilotihoz hasonl6an, a Bradyrhizobium
Jjaponicum és a Rhizobium leguminosarum fajok citokrom c bioszintézisben hibas mutansai
sem képesek a 1égkori nitrogén redukcidjara (Ramseier és mtsai, 1991; Ritz és mtsai, 1993;
1995; Soberon és mtsai, 1993; Vargas és mtsai, 1994). Nemrégiben Preisig és mtsai (1993;
1996) kimutattak, hogy a szimbiotikus nitrogénkotés szamara nélkiilozhetetlen, mikroaerob
koriilmények kozott expresszalodd fixNOQP géncsoport egy 1Uj, nagy oxigén-affinitasu,
citokrom c¢ fehérjéket tartalmazo, citokrom cbb;-tipust termindlis oxidazt kodol, mely
specifikusan a légkori nitrogén redukcidjat végzd bakteroidok respiracidjaban jatszik
szerepet. Egy hasonlé géncsoportot Rhizobium melilotibol is izolaltak (Batut és mitsai,
1989), azonban a régid teljes szekvencidjat még nem publikaltak. A fixP cisztron altal
meghatarozott, két protohem IX prosztetikus csoportot tartalmazd citokrém c fehérje
aminosavsorrendje 49%-ban azonosnak bizonyult a két fajban. Eredményeink azt jelzik,
hogy Rhizobium melilotiban szimbiotikus koriilmények kozott olyan elektrontranszport-
lanc miikodik, mely (a fixNOQP operon altal is kédolt) ¢ -tipust citokrémokat tartalmaz.
Még nem tudjuk, hogy az aerob koriilmények kozott novesztett Rhizobium meliloti
sejtekbd] kimutatott ¢ -tipust citokromok koziil sziikséges-e valamelyik (pl. a még nem
‘azonositott citokrom ¢;), s ha igen, akkor melyik, a bakteroidok respiracidjahoz.
Mindazonaltal bizonyosnak vehetd, hogy a mikroaerob koriilmények kozott képz6dd c-
tipusu citokromok (FixP, FixO) biogenezisében is szerepet jatszanak a fix-/4 régidban
talalhaté gének altal kodolt fehérjék. Ezek alapjan feltételezziik, hogy szimbidzisban a
Rhizobium meliloti citokrom c-deficiens mutansaiban nincs aktiv, nagy oxigénaffinitassal
rendelkez6 terminalis oxidaz, igy a bakteroidok oxidativ foszforilaci6é révén nem képesek

elegendd energiat termelni a rendkiviil energiaigényes nitrogénredukcid szamara, €s ezért

Fix~ fenotipusuak.
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5.2. A c-tipusu citokrémok

A c-tipust citokréomok gyakorlatilag minden, az energia atalakitdsaban szerepet jatszo
membranban jelen vannak és kozponti szerepet jatszanak a respiracio, a denitrifikacio €s a
fotoszintézis elektrontranszfer folyamataiban. Ezek az elektrontranszport-proteinek vagy a
baktériumok periplazmatikus terében helyezkednek el, vagy ha membranhoz kotottek,
akkor prosztetikus csoportot tartalmazé doménjiik a periplazmatikus térbe nyulik, azaz az

elektrontranszfer a citoplazma-membran kiilsé feliiletén jatszodik le (Pettigrew and Moore,

1987).
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13. dbra. A c-tipusu citokromok prosztetikus csoportjanak strukturaja.

A c-tipusu citokromokat az Gsszes tobbi citokromtdl, illetve mas hemoproteinektdl az
kiilonbozteti meg, hogy prosztetikus csoportjuk (protohem IX) kovalensen kotédik az
apoproteinhez. Eddig kozel 200 c-tipusu citokrém szekvenciajat hataroztdk meg, és

csaknem mindben taldltak egy vagy tobb konzervalddott Cys-X-X-Cys-His hem-kotd
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motivumot, melyben az X barmilyen aminosavat jelenthet. A protohem két vinil-oldallanca
tioéter kotéssel kapcsolodik a két ciszteinil csoporthoz, a hisztidinil oldallanc pedig a
hemben talalhat6 vas 6todik, mig egy metionin a hatodik ligandjaként szolgal (13. abra). E
specialis tulajdonsidgokbdl kovetkezGen az érett c-tipust citokromok biogenezisének a
kovetkez8 1épéseket kell magaba foglalnia: (i) Az apoprotein és a prosztetikus csoport
szintézise a citoplazmaban. (ii) E prekurzorok atszallitasa a membranon. (iii) A szolubilis
citokromokrol a szignalpeptid lehasitasa. (iv) Az apoprotein és a prosztetikus csoport
kovalens 0Osszekapcsolasa, melyet feltehetSleg (egy) citokrom ¢ hem liaz enzim(ek)
katalizal(nak). (v) A holoenzim megfelelé konformécidés forméba hajtogatdodasa (folding).

Az els6 olyan géneket, melyek prokaridtdkban a c-tipusi holocitokrémok
kialakulasahoz sziikségesek, csak az utobbi években izolaltdk (Ramseier és mtsai, 1991;
Beckman és mtsai, 1992; Ritz és mtsai, 1993; 1995; Vargas és mtsai, 1994; Page és
Ferguson, 1995; Delgado ¢és mtsai, 1995; Lang és mtsai, 1996). Mivel a holocitokrom ¢
fehérjék bioszintézisének kiilonb6z6 1épéseit prokaridta rendszerekben biokémiai
modszerekkel még nem sikeriilt demonstralni, ezért a kiilonb6z6 géntermékek e

folyamatokban betoltott szerepének tisztazadsa még varat magara.

5.3. A fix-14 régioban kodolt proteinek lehetséges funkcidja, a c-tipusu citokromok

érésének modellje

Mivel prokariéta rendszerekben a citokrom c bioszintézis kiilonboz6 1épéseit, valamint
az ezekben szerepet jatsz6 enzimeket biokémiai moédszerekkel még nem sikeriilt
azonositani, igy a CycH, CyclJ, CycK, és CycL proteinek citokrom c biogenezisben
betoltott szerepére vonatkozdan csak talalgatdsokba bocsdjtkozhatunk. A c-tipusu
citokromok érésérdl rendelkezésre allo eddigi biokémiai, és joval szamosabb genetikai adat
alapjan kialakult képbe (Thony-Meyer és mtsai, 1994) megprobaljuk beilleszteni a sajat

eredményeinket.



63

A fix-14 régi6 mutansainak vizsgilata kideritette, hogy a mutdnsokbol egységesen
hidnyzik az 6sszes detektalhatd c-tipusu citokrom. Ez azt jelenti, hogy a régi6 génjei nem
az apocitokromokat kodoljak, hanem olyan fehérjéket, melyek a c-tipust citokromok érési
folyamataban vesznek részt. A DNS-régi6 felépitése (atfedd transzlacids termindcids és
iniciacids kodonok, s az anal6gia més operonokkal) arra utal, hogy a régioban kodolt
proteinek nemcsak egyiitt termelddnek, hanem funkciéjuk is kapcsolt lehet. A fehérjék
szamitogépes analizise illetve topoldgiai vizsgalata azt mutatta, hogy vagy a
periplazmatikus térbe transzportalédnak, vagy ha membranproteinek (példaul CycK),
akkor a leginkébb konzervalddott szakaszuk a periplazmatikus részen helyezkedik el, azaz
valamilyen a membranban, illetve annak kiils$ feliiletén lejatszodé folyamatban jatszanak
szerepet. Miel6tt feltételezéseinket elmondanank, hogy ez a c¢ -tipusi citokromok
biogenezisének melyik 1épése lehet, tekintsiik at azokat az ismereteket, melyek az érési
folyamatrol a rendelkezésiinkre allnak (14. abra)!

(1) A jelenlegi elképzelések szerint, a citoplazméban vagy a citoplazma-membrén belsd
feliiletén szintetizalddott pre-apocitokrom c¢ és hem

(2) transzlokalédik a membranon keresztiil. Page és Ferguson (1989; 1990) eredményei
szerint ez a transzlokacié megel6zi kovalens Gsszekapcsolddasukat, ugyanis érett c-tipust
citokromokat nem tartalmaz6é muténs Paracoccus denitrificans sejtek periplazmajabol ki
lehetett mutatni a citokrém css59 €és cd; apo formait. A pre-apoprotein, mely szekrécios
szignalpeptidet tartalmaz, az éltalanos szekrécids rendszeren transzportalodik (Daldal és
mtsai, 1986; Wieseler és mtsai, 1992). A hem valdszinlileg egy ABC-transzporteren
keresztiil keriil ki, melyet B. japonicumban és R. capsulatusban a cycVWXZ illetve a
helABCD gének kdodolhatnak (Ramseier és mtsai, 1991; Beckman és mtsai, 1992). Ennek a
transzporternek az egyik alegysége lehet a korabban emlitett feltételezett hem-kotd fehérje
(CycZ/HelC).

(3) A tipB/helX gén terméke (Ramseier és mtsai, 1991; Beckman és Kranz, 1993), mely

egy periplazmatikus tioredoxin-szerd fehérje, valdsziniileg fenntartja a pre-apocitokrém c
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fehérje hemkotd csoportjaiban (CXXCH) a ciszteinil lancok redukalt allapotat. A hem is
redukalodik vagy redukalt 4llapotban marad, s a citokrém ¢ hem lidz enzimre Kertil.

(4) A citokrém c hem lidz 6sszekapcsolja a hemet és az apocitokrom c fehérjét.

(5) A szignélpeptidaz lehasitja a szolubilis citokromokrol a szignalpeptidet, melyek igy
kiszabadulnak a memranbo6l. Ez a 1épés vagy a hem kovalens kapcsolodasa utan, vagy attol
fiiggetlentil jatszodik le. Ezen elképzelés mellett két érv szol: egyrészt B. japonicumban a

hem ko6t6dott olyan mutans citokrém bc; prekurzorhoz, melyben a szignalpeptid nem

hasitodott le, s ennélfogva a komplex nem is alakult ki (Thony-Meyer és mtsai, 1991),
masrészt 1éteznek olyan c-tipusu holocitokromok (példaul a CycM B. japonicumban ),
melyek amino-terminalis részén a szekrécios szignalpeptidekhez hasonldé szekvencia van,
de az nem hasitédik le, hanem a hidrofob rész a fehérje membranhoz horgonyzasaban vesz
részt (Bott és mtsai, 1991).

(6) A holocitokrom ¢ a megfeleld konformacidba hajtogatddik, asszocialodik mas
elektrontranszport proteinekkel, melyek az adott funkcio6 ellatasara komplexbe tomoriilnek,
s igy a funkcio ellatasara stabilizadlodik. A proteinek stabilitdsdhoz, valamint a
funkcioképes komplexek kialakulasahoz az ép hem-kot6 hely, valamint a normalis

térszerkezetli protein sziikséges (Thony-Meyer és mtsai, 1991).

14. abra. (kovetkez6 lap) A bakteridlis (szolubilis) c-tipust citokrémok érési folyamatanak
modellje Thony-Meyer és mtsai alapjan. A bal oldalon taldlhaté6 szamok megfelelnek a
szOvegben az egyes lépéseket jelz6 szamoknak. A 4. 1épés a citokrom ¢, kivételével az
Osszes membranba agyazodo c-tipusi citokréom érésébdl hidnyzik. c: a membran
citoplazmatikus, p: periplazmatikus oldala. s:szignal-peptid, CXXCH: c-tipusu
citokromokban a hem kot6dési helye. A sec géncsoport az éltalanos szekrécids rendszer

elemeit, a lepB gén a szignal-peptidazt kodolja.
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A fenti lépések melyikében vehetnek részt a fix-14 régioban kodolt proteinek? E
fehérjék koziil kett6, a CycK és CycL olyan szekvenciamotivumot tartalmaz, melynek
hem-kot6 szerepe lehet. A c-tipusu citokrémok biogenezisében a periplazmatikus illetve a
periplazmaba iranyulé hem-ko6td proteinek funkcidja tobbféle lehet: a hem és az apoprotein
kovalens Osszekapcsolasa, azaz a citokrom ¢ hem lidz aktivitds; a hemben levd vas
redukalasa Fe2+-vé; annak megakadalyozasa, hogy az ABC-transzporteren keresztiil
transzportalodott hem a citoplazma-membran hidrofob kornyezetében vagy a
periplazmatikus tér folyadékaban szabadda valjon; a megkotott hem odajuttatdsa a
citokrom ¢ hem liaz enzimhez. Bar nem mutatnak szignifikans homoldgiat a mitokondrialis
citokrom ¢ hem lidzokhoz, attraktiv lehetéségnek tiinik, hogy a cycHJKL gének a
baktériumok tobb alegységbdl felépiilé citokrom ¢ hem lidzat hatdrozzak meg. E
komplexben a CycK fehérje, melyhez hasonldé proteineket az eukariotdk organellaris
genomjai is kdédolnak, jatszhat szerepet a transzportalddott hem megk&tésében, esetleges
redukcidjaban, és a lidz enzimhez vald juttatasaban, mig a CycL a hem valamint az
apoprotein 0Osszekapcsolodéasat katalizalhatja. A masik két protein (CycH, Cycl) e
feladatok barmelyikében, vagy a komplex megfeleld struktirajanak kialakitdsaban vehet

részt.

5.4. A TEMA JOVOJE

A prokariotdk c-tipust citokromjainak érését leir6 modellek (Thony-Meyer és mtsai,
1994), koztiik az altalunk ismertetett is, figyelembe veszik a rendelkezésre 4ll6 kiilonb6z6
mutansok fenotipusat, a hozzaférheté szekvencia-informacidakat, valamint a vart illetve
prediktalt biokémiai funkcidkat, azonban még a folyamat egyetlen 1épésére sem (kivéve az
apocitokrom ¢ transzportjat, a szignalpeptid lehasitasat) rendelkeznek kisérletes
bizonyitékkal. Eppen ezért, a jové nagy kihivasa, hogy rendelkezésre 4ll6 egyre nagyobb

szamu mutans segitségével, a folyamatban résztvevé komponensek tisztitasaval, valamint a
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kiilonboz6 egyedi 1épésekre kidolgozandd biokémiai vizsgalati modszerekkel felderitsiik a
folyamat teljes egészét, s igazoljuk elképzeléseink helyességét.

A tovabbi kutatisok egy masik irdnya a gyakorlati alkalmazhatdsag irdnyaba vezethet.
El6zetes komplementécios kisérletekben ugyanis azt tapasztaltuk, hogy bizonyos torzsek,
melyek egyes kromoszéman levé mutaciok és a kis kdpiaszamu komplementalé plazmidon
bejuttatott TnS inszercidk bizonyos konstellacidit hordozzak, hatékonyabb nitrogénkotésre
voltak képesek, mint a vad tipusu baktériumok (kb. 25%-kal magasabb szarazsuly). Ennek
oka valdsziniileg a c-tipusii citokromok magassab szintli expresszidja. A jelenség
megértéséhez, illetve a feltételezésiink helyességének ellendrzéséhez sziikséges, hogy:

-szekvenalt és jOl jellemzett mutacidk segitségével megallapitsuk, mely cyc gének ben
bekovetkez6 mutaciok vezetnek a fenti jelenséghez,

-0sszehasonlitsuk a vad tipust és a “szupereffektiv’ torzsekben a c-tipust citokromok
mennyiségét,

-megallapitsuk, hogy vajon a szimbiodzis specifikus gének (pl. nifH, fixNOPQ)
expresszidja megnovekedett-e a “szupereffektiv’ torzsekben.

A késobbiekben a mez8gazdasagi hasznositasra is alkalmas torzs (antibiotikum-rezisztens

helyett példaul nehézfém-ion rezisztens) el6allitasara is sor Keriilhet.
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6. OSSZEFOGLALAS

A dolgozat a lucerna szimbiotikus partnere, a Rhizobium meliloti egy géncsoportjanak
szerkezeti és funkcionalis analizisét targyalja. A géncsoport ex planta a "respiracids" nitrat-
redukciohoz, mig szimbidzisban a légkori nitrogén fixalasahoz sziikséges. Kisérleteink
soran a kovetkezd eredményekre jutottunk:

-Megallapitottuk, hogy a fix-/4 régié mutansai nemcsak a nitrat és a légkori

nitrogén redukciojara képtelenek, hanem benniik a 1égzési lanc egyes elemel, igy a

citokrom ¢ oxidazok sem funkciondlnak

-Spektroszkopiai és biokémiai modszerekkel kideritettiik, hogy a fix-/4 régidban

kodolt fehérjék a sejt Osszes c-tipusu citokromjanak bioszintézisében jatszanak

esszencialis szerepet. A muticiok pleiotrép hatdsanak oka, hogy ezek az
elektrontranszport-proteinek hidnyoznak a mutansokbol.

-M13 és pUCI19 vektorokba épitett atfed6 DNS-fragmentek szekvencia analizise

segitségével meghataroztuk a fix-14 régié nukleotid-sorrendjét.

-Szamitogépes analizissel négy, egyiranyban atir6dé nyitott leolvasasi keret

(ORF) valoszintsithetS, melyek feltehetGleg egy transzkripcids egységet alkotnak.

Az ORF-eket cycH, cycJ, cycK, és cycL géneknek neveztiik el.

-Szamitogépes mddszerek alkalmazésaval arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a

génekrdl atirhatd feltételezett fehérjetermékek vagy a citoplazma-membran

integrans részei, vagy annak periplazmatikus oldalara transzportalddnak.

-Kimutattuk, hogy a négy gén altal kodolt fehérjék olyan bakteridlis illetve

eukariota organellum eredetii fehérjékhez hasonlitanak, melyek szintén a c-tipust

citokromok érésében vesznek részt.

-A prokaridtak c-tipusu citokromjainak biogenezisérél rendelkezésiinkre allo

genetikai és kisebb szamu biokémiai adatok alapjan azt feltételezziik, hogy a

cycHJKL gének altal kodolt fehérjék egy olyan komplexet alkotnak, amely a

protohem IX és a citokrom c apoproteinek kovalens 6sszekapcsolasat katalizaljak.
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7. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALO

SUMMARY

Introduction

Soil bacteria belonging to the genera Rhizobium, Bradyrhizobium, and Azorhizobium
induce the formation of nodules on the roots of leguminous plants and reduce atmospheric
nitrogen in this symbiotic association. While the low oxygen concentration (3-30 nM)
within the infected nodule tissue (Layzell et al. 1990; Witty and Minchin, 1990) is
necessary for the optimal functioning of the oxygen sensitive nitrogenase, endosymbiotic
bacteria have to gain energy via respiration for the energetically expensive nitrogen
fixation. It has been a long-standing hypothesis that rhizobial bacteroids possess a
symbiosis-specific electron transport chain terminated by an oxidase with a high affinity

for O2 (Appleby, 1984). Recently, Preisig et al. (1993, 1996) presented evidence that the

symbiotically essential, microaerobically induced fixNOQP gene cluster of
Bradyrhizobium japonicum encodes c-type cytochromes and a membrane-bound

cytochrome ¢ oxidase of the novel cbb3 type which might function in the bacteroids.

The c-type cytochromes have covalently attached hem prosthetic groups that are linked
via thio-ether bonds usually to two cysteinyl residues of the apoprotein (Pettigrew and |
Moore, 1987). All bacterial c-type cytochromes are located in the periplasm or face the
periplasmic side when inserted in the cytoplasmic membrane. The biogenesis of the c-type
cytochromes consists of the following steps: i) synthesis and ii) membrane-transport of the
apoprotein and of the prosthetic group (protohem IX), iii) covalent attachment of the hem
to the apoprotein by cytochrome ¢ hem lyase, iv) and folding into the mature

holocytochrome ¢ (for a review see Thony-Meyer et al. 1994).
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In prokaryotes, genes required for the formation of mature ¢ -type cytochromes have
been described only recently (reviewed by Thény-Meyer et al. 1994). Since the various
biochemical functions specific for cytochrome ¢ biosynthesis have not been showed in any
prokaryotic system yet, the roles of the different gene products remain to be elucidated. B.

Jjaponicum mutants lacking c-type cytochromes have highly pleiotropic phenotypes: they

are symbiotically ineffective (Fix~), unable to grow anaerobically with nitrate as the

terminal electron acceptor, and have no cytochrome ¢ oxidase activity (Ramseier et al.

1991; Ritzetal. 1993, 1995).

In R. meliloti , the symbiotic partner of alfalfa (Medicago sativa) the components of the
different electron transport chains as well as the types of cytochromes involved in
symbiotic functions have not been investigated yet. In contrast to B. japonicum, R. meliloti
is not able to fix nitrogen ex planta and cannot use nitrate as terminal electron acceptor
under oxigen-limiting conditions, however, high nitrate reductase activity was
demonstrated at the end of the exponential growth, referred to as "respiratory" nitrate

reductase activity (Kondorosi et al. 1973; Sik and Barabas 1977; Kiss et al. 1979). Early

studies showed that R. meliloti mutants defective in "respiratory" nitrate reduction (Rnr)

induced and invaded nodules on the roots of alfalfa but they were unable to reduce

atmospheric nitrogen (Fix~) (Kondorosi et al. 1973). The pleiotropic effect of the mutations
was explained by a defect either in the mobilisation and insertion of the molybdenum into
the molybdenum cofactor(s) of nitrate reductase and nitrogenase or in (a) common
element(s) of the electron transport chains channeling electrons to the enzymes. Further
studies revealed that the mutants exhibited 30 to 100 times less methyl-viologen coupled
nitrate reductase activity than the wild type cells and this activity proved to be sufficient to
support growth in media containing nitrate as sole nitrogen source (Sik and Barabas 1977,
Kiss et al. 1979). Moreover, they were shown to posses an active molybdenum cofactor for
nitrate reductase, indicating that the biosynthesis of molybdenum-containing cofactors was

not impaired.



71
To isolate the wild type region affecting both "respiratory" nitrate reduction (Rnr) and

symbiotic nitrogen fixation (Fix), a R. meliloti genomic library was introduced into the
mutant N461, one of the Rnr- Fix~ point mutants isolated earlier (Kondorosi et al. 1973).

From 1500 transconjugants tested, three clones proved to be Rnrt Fix™. All the three
harboured the same cosmid clone which was designated pKSK1. The chromosomal
position of the mutation was determined by the method of Forrai et al (1983). When the
ade-1, cys-46 marker pair was complemented more than 90% of the prototrophs showed
Rnr- Fix~ phenotypes, indicating that the locus is linked to (probably located between)
these markers. In earlier studies (Forrai et al. 1983), it was demonstrated that the fix-/4
mutation (in strain ZB313) obtained after random TnS5 mutagenesis is situated on the same
segment of the chromosome. By complementation studies, it was demonstrated that the
two loci mutated in strains N461 and ZB313 are identical, henceforth we refer to this
region as the fix-/14 region.

To delimit the genes in the fix-/4 region, directed TnS mutagenesis was carried out on
the complementing cosmid clone. The mutations were introduced into the wild type
genome by homologous recombination then the homogenotes were tested for "respiratory"

nitrate reductase activity and for nitrogen fixation ability in alfalfa root nodules. The Tn5

insertions on a 4.5 kb segment of the chromosome resulted in both Rnr- and Fix~

phenotypes.

Results and discussion

Mutations in the fix-14 region affect cytochrome ¢ biogenesis

We tested whether other electron transport chains were affected by the mutations localized

in the fix-14 region. None of the Tn5-induced mutants exhibiting an Rnr~ phenotype ex
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planta and a Fix~ phenotype in symbiosis was able to oxidize N,N,N',N',-tetramethyl-para-

phenilenediamine (TMPD), indicating that these strains lack cytochrome c oxidase activity,
1.e. they are Cox".

A Cox~ phenotype can be the result of a defect in the cytochrome ¢ oxidase or/and in the
electron transport chain carrying the electrons to this terminal oxidase (Bott et al. 1990).
Therefore the mutants were assayed by in vivo difference spectroscopy (Appleby, 1969) for
any changes in their cytochrome content. Comparison of the spectra of the wild type and

mutant bacteria revealed that the characteristic peak at 523 nm and the shoulder at 552 nm

originated from the c-type cytochromes were misssing in the spectra of the Rnr~ Fix~
mutants, although the b-type cytochromes were retained (shoulder at 530 nm and peak at
560 nm). The cytochrome aa3 (peak at 603 nm) content of the mutant cells was also found
to be highly reduced.

To analyse the cellular distribution of the c-type cytochromes in more detail, membrane
and soluble fractions of aerobically grown wild type and mutant cells were prepared, the
proteins were separated in SDS-PAGE and stained for covalently-bound hem. In the
membrane fraction of the wild type cells, two c-type cytochromes with the apparent
molecular mass of 42 and 32 kDa, respectively, were detected. In the soluble fraction, the
presence of three c-type cytochromes with the apparent molecular mass of 48 , 35, and 13
kDa, respectively, were shown. All the membrane-bound and soluble c-type cytochromes
were absent from mutants 56, 52, 87, and 314 suggesting that mutatiohs affected genes
which are involved in cytochrome ¢ biogenesis rather than genes for cytochrome. c
apoproteins. Thus, the highly pleiotropic effect of the mutations, i.e. the lack of
"respiratory" nitrate reductase and cytochrome ¢ oxidase enzyme activities, as well as
symbiotic nitrogen fixation ability, can be interpreted as the consequence of the absence of
c-type cytochromes.

Cytochrome c-deficient mutants were able to grow aerobically indicating the presence

of (a) cytochrome ¢ independent terminal oxidase(s) (ubiquinol oxidase) that received
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electrons directly from the ubiquinol pool. The disappearance of the peak at 603 nm
characteristic for the cytochrome ¢ oxidase (cytochrome aa3 ) of mitochondrial type from
the spectra of the cytochrome ¢ deficient mutants suggests that the elements of this
electron transport chain are coordinately assembled. Similarly, B. japonicum cells carrying
a mutation in the cycM gene encoding a 20 kDa membrane-bound cytochrome ¢ did not
retain cytochrome aa3 which was explained by a failure in the assembly of the proposed
cytochrome bc J-CycM-cytochrome aa3 complex (Bott et al. 1990; 1991).

C-type cytochromes have already been shown to be required for nitrate respiration in B.
Jjaponicum, however, the electron transport chain leading to nitrate reductase remains to be
elucidated (Ramseier et al. 1991; Ritz et al. 1993). In cytochrome c-deficient mutants of R.
meliloti both "respiratory" and assimilatory nitrate reductase activities were highly reduced
indicating that the electrons required for the redution of nitrate were carried by c-type
cytochromes.

Cytochrome ¢ deficient mutants of B. japonicum and R. phaseoli were reported to be

Fix~ (Ramseier et al. 1991; Ritz et al. 1993; Soberon et al. 1993). Recently, Preisig et al.
(1993) showed that in B. japonicum the symbiotically essential, microaerobically induced
fixNOQP gene cluster encoded a cbb3-type cytochrome ¢ oxidase wich was specifically
required to support bacterial respiration during symbiosis. A similar gene cluster was
isolated from R.meliloti (Batut et al. 1989), however the sequence of the region has not
been published yet. The FixP protein of B.japonicum predicted to be a dihem c-type
cytochrome by sequence analysis shared 49% amino acid identity with its unpublished R.
meliloti counterpart (Preisig et al. 1993). Our results indicate that a cytochrome c
containing electron transport chain functions under symbiotic conditions also in R.meliloti .
It is not known whether any of the cytochromes detected in the aerobically grown cells are
necessary for bacteroid respiration or all the required electron transport proteins are
produced only under microaerobic conditions. Nevertheless, the biogenesis of the c-type

cytochromes formed in symbiosis also requires the activity of the proteins encoded by the
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genes described in this dissertation. We suppose that in the cytochrome c deficient R.

meliloti mutants there is no active terminal oxidase with high affinity for O2 and the
bacteroids are unable to gain energy via oxidative phosphorylation for the energetically

expensive nitrogen reduction, resulting in their Fix~ phenotype.

The fix-14 region contains four genes, cycH,J, K and L

In order to identify the genes and the gene products required for the formation of c-type
cytochromes in R. meliloti, the nucleotide sequence of the fix-/4 region delimited by Tn5
mutagenesis was determined. For this purpose appropriate overlapping restriction
fragments of the cosmid clones pPP381 and pKSKI as well as the Tn5-flanking regions
from a number of insertion mutants were subcloned. Using M13 universal and reverse
primers as well as a Tn5-specific oligonucleotide the entire region consisting of 4781
basepairs was sequenced on both strands.

Computer-aided analysis of the sequence data revealed four Open Reading Frames
(ORFs) with codon usage typical for R. meliloti which were transcribed into the same
direction. No promoter sequence preceded, and no typical transcription terminator followed
the four ORFs. The first ORF started at position 463 between the two TnS insertions
(Tn5(66) and Tn5(56) at positions 405 and 645, respectively) that resulted in different
phenotypes. ORF1 encoded a putative protein of 379 amino acids (Mw 40,072). The
putative protein product of the ORF2 consisted of 150 amino acids (Mw 15,789). The third
ORF was 2028 bp long and encoded a protein of 676 amino acids (Mw 72,643). The fourth
ORF had two possible ATG initiation codons at positions 4085 and 4139. Although the
second ATG followed the stop codon of the third ORF by 64 bp, a potential ribosome
binding site was found 7bp 5' to the initiation codon which would allow ribosomal
reinitiation to produce the shorter protein. Analysis of the gene product suggested that

ORF4 encoded the shorter protein (Mw 16,454). According to the nomenclature of genes
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involved in the formation of c-type cytochromes in rhizobia, these genes were designated
as cycH, J, K, and L. The ATG initiation codons of the second and the third ORFs
overlapped with the TGA termination codons of the upstream ORFs. The ATGA sequence
was shown to serve as translational termination and initiation codons for the R. meliloti
nodAB genes that are coupled both functionally and transcriptionally (T6rok et al. 1984,
Rohrig et al. 1994). Similarly, the existence of the overlapping transcriptional termination
and initiation codons in the fix-14 region suggests translational and probably functional

coupling of the genes.

The cycH, J, K, and L genes encode putative membrane-anchored proteins

The predicted amino acid sequences of the four ORFs were investigated by computer-
assisted methods for recognizable sequence motifs. The hydrophobicity plot (Eisenberg et
al. 1984; Rao and Argos, 1986) of CycH showed two hydrophobic domains between
amino acids at positions 3 and 22, as well as 95 and 115, respectively, that were sufficient
in size to span the inner membrane and to act as a membrane anchor for the protein.
Analysis of the predicted amino acid sequence of CycJ indicated a hydrophobic region
between amino acids at positions 9-29. The hydrophobic stretch was preceded by basic
amino acids (RKXKR) and followed by a potential secretory signal cleavage site between
positions 32 and 33, suggesting that the protein might be directed to the periplasmic space
(von Heijne 1986). The predicted product of cycK was a hydrophobic protein with at least
12 membrane spanning domains indicating that it might be an integral membrane protein
(Fig. 10). The basic amino-terminus of the CycL protein was followed by a hydrophobic
region and a possible signal peptide cleavage site at Ala-20 (von Heijne 1986), suggesting
its probable periplasmic location. Its hydrophobic C-terminus might anchor the protein to

the outer side of the cytoplasmic membrane.
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The proteins encoded in the cycHJKL cluster are similar to bacterial and organellar proteins

involved in cytochrome ¢ formation

Comparison of the predicted amino acid sequences of the cycH, J, K, and L genes with
protein (SWISS-PROT Release 29.0, PIR Release 41.0) and pretranslated nucleic acid
(GenBank »Release 84.0) databases revealed significant similarities mostly to bacterial
proteins. We could not find, however, any related proteins with known biochemical
functions. Beside the bradyrhizobial counterparts, the Ccll and Ccl2 proteins of the
phylogenetically related Rhodobacter capsulatus, reported to be involved in cytochrome ¢
biogenesis (Beckman et al. 1992), showed the highest degree of similarity to the CycK
(53.5%) and CycL (53.7%) proteins, respectively.

In E.coli two gene clusters were found which encoded proteins similar to the cycH, J, K
and L gene products. The nrf gene cluster coded for seven proteins necessary for the
activity of the tetrahem cytochrome c552 (nrf4 gene product) nitrite reductase of the
formate-dependent nitrite reduction pathway (Darwin et al. 1993; Hussain et al. 1994).
The CycH, CycK, and CycL proteins had 21.4%, 43.8%, and 36.9% identical residues with
the nrfG, nrfE, and nrfF gene products, respectively.

The other gene cluster located in the centisome 49 region of E. coli K-12 (GenBank
Release 84.0, accession number U00008, submitted by Robison, K.), the ccm operon
encoded proteins exhibiting similarity not only to the CycH, CycJ, CycK, and CycL
proteins but also to different subunits of nitrite and nitrate reductases (for example, a
tetrahem c-type cytochrome), as well as to the protein products of the cycVWX, tipB genes
of B. japonicum (Ramseier et al.1991) necessary for the formation of c-type cytochromes.
The CycJ and CycK proteins shared 41% and 44.5% amino acid identity with the putative
CcmE and CcmF proteins, respectively. Cyc] was predicted to have a secretory signal
peptide, however, the hydrophobic amino-terminus of the CcmE protein did not contain a

signal-like sequence. This difference can be explained by the possibility that signal
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peptidase does not cleave the amino-terminal part of the rhizobial protein and the protein
remains anchored to the cytoplasmic membrane via a hydrophobic stretch of amino acids.
The amino-terminus of the CcmH protein showed 33.3% similarity to CycL, while its
carboxy-terminal part had 23.3% identical residues with the CycH protein over 190 amino
acids. It would be interesting to see whether the function(s) encoded by two individual
genes in R. meliloti is (are) provided by one protein in E. coli.

The organellar genomes of several higher eukaryotes were shown to encode CycK-like
proteins (Ohyama et al. 1986; Oda et al. 1992; Schuster et al. 1993), although a similar
protein has not been identified in yeast, the best-known organism regarding cytochrome ¢
formation (Gonzales and Neupert, 1990). The mitochondrial and chloroplast proteins
showed the highest degree of similarity (49% identity over 145 amino acids, and 25%
identity over 130 amino acids, respectively) around a stretch (WGGF/WWFD) rich in
amino acids carrying aromatic side chains which was extremely conserved in the CycK-
related proteins. This conserved domain is thought to be a hem-binding site (Beckman et
al. 1992). This proposed hem-binding activity of the proteins might be necessary to
prevent the release of the translocated hem into solution or into the hydrophobic
environment of the membrane, and/or to present the hem so that the cytochrome ¢ hem
lyase and/or the apocytochrome might get into close contact with the hem. The most
conserved part of the CyclJ protein (LRCXXCQ) is also a proposed hem binding site
(Beckman et al. 1992) which is similar to the site implicated in the covalent attachment of
hem in the c-type cytochromes and to an amino acid stretch present in mitochondrial
cytochrome ¢ hem lyases (Dumont et al. 1987; Nicholson et al. 1989) as well as to the
putative hem-responsive elements in the hem activator regulatory protein of yeast (Creusot
et al. 1988; Pfeifer et al. 1989). In addition, a similar sequence motif was found in
thioredoxins and protein disulphide isomerases (reviewed by Loferer and Hennecke 1994).
We therefore cannot exclude the possibility that cysteines serve as redox active centres and

CycL catalyzes the redox reactions of the cysteinyl groups in other proteins.
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The possible role of the proteins encoded in the fix-/4 region

Since in prokaryotic systems the various enzymes participating in cytochrome ¢ biogenesis
have not been identified yet, despite of the striking similarities presented here, we can only
hypothetize the role of the cycHJKL-encoded proteins in the formation of all c-type
cytochromes. The fact that the proteins encoded by the cycHJKL genes may be transported
through or anchored to the cytoplasmic membrane suggests that these proteins may play a
role during cytochrome c¢ biogenesis in a step taking place either in the cytoplasmic
membrane or at its periplasmic side. The apoprotein is transported through the general
secretory system (Daldal et al. 1986; Wieseler et al. 1992) while the hem is thought to be
transported via an ABC-transporter enéoded by the cycVWX genes of B. japonicum and the
helABC genes of R. capsulatus (Ramseier et al. 1991; Beckman et al. 1992). Therefore we
propose that the four proteins encoded by the cycHJKL genes form a complex catalyzing

the covalent attachment of protohem IX to the cytochrome ¢ apoprotein.
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