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BEVEZETES

A pillangosviraguak (Fabaceae/Leguminosae) csaladjaba tartozo novények kiilonleges
sajatossaga, hogy endoszimbionta Rhizobium baktériumokkal (Rhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium fajok) képesek nitrogénkotd szimbidzist
kialakitani, melynek sordn egy 0j ndvényi szerv, a gyokérgiimé jon létre. A gilimében €16
bakteroidok valojaban atalakult Rhizobium baktériumok, melyek megvaltozott anyagcsere
aktivitdsa képessé teszi oket a 1égkori nitrogén hatékony megkotésére, ammoniava torténd
atalakitasara, mely a partnerndvény szamara felvehetd és hasznosithato tapanyagforras.

Morfologiai és fejlodéstani szempontbol kétféle f6 giimd tipust kiilonboztetiink meg.
Ezek a determindlt és indeterminalt glimdk, melyek kozott a legszembetiindbb kiilonbség a
folyamatosan miikodé merisztéma hidnya, vagy annak megléte. Mig a determinalt,
nitrogénkotd giimOk homogén szerkezetiiek, addig az indetermindlt tipusu, érett glimo
felépitése fejlodési zonakra tagolhatd. Ezek a merisztematikus (I.) zona, az infekcios (II.)
z6na, az atmeneti (II-IIl.) zéna, a nitrogénkotd (I11.) zona és az Sregedd vagy szeneszcens
(IV.) zéna. A Galegoid klad tagjaiban, mint a lucerna, a borso és a lohere, az endoszimbionta
baktériumok egy termindlis differencidloddson mennek keresztiil, megtartva aktiv
anyagcseréjiilket és a képességet a DNS szintézisére, ugyanakkor az egymadst kovetd
sejtosztddasok elmaradédsa a DNS tartalom megnovekedését, 24 vagy anndl is tobb kopia
genomot eredményez (poliploidia). A megnovekedett sejttartalom mellett az alakjuk is
jelentésen megvaltozik, kialakitva a hosszukas, néha Y alakban elagazé sejtformat. Atlagosan
5-10 pm hosszuak, vagyis Otszor-tizszer hosszabbak az atalakult baktériumok a szabadon ¢é16
tarsaiknal. A folyamat soran a bakteroid membranjanak atereszt6 képessége jelentésen megno,
melynek kovetkeztében tobb és tobbféle molekula szamara valik atjarhatova. Azok a ndvényi
faktorok, amelyek feleldsek a baktériumok bakteroidda térténé atalakulasaért jelen vannak a
Galegoid klad (Medicago, Pisum, Vicia) tagjaiban, ugyanakkor hianyoznak a nem Galegoid
klad névényeibdl (Lotus japonicus).

Csoportunk a francia Institut des Sciences du Végétal (CNRS) egyik
kutatocsoportjaval egyiittmiikodve megallapitotta, hogy a giimé-specifikus cisztein gazdag
peptidek (NCR), melyek a glimd transzkriptoma koriilbeliil 5%-at alkotjak, azok a faktorok,
melyek feleldsek a bakteroid atalakulasért a Galegoid klad tagjainal.



Az NCR géncsalad tagjai altal kodolt faktorok kozos tulajdonsaga az expressziojuk a
konzervalt szignal peptid, valamint kett§ vagy hdrom diszulfid hid, melyek stabilizaljak a kis
méretli peptideket szerkezetét. Az NCR-ek aminosav Osszetétele rendkiviil kiilonb6zd, igy
toltésiik alapjan lehetnek anionos, neutralis és kationos tulajdonsaguak, A kis méretli NCR
gének altalaban két exonbol allnak: az elsé kddolja a viszonylag konzervalt szignalpeptidet,
mig a masodik rész az érett aktiv peptid termelésért felelds. Kordbban kimutattuk, hogy egyes
Medicago peptidek akadalyozzak a szimbiotikus partner, a Sinorhizobium meliloti

szaporodasat illetve talélését in vitro.

CELKITUZESEK

1. Tizennégy kiilonb6z6 izoelektromos ponttal (pI) rendelkezd (anionos, neutralis és
kationos tipusi) NCR peptid hatasanak vizsgalata S. melilotil021 szabadon €16
baktérium kultaran.

2. A legrovidebb ¢és eddig a leginkabb tanulmanyozott NCR247, valamint a
legkationosabb NCR335 peptid részletesebb vizsgalata:

e Az antimikrobidlis hatds tanulmanyozasa egyéb, nem Rhizobium
baktériumokon: Gram-negativ, Gram-pozitiv, emberi/allati ¢és ndvényi
patogéneken.

e AS. meliloti 1021 t6rzs teljes, expresszalt genom szintli vizsgalata a két NCR
peptid hatasara, 0j-generacios szekvenalasi technika (NGS) alkalmazasaval, s
ezzel az NCR-ek altal kivaltott génexpresszios valtozasok felderitése és annak

tisztazasa, hogy mik lehetnek a sejt korai véalaszai az NCR kezelésekre.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Baktérium torzsek és novekedési koriilményeik

A baktériumokat szilard LB lemezen vagy folyékony taptalajban ndvesztettiik: a S. meliloti
strain 1021, Listeria monocytogenes, Xanthomonas campestris, Clavibacter michiganensis,
Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas aeruginosa, és Pseudomonas syringae torzseket
30 °C-on, mig az Enterococcus faecalis, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Bacillus megaterium és Bacillus cereus fajokat 37 °C-on.

Az NCR peptidek in vitro hatasainak mérése

Az ODggp=0,1-ig ndvesztett patogén és nem patogén baktériumokat kezeltiik kémiailag
szintetizalt érett NCR peptidekkelNCR335 ¢s NCR247 peptiddel valamennyi altalunk vizsgalt
baktériumot, mig az NCR137, NCR192, NCR035, NCR055, NCR57, NCR084, NCR229,
NCR224, NCR235, NCR051, NCR095, NCR168 peptideket kizardlag S. meliloti 1021
torzson teszteltiik), hogy megvizsgaljuk azok baktericid hatasat. A baktérium szuszpenzidkat
kiilonb6zé koncentracioji  peptidekkel ¢és kiilonbozo iddtartamokig  kezeltik, majd
meghatdroztuk a tuléld sejtek szamat.

Propidium jodid (PI) tesztben vizsgaltuk az NCR peptidek 4altal okozott membran
permeabilitas valtozast. A baktériumat FLUOTRAC 200 (Greiner Bio-One) microtiter plate-
ban kezeltiikk png/ml PI jelenlétében. A baktériumok altal felvett PI fluoreszcencidjat (530nm

exitacio, 600nm emisszid) FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech) késziilékkel detektaltuk.

RNS minta tisztitasa

A szekvenalashoz S. meliloti 1021 o6nallo telepekbdl kiindulva harom biologiai
parhuzamost ndvesztettiink. Az LSM folyékony tapoldatban 30°C-on ndvesztett , starter”
kultarakat 40-40 ml végtérfogatra higitottuk. Nyolc 6ra inkubalast kovetéen a 40 ml log
fazist sejtkultirat ODgo=0,01-re higitottuk 400 ml végtérfogatban, majd ODgy=0,1-ig
novesztettilk (Novekedési gorbe LSM tépoldatban 1B. fiiggelék). A hdrom parhuzamos
novesztésbol 40-40 ml baktériumot kezeltiink 10 pg/ml végkoncentraciora szamitott NCR247,
illetve NCR335 peptidekkel. A kezeléseket kovetden, teljes RNS-t izolaltunk RiboPure
Bacteria Kit (Ambion) hasznalatdval. A mintdnkban maradt DNS eltavolitdisa RQ1 RNase-
Free DNase (PROMEGA) enzimmel tortént.



Transzkriptom analizis RNS szekvenalassal (RNAseq)

A konyvtar készitése el6tt a rRNS-t Ribo-Zero™ rRNA Removal Kit for Gram-Negative
Bacteria (Epicentre) segitségével eltavolitottuk. A konyvtar készités és a szekvenalas SOLiD4
szekvenald berendezésben (Life Technologies) tortént. Altalaban 20-25 millié 50 nukleotid
hosszu leolvasasi egységeket kaptunk mintanként. Ezeket térképeztiik vissza S. meliloti

genomra az adatok kiértékeléséhez.

Bioinformatikai analizis

A szekvendlas soran kapott atlagosan 50 nukleotid hosszasagu leolvasasott szekvencidkat
CLC Genomics Workbench 5.1 szoftver hasznalataval térképeztiik vissza az NCBI akkor
elérhetd legfrissebb S. meliloti 1021 referencia szekvencidjahoz. A manapsag alkalmazott
legjobb mindségii eléregyartott molekularis eszk6zok haszndlata sem teszik lehetévé a
tokéletes rRNS kivonast a rendszerbdl. Ennek az a kovetkezménye, hogy a leolvasott DNS
fragmentek egy része szamunkra értéktelen informaciot hordoz. Ezek végleges eltavolitasara
bioinformatikai ton van lchetéséglink. Az rRNS szekvencidk mellett a tRNS-t és
transzpozonokat kodolo szekvencidkat is elkiilonitettiik. Tovabba valamennyi kezelt mintara
vonatkozoan eltavolitottuk azokat a géneket, amelyek alacsony fragment szdmmal (10> )
voltak jelen a mintainkban. Az adatok kénnyebb feldolgozasat segitette, hogy a leolvasasokat
1:1 millié-ra vonatkoztattuk (leolvasott egységek szdma/l milli6 leolvasott egység szama),
amit 1 kb-nyi génhosszra vonatkoztattunk, hogy elkeriiljik a gének hosszabol adodo
kiilonbségeket (RPKM).

Szekvenalas validalasa qRT-PCR-el

A szekvendlasi adatok validaldsa qRT-PCR reakcioval tortént. A kisérletben hasznalt
templatok a kiilonb6z6 NCR kezeléseket kovetden harom bioldgiai parhuzamosbol tisztitott
egyedi RNS mintakat tartalmaztak. Els6é 1épésben az RNS mintdkbdl cDNS-t irtunk reverz
transzkripcioval (High Capaticy cDNA Reverse transcription Kit/ABI), majd az egyedi
mintakat két-két technikai parhuzamos készitésével mértiik. Ezek mérési atlagat (CT Mean)
hasznaltuk az adott génre vonatkoz6 mennyiségek meghatdrozashoz. A szekvenalas
ellendrzésére kivalasztott géneket, a reakcidkban hasznalt primerek szekvenciaival a 4.
tablazat tartalmazza. Az egyes gének mintanként mért expresszigjat a 16S rRNS szintekhez

viszonyitottuk, ez volt a szdmolasoknal hasznalt igynevezett belsé kontroll.



EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A defenzinekkel mutatott hasonlosdgok miatt megvizsgaltuk 14 kiilonboz6 NCR
molekula ex planta hatasat CFU tesztben szabadonélé S. meliloti 1021 baktériumon, melyek
izoelektromos pontjuk alapjan a peptidcsalad széles skalajat reprezentaltak (pI 3,61-11,22).
Kisérleteink megerdsitették azt a feltételezést, hogy az NCR peptidek egy jol koriilirhato
csoportja, a kationos tulajdonsagi NCR molekulak antimikrobialis hatassal rendelkeznek in
vitro.

Az antimikrobialis hatads tovabbi tanulmanyozasdhoz kivalasztottunk a csoportbol
kettdt, melyeket tovabbi vizsgalatoknak vetettiink ala. Az NCR247 ¢és NCR335, két erdsen
kationos NCR peptid hatasat CFU tesztben vizsgaltuk kiilonb6zé Gram-pozitiv (Bacillus
megaterium, Bacillus cereus, Clavibacter michiganensis, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes) és Gram-negativ (Sinorhizobium meliloti, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas
campestris) baktériumokon. A vizsgalt baktériumok tobbsége valamelyik kezelés hatasara
teljesen elpusztult. A CFU teszt alapjan tehat mindkét alkalmazott peptid antimikrobidlis
(AMP) hatastinak bizonyult in vitro.

Mig az AMP tipusu molekuldkrdl tudjuk, hogy féleg a membranon és a transzlacios
apparatuson keresztiil fejtik ki rombolé hatasukat, addig az NCR peptidek
hatdsmechanizmusa eziddig tisztdzatlan maradt. A tovabbi kisérletekhez a szimbiotikus
Rhizobialis partnert, az S. meliloti 1021 baktériumot valasztottuk, hogy tanulmanyozzuk az
NCR peptidek antimikrobialis hatidsara bekovetkezd génexpresszids valtozasokat. Az
optimalis kisérleti koriilmények kivalasztdsdhoz megvizsgaltuk mindkét NCR molekula
dozis-hatas fiiggését és sejtold aktivitdsat CFU tesztben két 6rds kezelésben 10 pg/ml, 20
pug/ml, 50 pg/ml peptid alakalmazasa mellett. Propidium-jodid (PI) tesztben igazoltuk a
novekvo peptid koncentraciok altal az 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml-nél idofiiggéen
bekovetkezd (10 perc, 30 perc, 120 perc) membranateresztd képesség novekedést. Az
NCR247 és NCR335 peptidek 20 pg/ml és 50 pg/ml koncentracidkndl kimagasléan sejtold
hatasunak bizonyultak. Ezekben a mintakban a két oras kezelést kovetéen magas PI felvételt
mértiink fluorométerrel, ami a sériilt membran ateresztOképességének novekedését és a
nagyaranyu sejtpusztulast jelezte. Még a 10 pug/ml-es peptid végkoncentracio is 90%-0S
sejtpusztulast eredményezett két oras kezelésben, azonban a kezelési id6 csokkentése 10-,
illetve 30 percre, jelentésen mérsékelte a peptidek antimikrobialis (AMP) hatasat.

Az NCR247 ¢és NCR335 peptidek altal indukalt génexpresszios valtozasok
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vizsgélataihoz RNS szekvendlast terveztink (SOLiD4 Life Technologies rendszert
alkalmazva) a peptideket termelé M. truncatula természetes koriilmények kozott kélesonhatd
szimbiotikus partnerén, S. meliloti 1021 sejteken, olyan alacsony peptidkoncentraciot (10
ug/ml) és kezelési idétartamot valasztva (10 perc, 30 perc), melyeknél megfigyelhettiik a
baktérium sejtek korai valaszat, a sejtek jelentds pusztulasa nélkiil.

A peptid kezeléseket kovetéen az S. meliloti 1021 genom mintegy 14%-a mutatott
génexpresszios szinten a kétszeres hatarértéket meghalad6 valtozast. Az NCR335 peptid
hatasara tobb gén expresszidja valtozott jelentds mértékben (319 gén expresszidja csokkent és
418 gén expresszidja ndtt) mint az NCR247 esetén (153 gén expresszioja csokkent és 242 gén
expresszioja nott)

Ha a két peptid altalanos indukald és represszald hatésait vizsgaljuk akkor az alabbi
megallapitasokat tehetjiik. A csokkent expreszidval jellemezhetd gének legnagyobb csoportja
a genetikai informécios folyamatok része. A transzkripcios folyamatokat érinti példaul az
RNS-polimerdz alegységeket kodold, a transzkripcids termindtor és az antitermindcios
fehérjéket kodolo gének csokkent mitkodése. A transzlacid iniciacios faktorok (IF-1,2,3), az
elongacios faktorok (efG, efP, efTul, efTu2, efTs) és majdnem az Gsszes riboszoma asszocialt
fehérjét kodold gén és alegység, valamint a riboszoma biogenezishez kapcsolodo egyes gének
expresszioja szintén csokkent a kezelések hatasara. Az RNS konformacié modositast és az
RNS molekuldk érését végzd proteinek, vagyis egyes ATP-fliggd RNS helikdzok,
ribonukledzok, polinukleotid foszforilazok expresszidja ugyancsak csokkent. A foszfat-
csoportok cseréjét katalizald nukleotid-difoszfat kindz, szintén csokkent génaktivitast mutatott
az NCR peptidekkel kezelt mintdkban. A masik nagy csoport, melyben nagy szdmu gén
miikodése negativan érintett, az oxidativ foszforilacid €s a zsirsav bioszintézis. Ide tartoznak
az ATP-szintetaz elemeit, a citokrom bc; komplexet kodold transzkripcids egységek és
tovabbi hat gén, melyek a zsirsav bioszintézis enzimeit kodoljak. Nagyszamu ABC
transzporter, koztiikk a kadmium, spermidin/putrescin export elemek szintézise szintén gatlas
ala kertiltek a kezelések hatdsara.

A magasabb mRNS szintet mutaté gének koziil tobb a stressz-valaszhoz kapcsolhato,
igy példaul markans expresszidos novekedés figyelhetd meg a kiilonbozd hdsokk fehérjéket
kodolo gének kozott. A kiillonbozé ATP-fliggd proteazokat kddold gének szintén indukalodtak.
A transzkripcids regulatorok csoportjdban mintegy 24 gén, a membran transzport
folyamatokhoz kapcsoloddéan pedig 42 gén mRNS szintje ndétt meg a vizsgalt NCR
peptidkezlések hatasara.



A ndvényi eredetli NCR peptidek, melyek a bakteroidok termindlis differencialodasat
szabalyozzak a szimbiotikus sejtekben, antimikrobialis in vitro aktivitisa szamos
hasonlosdgot mutat az AMP tipusu molekulak éltal kivaltott hatasokhoz. Befolyassal vannak a
sejtmembran Osszetételére és szerkezetére, gatolnak bizonyos transzkripcids elemeket és a
fehérje szintézist. A bakteridlis sejtmembranon porusokat képezve ndvelik annak
atjarhatosagat, toltésiikbol adodoan pedig felborithatjdk a membran nyugalmi potencialjat. A
szabadon ¢16 S. melilotiban az NCR kezelések hatasara megfigyelt gén expresszios valtozasok
tobb esetben a giimébdl izolalt bakteroidokban is tapasztalhatok. Ezek a valtozasok érintik a
jelatviteli eseményeket, a membranban zajlo folyamatokat, az energia ellatast biztositd
rendszert, a transzkripcios és transzlacios apparatust egyarant. Az in vitro és in planta hatasok
kozott megfigyelt nagy szaml kiilonbség oka pedig, minden bizonnyal magyardzhato a
kiilonb6z6 NCR koncentraciokkal és/vagy a kiilonbozo peptid készletek jelenlétével a
novényi sejtekben, és/vagy €ppen a kiilonbozo kornyezeti/fiziologids viszonyokkal.

Az S. meliloti 1021 transzkriptom analizist és a kisérleti eredményeket Gsszegezve és
mas  baktériumokban  kiilonb6zé  antimikrobiadlis 4agensek  hatasara  bekodvetkezo
transkripciondalis valtozasokkal Osszevetve elmondhatjuk, hogy az NCR peptidek fobb
hatasmechanizmusa a bakterialis membran fizikai, kémiai és szerkezeti Osszetételének
megvaltoztatasa, membranpotencidl megzavarasa, ugyakkor intracellularis célpontjai is
lehetnek, melyek blokkoljak a transzkripcios és transzlacios folyamatokat, és in vivo a
baktériumok sejtosztddasat a ndvényi sejtekben. Ezek korrekt bizonyitdsa azonban tovabbi

vizsgalatokat igényel a jovOben.
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