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1. BEVEZETES

A talajban taldlhatd nitrogéntartalmu vegyiiletek mennyisége a novényi ndvekedésnek az
egyik f6 limitalo tényezdje. A foldi atmoszféra 78,1 %-at N, gdz alkotja, azonban a ndvényi
szervezetek ezt a nitrogénforrast nem tudjdk hasznositani. Bizonyos prokariota, ugynevezett
diazotrof mikroorganizmusok, azzal a tulajdonsaggal rendelkeznek, hogy képesek megkdtni, azaz
ammoniava redukalni a 1égkori nitrogént és ezaltal mas ¢él6lények szamara is felhasznalhatéva
tenni. Az ¢lovilag szempontjabol kevésbé hatékonyak a szabadon €16 nitrogénkstd baktériumok
(pl. Klebsiella, Azotobacter). Mas mikroorganizmusok (pl. Azospirillum) noévényekkel
asszociacioban ¢élnek és redukaljak a 1égkori nitrogént. A kotott nitrogén egy részét igy a ndvény
is hasznosithatja. A legfontosabb csoportot azonban a szimbiotikus nitrogénkotd baktériumok, a
Rhizobium, Snorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium és Mesorhizobium (Rhizobiaceae)
fajok alkotjak. E prokariota szervezetek mas-mas pillangdsvirdgi novényfaj gyokerein vagy
szaran hoznak létre szimbiotikus giimdéket, melyben az atalakult baktériumok, a bakteroidok
redukaljak a nitrogént.

A szimbidzis a két partner kozti molekuléris szintli jelcsere soran alakul ki. A N, biologiai
redukcigjat egy multimer enzimkomplex, a nitrogendz katalizélja. Aerob koriilmények kozott a
nitrogenaz alegységeit kodolo nifHDKE operon transzkripcidja gatolt, a jelenlevé enzimkomplex
pedig irreverzibilisen denaturalédik. A gliimd belsejében a morfogenezis soran mikroaerob
koriilmények alakulnak ki. A mikroaerob kornyezetet egyrészt a glimdszovet morfologiai
sajatossagai biztositjdk, mivel a szimbiotikus giimé nitrogénkotd zonajanak hatarat képezd
novényi szovetek egy tgynevezett oxigén-diffuizids gatat képeznek, megakadalyozva az oxigén
bearamlasat a kornyezetbdl. Az alacsony oxigénkoncentraciot biztosité masik faktor egy novényi

nodulin, a leghemoglobin, mely reverzibilisen megkéti a szabad oxigént, ezaltal a szimbiotikus



giimdében az oxigén koncentracidja az aerob kornyezetben taldlhaté 250 pM-hoz képest
jelentésen lecsokken és elérheti a 3-30 nM értéket is (Fischer 1994). Az alacsony
oxigénkoncentracional szamos nitrogénkotésben szerepet jatszo gén indukalodik (pl. nif és fix
gének), és e koriilmények megfelelnek az oxigénérzékeny nitrogendz enzim miikddésének is.
Emellett azonban, mivel a nitrogénkotés energiaigényes folyamat, nagy mennyiségii energidra is
sziikség van. Egyetlen nitrogén molekula ammoéniava redukéldsa 16 ATP molekulat vesz
igénybe. Az energiat termeld, aerob koriilmények kozott miikodd 1égzési elektrontranszport
lancok mellett a szimbiotikus baktériumoknal az evolicid sordn kialakult egy, csak szimbiotikus
koriilmények kozott miikodd 1égzési elektrontranszport lanc is. A szimbidzis-specifikus 1égzési
elektrontranszport lanc nagy oxigén-affinitasi cbbs; tipust terminalis citokrém € oxidazat alkoto
fehérjék mikroaerob koriilmények kozott szintetizdlodnak, és miikodésiik biztositja, hogy a
baktériumok kevés oxigén jelenlétében is megfeleld mennyiségli energiat termeljenek a
nitrogénkotés szamara. Alacsony oxigén koncentracid és elegendd energiaforras mellett a
baktériumok ammoéniava redukaljdk a levegd nitrogénjét. A kotott nitrogén ammoOnium
form4jaban diffazidval, vagy leglijabb adatok szerint aszparagin formdjaban aktiv transzporttal
(Lodwig ¢és mtsai. 2003) atjut a gazdandvénybe, ahol biokémiai folyamatok sordn beépiil a
fehérjékbe, nukleinsavakba ¢és egyéb szerves vegyliletekbe. A gazdandvény ekdzben a
fotoszintézis termékeivel és aminosavakkal latja el a baktériumokat, ezaltal szén, energia és
nitrogénforrast biztositva azoknak (Werner 1992).

Munkank sordn a nitrogénkotésben lényeges szerepet betoltd c-tipust citokromok
biogenezisében résztvevd Cyc fehérjék funkcidjat vizsgaltuk a Snorhizobium meliloti
szimbiotikus modell mikroorganizmusban. A CycH fehérje kiilonbdz6 doménjeinek a szerepére

tértlink ki részletesen. A tovabbiakban pedig a Cyc fehérjéket kodolé cycHJIKL operon



kifejezddését tanulmanyoztuk aerob ¢és mikroaerob koriilmények kozott, valamint ennek az

operonnak a mikroaerob indukciojat szabalyzé fehérjéket azonositottuk.



2. KUTATASI ELOZMENYEK
2.1. A szimbiotikus gyokérgiimo kialakulasa

A szabadon ¢él6 nitrogénkdtd prokaridtakkal szemben a talajlaké Rhizobiumrok a
gazdandvényen kialakitott szimbiotikus giimOkben, a novényi sejtek belsejében képesek
megkotni a 1égkori nitrogént. A szimbiotikus gyokérgiimdk kialakuldsdhoz azonban a partnerek
kolcsonds felismerésébdl, valamint tobb kommunikacios és fejlédési 1épésbol alld bonyolult
folyamat vezet. A Rhizobium-ok ¢és a pillangosvirag novények kozott kialakuld kapcsolat
specifikus, azaz egy adott baktériumfaj csak bizonyos ndvényfajokkal képes szimbidzist
létesiteni. A szimbiotikus partnerek kolcsonds felismerését jelmolekuldk hatarozzdk meg. E
kolcsonhatas elso jeleit a ndvény bocsatja ki a talajba flavonoid tipust vegyiiletek formajaban,
melyek a baktériumokban folyamatosan atirddé egy vagy tobb nodD gén termékével 1épnek
kapcsolatba (Gyorgypal és mtsai. 1991). S meliloti-ban harom NodD fehérje ismert, melyek a C-
termindlis résziikben térnek el egymastol, és ez hatdrozza meg az eltérd flavonoid felismerd
képességiiket. A NodD fehérjék egy DNS-koté motivumot tartalmaznak, mellyel a nod gének
transzkripcios startpontja el6tt elhelyezked6 cisz-regulator DNS-szakaszhoz, az ugynevezett nod-
boxhoz kapcsolodnak, és a megfeleld novényi indukaldszer jelenlétében aktivaljak a nod gének
transzkripcidjat (Rostds és mtsai. 1986). A Nod fehérjék a baktérium valaszjelét, a Nod
faktorokat hozzak 1étre. A baktérium 4altal kivalasztott Nod faktorok a gazdandvény gydkerén a
szimbiotikus giimd kialakulasat indukéljdk. A gazdandvény gyokérszérei deformalodnak,
begorbiilnek és koriilveszik a magtapadt Rhizobium-okat. A gyokérszor kiilsé kéregsejtjei
morfoldgiailag megvaltoznak ¢és kialakitjdk az infekcios fonalakat, melyeken keresztiil a
baktériumok bejutnak a gyokér belsejébe. Az infekcids fonalak kialakulasaval egyidében a

gyokér belsejében levd egyes kéregsejtek osztddasnak indulnak és 1étrejon a glimOmerisztéma,



mely a késébbiekben létrehozza a glimd szoveteit. Az infekcios fonalakban a baktériumok
folyamatosan osztédnak és a novényi sejtek citoplazmajaval torténd kozvetlen érintkezés nélkiil
eljutnak a giimé belsejébe. Itt egy endocitdzisszerli folyamat utjan, peribakteroid membrannal
(egy specialis ndvényi eredetli membran) koriilvéve bekeriilnek a giimdsejtek citoplazmajaba
(Verma 1992). Iddig eljutva nem osztdodnak tobbé, azonban szdmos valtozason keresztiil
bakteroidokka alakulnak. A bakteroidokat tartalmaz6 sejtek a glimd kozponti szdveteiben
helyezkednek el, melyeket kiviilrdl egy szallitonyalabokat tartalamazé parenchima szovet vesz
koriil. A gimd nitrogénkotd zondjaban sejtenként tobb ezer bakteroid végzi a levegd
nitrogénjének redukaldsat, melyhez az energiaforrast a gazdandvény altal a fotoszintézis sordn

eldallitott tapanyagok szolgaltatjak.

2.2. A szimbiotikus gyokérgiimo mikroaerob kornyezete

A glimdben talalhat6 alacsony oxigén koncentraciot két faktor hatarozza meg. Egyrészt a
giim6 szovettani szervezddése meghatirozd szerepli. A mérsékeltovi ndvényekre jellemzd, hogy
folyamatosan novekvd, ugynevezett indetermindalt gliiméket (pl. lucerna giimd) képeznek. Az
indeterminalt giim6k kdzponti szdvetei 6t zonabol allnak (Vasse és mtsai. 1990). Az els6 zonat
képezd glimd merisztémat a giimd belseje felé a prefixacids zona (vagy invazids zona), majd a
nitrogénkotést végzd bakteroidokat magaba foglald nitrogénkotd zona kdveti. A legdregebb
sejteket tartalmazd Oregedési zondban a baktériumok elvesztik funkcioképességiiket ¢&s
degradalodnak. A prefixacids zona és nitrogénkotd zona kozott talalhatd a 2-3 sejtrétegbdl allo
amiloplasztiszokban gazdag interzona, melyrdl azt feltételezik, hogy meggatolja az oxigén

crer

endodermiszrdl is bizonyitottdk, hogy oxigén-diffiizidés gatat képez, megakadalyozva a kinti
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oxigén bearamlasat (Soupene és mtsai. 1995). A giimdben taldlhatdé mikroaerob koriilményeket
meghatdroz6 masik faktor egy ndvényi nodulin, a leghemoglobin. A leghemoglobin a
nitrogénkotd glimészdvetben nagy mennyiségben eléforduld giimdspecifikus fehérje, mely arra
szolgél, hogy a szabad oxigént reverzibilisen megkdsse. Korabbi eredmények szerint a
leghemoglobin hem csoportja bakterialis eredetli (Godfrey és Dilworth 1971), azonban az Gjabb
irodalmi adatok arra utalnak, hogy e hem csoportot a gazdandvény allitja eld (O’Brian 1996). A
igy a sejtekben az oxigendlt leghemoglobin mennyisége allandéan magas, a szabad
oxigénkoncentrdci6 pedig nagyon alacsony szinten marad (Appleby 1984). Oxigén
mikroelektroddal kimutattdk, hogy a kinti kdrnyezethez képest a glimémerisztéma feldl a
nitrogénkoté zona felé haladva fokozatosan csokken az oxigén koncentracidja. A nitrogénkotd
zona oldals6 részein pedig ugrasszerii oxigénkoncentracié csokkenés tapasztalhato. Itt
kozvetleniil az endodermisz alatt az aerob mért 250 uM értékrél 1 uM-ra csoékken az oxigén

koncentracidja (Soupéne és mtsai. 1995).

2.3. A légkori nitrogén redukcidjat végzo enzimrendszer szerkezete és miitkodése

A molekuléris nitrogént redukalé enzimrendszert (Kim és Rees 1994) két fémtartalmua
komponens alkotja: az egyik vasat (Fe-fehérje), a masik vasat és molibdént tartalmaz (MoFe-
fehérje). A koriilbeliil 60 kDa molekulatomegii Fe-fehérje, melyet a nifH gén kodol,
homodimereket képez. Az alegységek kozti kapcsolatot négy-négy vas- €s kénatomot tartalmazo
ugynevezett vas-kén (4Fe-4S) csoport biztositja. A nifD és nifK gének altal kodolt 240 kDa
molekulatomegli MoFe-protein kétféle polipeptidlancbdl allo heterotetramert alkot (Fischer

1994). A MoFe fehérjéhez kétféle fémtartalmi prosztetikus csoport kapcsolddik, melynek
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szintéziséhez tovabbi nif gének sziikségesek. Az elektronoknak a nitrogenaz enzimkomplexhez
valo szallitasaban a fixABCX gének altal kodolt fehérjék vesznek részt (Corbin és mtsai. 1983).
Az optimalis koriilmények kozott lejatszodo nitrogén redukciot az alabbi egyenlettel lehet leirni:

N,+8 H'+8 ¢ +16 ATP — 2 NH;3+H,+16 ADP+16 P;

2.4. A nitrogénkotésben szerepet jatszo nif/fix gének szabalyozasa S. meliloti-ban

Szimbiotikus koriilmények kozott, alacsony oxigénkoncentracional S meliloti-ban a
nitrogénkotésben szerepet jatszo gének (nif és fix) indukalddnak. Aerob koriilmények kozott
csupan alacsony szinten, vagy egyaltalan nem fejezddnek ki. E gének kifejez6dését egy
regulacios kaszkad miikddése szabalyozza (David és mtsai. 1988), melynek elsd két elemét a
FixL/FixJ kétkomponensii jelatvivo rendszer képezi (1. abra). S meliloti-ban a FixL fehérje egy
membrankotott, oxigén altal regulalt hemoprotein kinaz/foszfatdz. Szerepe az oxigén szint
érzékelése. Alacsony oxigénkoncentracid mellett autofoszforilalodik, majd a foszfatcsoportot
atadja a szabalyoz6 FixJ fehérjének (Gilles-Gonzalez és Gonzalez 1993). A FixJ ezaltal képes a
nifA és fixK gének promoteréhez kapcsolodni és elinditani azok atirddasat (David és mtsai. 1988).
A NifA fehérje altal aktivalt nif és fix géneknek szerepiikk van a nitrogenaz enzimkomplex
elemeinek szintézisében, valamint e komplex miikodéséhez sziikséges fehérjéket kodolnak. A
FixK fehérje altal szabalyozott fiXNOQP operon a szimbidzis-specifikus 1égzési
elektrontranszport lanc terminélis oxidazanak az elemeit kodolja (Batut és mtsai. 1989, Preisig €s
mtsai. 1993), mig a fixGHIS operon altal kodolt fehérjéknek e terminalis oxidazhoz sziikséges réz
transzportjaban van szerepiik (Kahn és mtsai. 1989).

Bradyrhizobium japonicum-ban egy tovabbi jelatvivé rendszert irtak le Sciotti és mtsai.
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1. abra A nif/fix géneket szabalyozoé regulacios kaszkad

A csillagok a FixL és a FixJ fehérje foszforilalt allapotat jelzik.
(2003), a RegS/RegR-t, mely a FixL/FixJ mellett résztvesz szdmos nitrogénkdtésben szerepet
jatszo gén (pl. nifH, nifDKENX, nifS nifB, fixA, fixBCX stb.) mikroaerob indukcidjaban. E
kétkomponensii jelatvivd rendszer homoldgjai megtalalhatok Rhodobacter capsulatus-ban
(RegB/A) (Masuda és mtsai. 1999), Rhodobacter sphaeroides-ben (PrrB/A) (Karls és mtsai.
1999), valamint S. meliloti-ban (ActS/R) (Tiwari és mtsai. 1996), ahol kiilonb6z6 szerepet betoltd
gének kifejez6dését szabalyozzak. A RegB/A és PrrB/A rendszerek fdleg a fotoszintézisben
szerepet jatszo génekre hatnak, az ActS/R pedig a formiat, a formaldehid, és a metanol
dehidrogendzok szintézisét szabalyozzdk (Fenner és mtsai. 2000), valamint olyan gének
kifejez6désére hatnak, melyek a baktériumok alacsony pH szintekhez valé alkalmazkodéasat

biztositjak (Tiwari és mtsai. 1996). A RegR, RegA, PrrA valamint az ActR regulator fehérjék
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szerkezete is azonos (Bauer és mtsai. 1998, Masuda és mtsai. 1999), ami arra utal, hogy

valdsziniileg homoldég DNS szekvencidkat ismernek fel.

2.5. Bakterialis elektrontranszport lancok

A diazotrof baktériumok energiatermelése teljes mértékben a respiraciora épiil, ahol a
végsO proton- és elektronakceptor az oxigén. A terminalis oxidacié szamara a gazdandvénybol
szarmazo fotoszintézis termékek képezik az lizemanyagforrast. Ezek a citrat ciklus intermedier
dikarbonsavai forméjaban jutnak el a DctA dikarbonsav-transzporteren keresztiil a bakteroidokba
(Jording és mtsai. 1994). Itt a kiillonb6zé dehidrogendzok miikodése révén a szubsztratokbol
protonok és elektronok keletkeznek, s végiil a terminalis oxidazokra keriilnek. Mig az eukariotak
mitokondriumaban egyetlen tipusu 1égzési elektrontranszport lanc van, az aerob baktériumok a
kiilonb6zé oxigénkoncentraciokhoz vald alkalmazkodasuk kovetkeztében elagazd 1égzési
lancokkal rendelkeznek (2. dbra). A tdpanyagokbol a kiillonbozd dehidrogendzok miitkodése soran
szarmaz6 protonok és elektronok a citoplazma membran kinonjaira (Q) kerililnek. Innen az
elektronok kozvetleniil vagy kozvetve eljutnak a membranokba 4gyazodo terminélis oxiddzokra.
A baktériumokban kétféle, egymassal homologidt mutatd termindlis oxiddz tipust irtak le, az
ubikinol-oxidazokat €s a citokrém c-oxidazokat (Poole 1988). Az ubikinol oxidazok kdzvetlentil
az ubikinoltol kapjak az elektronokat, mig a citokrom c-oxidazok a bc; komplex altal redukalt
citokrom c fehérjéktdl. A bc, komplex (mas néven ubikinol: citokrom € oxidoreduktaz vagy II1
komplex) egy membranfehérje komplex, mely 3 alegységet ¢s 4 redox kdzpontot tartalmaz (3.
abra). Az egyik alegysége, a Rieske FeS fehérje egy 2Fe-2S csoportot hordoz konzervalt cisztein

¢s hisztidin aminosavakhoz kapcsoltan. A citokrom b kilenc transzmembran doménnel
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3. abra A bakterialis bc; komplex szerkezeti modellje
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rendelkezé membran fehérje, mely két hemB prosztetikus csoportot tartalmaz. A ¢; apoprotein C-
terminalis részével kotddik a citoplazma membranhoz, az N-termindlis periplazmatikus
szakaszan pedig kovalensen kapcsolodo C tipusti hemet hordoz. A bc, komplex kdzponti szerepet
tolt be a respiracios folyamatokban. A kinonokat oxidéalja, és redukalja az elektronhordozo
metalloproteineket, melyek legtobb esetben C-tipustu citokromok. A fototrof baktériumokban a
bc; komplex a fotoszintetikus elektrontranszport folyamatokban is résztvesz.

A terminalis oxidazok tobb alegységbdl épiilnek fel. Az eukaridtak terminalis oxidazanak
tizenharom alegységével szemben a baktériumokban a legtobb oxiddz harom alegységbdl all
(Delgado és mtsai. 1998). A citokrém c oxidazok és ubikinol oxiddzok alegységeinek Osszetétele
¢és szerkezete hasonld. Az ubikinol oxiddzokkal szemben azonban a citokrém C oxidazok II
alegységében talalhatd a két rézatombdl allo tgynevezett Cua redox kozpont, melynek az a
szerepe, hogy a C-tipust citokromoktol atvegye az elektronokat. Innen az elektronok az 1
alegység hem csoportjara, majd (minden oxid4z esetében) az ugyanezen alegység kétmagvi
kdzpontjara jutnak. A kétmagvi kozpont egy Cup-t és egy hem csoportot tartalmaz, melyek négy
konzervalt hisztidin segitségével kapcsolodnak az oxiddz I alegységéhez. Az itt talalhaté hem
csoportot ligandkotd hemnek vagy ,,magas spinli” hemnek nevezik, mivel az 1 alegységnek
csupan egyetlen hisztidinjéhez kotédik, és igy az oxigén szdmara marad egy szabad kotdhelye. A
kétmagvu kdzpontban redukalodik vizzé az oxigén. Az I alegység masik hemje ,,alacsony spinii”,
nincs pdrositatlan elektronja és csupan az elektronok tovéabbitasaért felelds. Az oxidazok
elnevezése az I alegységhez kapcsolddd hem prosztetikus csoportok tipusa alapjan torténik. Az
A, B, D ¢és O tipusti hem csoportok szinte tetszéleges kombinacioban (aas, bbs, bas, bo, ao stb.)
kapcsolodhatnak az oxidazhoz. A ’3’-as jelzés a kétmagvu kdzpontban 1€vé magas spinli hemet

jelzi az alegység masik, alacsony spinti hemjével szemben. Azokat a hem-réz oxidazokat, melyek
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elektrondonorként C tipusi hemet hasznalnak ’C’ eldljaroval szoktak jeldlni, mint példaul a caas

citokrédm c oxidazt.

2.6. A szimbiozis-specifikus 1égzési elektrontranszport lanc

Régota fennalld hipotézis, hogy a Rhizobium-ok endoszimbiotikus formai a mikroaerob
koriilmények kozott torténd energianyeréshez egy nagy oxigénaffinitdst termindlis oxidaz
indukciojaval alkalmazkodnak (Appleby 1984). Genetikai kisérletekkel Bradyrhizobium
japonicum-ban bizonyitottak, hogy ha az ismert, aerob koriilmények kozt kimutathatd c-tipusa
citokromok strukturgénjeiben mutaciot hoztak létre, a mutans baktériumok tovabbra is képesek a
légkori nitrogén redukcidjara (Bott és mtsai. 1995, Rossbach és mtsai. 1991, Tully és mtsai.
1991). Ha azonban a Rieske vas-kén fehérjét és a citokrom bc; komplex struktarfehérjéit kodolo
fbcFH operonban kovetkezik be mutacio, a baktériumok bakteroidda torténd atalakulasa is zavart
szenved, és nem kotik a 1égkori nitrogént (Thony-Meyer és mtsai. 1989). Ezen adatok alapjan azt
a kovetkeztetést vontak le, hogy az elektronok a bakteroidok bc; komplexén keresztiil jutnak el
egy szimbidzis-specifikus citokrém € oxiddzra. 1993-ban Preisig és mtsai. azonositottak egy
szimbiotikus nitrogénkotés szempontjabol nélkiilozhetetlen géncsoportot Bradyrhizobium
japonicum-ban, a fiXNOQP operont, amely a tobbi nitrogénkdtésben szerepet jatszo génhez
hasonléan csupan alacsony O, koncentracional irodik at. A fiXNOQP operonban mutans
baktériumok aerob koriilmények kozott a vad baktériumokhoz hasonld fenotipust mutattak.
Mikroaerob koriilmények kozott azonban az izolalt membranfehérje frakciobdl két c-tipust
citokrom hianyzott. A fiXNOQP operont ezutan szamos baktérium fajban azonositottak, mint
példaul S meliloti-ban (Preisig és mtsai. 1993), Azorhizobium caulinodans-ban (Mandon és

mtsai. 1994), Agrobacterium tumefaciens-ben (Schliiter és mtsai. 1995) és Rhizobium
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leguminosarum-ban (Schliiter és mtsai. 1997). A fixXNOQP egy uj citokrom c-t tartalmazo
terminalis oxidazt, a cbbs-at kddolja, mely a bakteroidokban nagy oxigénaffinitassal mikodik, €s
ezaltal megfeleld energiat biztosit a nitrogénkdtés szamara. E termindlis oxidazbdl hidanyzik a
hagyomanyos oxidazok II alegysége (4. abra). A fixN gén altal kodolt fehérje egy tipikus hem-réz
oxidaz I alegységének felel meg. A fehérje 12 transzmembran domént tartalmaz hat konzervalt
hisztidinnel, melyek a Cup valamint két hemB (a magas- és az alacsony spinil) ligandjaiként
szerepelnek (Delgado és mtsai. 1998). A FixO és FixP fehérjék mono- és dihem c-tipusu
citokromok, melyek az N-terminalis hidrofob résziikkel a membranba agyazodnak. A FixQ az
eddigi adatok alapjan még ismeretlen funkcidju kisméretli fehérje, mely N-termindlis részével a
citoplazma membranhoz kotddik. Biokémiai vizsgalatok kimutattdk, hogy az elektronoknak e
komplexbe vald belépési helye a FixP, ahonnan a masik citokrém c-n, a FixO-n keresztiil jutnak

el a FixN fehérjére, majd a molekuléris oxigénre.

periplazma
b
membran
b3 CuB
citoplazma

FixP FixO FixN

4. abra A bakterialis nagy oxigén-affinitasu cbb; terminalis oxidaz szerkezeti modellje

A baktériumok a fent emlitett terminalis oxidazokon kiviil szdmos olyan oxidoreduktazzal

rendelkeznek, melyek maés €s mas alternativ elektron akceptorokat hasznalnak. Ilyen példaul a

nitrat-reduktdz enzim, mely molibdént, valamint nem hem vasat tartalmaz ¢és a szerves
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vegyiiletek elégetéséhez termindlis elektron akceptorként nitratot hasznal fel, a nitrat—nitrit
atalakulast katalizalja. Bradyrhizobium japonicum esetében bizonyitottak, hogy a bc; komplexet
kédold génekben mutdns baktériumok nitrat redukcidra képtelenek (Ritz és mitsai. 1995).
Valoszini, hogy S meliloti-ban is a bc; komplex szintjén jon létre a ledgazas az oxigénhez vezetd
elektrontranszport lancbol. Az elektronoknak a bc, komplexrdl a nitrat-reduktaz felé torténd
tovabbszallitasaban b- és c-tipusu citokromok vesznek részt (Bott és mtsai. 1995).

Az elektronoknak a 1égzési lancokon valo széllitdsdhoz szorosan kapcsolodo folyamat a
protonoknak a periplazmatikus térbe vald kipumpalasa. Ilymdédon proton elektrokémiai
potencidlkiilonbség jon létre, melyet protonmozgatd erdnek neveznek. A protonmozgatd erd a
forrdsa az ATP szintézisnek, valamint az aktiv transzportoknak. A periplazmdba kertilt
protonoknak a citoplazmaba vald visszajutasat ¢s az ATP szintézisét az F,F;-ATP-4z katalizalja.
3 proton visszadramldsa a citoplazmaba egy molekula ATP-nek ADP-bdl és szervetlen foszfatbol
valo szintéziséhez vezet (Mitchell 1991).

Az elézbdekben lattuk, hogy a c-tipusu citokroémoknak fontos szerepiik van szamos 1égzési
elektrontranszport lanc miikodésében. S meliloti-ban végzett kisérletek soran Kereszt és mtsai.
1995-ben azonositottak a cycHJKL operont, melynek funkcidja nélkiilozhetetlen az Osszes c-
tipust citokrom biogeneziséhez. A cyc génekben mutaciot hordozo baktériumok nem képesek a
1égkori nitrogént megkdtni (Fix'), tovabba nitrat-reduktaz hidnyos fenotipust mutattak (Rnr’).
Mint kideriilt, e fenotipus a szimbiodzis-specifikus 1égzési elektrontranszport lancban 1€vé c-tipust
citokromok, valamint a nitrat-reduktdz enzimhez elektronokat szallito c-tipusti citokromok

hianyanak kdszonheto.
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2.7. A c-tipusu citokromok

A c-tipusi citokromok a citoplazma membranokban valamint a periplazméaban
elhelyezkedd elektronhordozok. Két komponensbdl, a c-tipust citokrom apoproteinbdl és a hem
prosztetikus csoportbol allnak. A tobbi citokromtol eltérd tulajdonsaguk az, hogy a hem csoport
kovalens modon kapcsolddik az apoproteinhez. Az apoprotein egy vagy tobb CXXCH hemkoto
motivumot tartalmaz (5. dbra). A B tipusti hem két vinil csoportjan keresztiil diszulfid hidakkal
kapcsolodik az apoprotein hemk6td doménjének két ciszteinjéhez, igy jon létre a C tipusi hem. A

hemkoté motivum hisztidinje pedig a hem kdzponti vas atomjat koordinalja.

apoprotein

hem

COOCH COOH

5. abra Az apoprotein ¢és a hem prosztetikus csoport kozti kotések kialakuldsa

A c-tipusu citokromok mindkét komponense a citoplazmdban szintetizalodik. Ezt
kovetden a citoplazma membranon keresztiil kiilon-kiilon atjutnak a periplazmaba, ahol
kovalensen kapcsolodnak, és Iétrehozzak a miikodOképes c-tipusu citokromokat, melyek
beépiilnek a membranba, vagy a periplazmaban szolubilis citokromként toltik be szerepiiket. A

citoplazmaban szintetizal6d6é pre-apoproteinek N-termindlis résziikon szignal szekvenciat
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hordoznak. Ezt ismerik fel a Sec fehérjék, melyek segitségével az apoproteinek transzportja
megtorténik a membranon keresztiil a periplazmaba. Itt a szolubilis apoproteinekrdl a lepB gén
altal kodolt szekrécios szignal peptidaz eltavolitja a szignal szekvenciat (Dalbey és von Heijne
1992). Bizonyitottak, hogy Escherichia coli-ban a Cssp apoproteinre a hem csoport csupan a
szignal szekvencia eltavolitdsat kovetden képes rakotddni (Sambongi és mtsai. 1996). A
membrankotott C-tipust citokrom apoproteinek szignal szekvencidja azonban nem hasad le, és
feltételezhetden a membranban valo lokalizacidhoz sziikséges.

A hem prosztetikus csoport bioszintézise szdmos 1épést foglal magédba (6. dbra). A hem
elsd prekurzora, a d-aminolevulinsav, a kiillonbozd baktériumokban kétféleképpen johet létre.
Rhodobacter, Rhizobium, Bradyrhizobium és Agrobacterium fajoknal glicinbél és szukcinil CoA-
bol, a hemA gén altal kodolt 5-aminolevulinsav szintaz segitségével keletkezik. Escherichia coli,
Bacillus subtilis és cianobaktériumok esetében pedig a glutamat képezi a kiindulé forrast. Ezt
kovetden szamos biokémiai atalakulds eredményeként jon 1étre a hem kozvetlen prekurzora, a
protoporfirin IX (PPIX), melyet a hem porfirin vaza alkot. A kovetkez6 1épésben a hemH gén
altal kodolt ferrokelatdz enzim beépiti a redukalt Fe atomot a porfirin vazba, és 1étrejéon a hem B
(protohem IX) (Thony-Meyer 1997). Dailey és mtsai. (2000) adatai alapjan a ferrokelatdz enzim
a kiilonbozd baktériumokban a citoplazméban talalhat6, vagy pedig a membran citoplazmatikus
oldaldn membranhoz kototten helyezkedik el. A keletkezett hem rendkiviil hidroféb molekula,
mely konnyen 1ép kapcsolatba a membranokkal, azonban nehezen jut at rajtuk. Jelenlegi adatok
alapjan nem all rendelkezésiinkre olyan informécid, mely a hem csoportnak a citoplazmébdl a
periplazmaba vald atjutdsi modjat igazolna. Feltételezik, hogy Escherichia coli-ban passziv
diffazioval, vagy a CcmC membranfehérje segitségével torténik a hem transzportja (Thony-

Meyer 2002). Rhodobacter capsulatus-ban a HelABC (Goldman és mtsai. 1997),
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glutamat
¢ gltX
glutamil-tRNS
¢ hemA
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d-aminolevulinsav
hemB ¢
porfobilinogén
hemC ¢
preuroporfirinogén
hemD ¢

uroporfirinogén 111

hemE ¢
koproporfirinogén III
hemF +02¢ ¢ -0, hemN

protoporfirinogén 1X
hemG/hemY ¢
protoporfirin IX
hemH | Fe**

HemB (Protohem IX)

cycHJKL / cyqu \cyoE/ctaB
HemC HemD HemO

¢ ctaA
HemA

6. abra A hem bioszintézis vazlatos dbrazolasa
Az egyes funkciokért felelds gének a nyilak mellett vannak feltiintetve. A
keletkezett hem termékeket félkovér betiik jelolik.

Bradyrhizobium japonicum-ban pedig a CycVWZ (Ramseier és mtsai. 1991) fehérjékrol

feltételezik, hogy segitik a hem periplazméba valo atjutésat.
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2.8. A citokréom c hem liaz komplex

Miutén a c-tipusu citokromok két komponense a periplazmaba keriilt, megtorténik az
Osszekapcsolasuk. S meliloti-ban a cycHJKL operon altal kodolt fehérjék feleldsek azért, hogy az
Osszes C-tipusu citokréom két alkotorésze Osszeszerelddjon (Kereszt €s mtsai. 1995). A CycH,
Cycl, CycK és CycL fehérjék egyiittesen egy hem liaz komplexet alkotnak, és ha barmelyikiik
mutacié kovetkeztében hidnyzik a komplexbdl, a baktériumok nem képesek c-tipusu
citokromokat termelni. A S meliloti cycHIKL génjeinek homologjait szamos mas baktérium
fajban is megtalaltak. Igy példaul: Rhizobium leguminosarum-ban (Delgado és mtsai. 1995) ¢és
Bradyrhizobium japonicum-ban (Ritz és mtsai. 1995) azonositottdk a cycHJKL operont,
Rhizobium etli-ben a ccmlEFH operont (Reyes és mtsai. 2000), Rhodobacter capsulatus-ban a
cycH, ccl12 és cycd géneket (Lang és mtsai. 1996, Gabblert és mtsai. 1997, Deshmukh és mtsai.
2000), Paracoccus denitrificans-ban a ccmFH géneket (Pearce és mitsai. 1998), valamit
Escherichia coli-ban a ccmH és ccmEF géneket (Grove és mtsai. 1996) (1. tablazat). A
Paracoccus denitrificans-ban és Escherichia coli-ban képz6d6 CecmH olyan fizids fehérje,
melynek N-terminalis része homolog a S meliloti CycH N-terminalisaval, C-terminalis része
pedig homolog a S meliloti CycL fehérjével. Kiilonb6z6 kutatasi eredmények alapjan szamos
kozvetlen fehérje-fehérje kdlecsonhatast mutattak ki a hem lidz komplex alegységei kozott (Ren és
mtsai. 2002). A komplex miikddése azonban még nem teljesen ismert.

A cycH gén altal kodolt fehérje két transzmembran doménnel rendelkezik, melyeket egy
citoplazmatikus hurok kapcsol Ossze (lasd késdbb), a fehérje C-terminalis kétharmada pedig a
periplazmaba nyulik. A CycH feltételezett szerepe az, hogy a C-tipust citokrém apoproteint
megfeleld konformacidban tartsa a hemmel vald kovalens kotés kialakitasa kozben (Ritz és mtsai.

1993, Page ¢s Ferguson 1995, Lang és mtsai. 1996). Kimutattak, hogy a fehérje funkcionalisan
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1. tablazat A S meliloti cyc génjeinek homologjai kiilonbozo fajokban

Snorhizobium meliloti cycH cycJ cycK cycL
Bradyrhiobium japonicum cycH cycJ cycK cycL
Rhizobium leguminosarum cycH cycJ cycK cycL
Rhizobium etli ccml ccmE ccmk ccmH
Rhodobacter capsulatus cycH cycJ ccll ccl2

Paracoccus denitrificans ccmH ccmF ccmH
Escherichia coli ccmH ccmE ccmF ccmH

két részre kiilonithetd el. Ha a fehérje N-terminalis részét eltavolitottdk, az dsszes ismert C-tipust
citokrom hianyzott a Rhodobacter capsulatus, Bradyrhizobium japonicum és Rhizobium etli
baktériumokbdl, azonban ha a fehérje C-termindlis régidja hidnyzott, C; citokrom mindig
szintetizalodott (Lang és mtsai. 1996, Ritz és mtsai. 1993, Reyes és mtsai. 2000). A CyclJ fehérje
N-terminalis része membranhoz kotott, C-termindlis szakasza pedig a periplazmaba nyulik. A
CycJ-vel homolog fehérje elnevezése Escherichia coli-ban CecmE. A CcemE fehérjérdl
bizonyitottdk, hogy a periplazmatikus szakasz 130-as helyzetli hisztidinje kovalensen koti a
hemet (Enggist és mtsai. 2003), tehat a periplazmatikus hem transzportban jatszik szerepet. Ez a
konzervalt hisztidin aminosav a Snorhizobium meliloti CycJ fehérjében is jelen van. A CcmE és
CemF (CycK homolog) fehérjék kozott Escherichia coli-ban kozvetlen kdlesonhatast mutattak ki
(Ren és mtsai. 2002). A CycK fehérje S meliloti-ban 12 transzmembran doménnel rendelkezik,
¢s a WGGWWFWD erdsen konzervilt, triptofanban gazdag szakaszt hordozza, mely a CycK
Osszes homologjaban jelen van. Feltételezett szerepe a hem csoport megkotése (Thony-Meyer és
mtsai. 1994). A CycL fehérje C-terminalis végével membranhoz kotott, N-terminalis szakaszan
pedig, mely a periplazmaba nyulik, az LRCMVCQ konzervalt motivum talalhat6é. Rhodobacter

capsulatus-ban a Ccl2 (CycL homolog) fehérjérdl kimutattak, hogy ¢ motivum mindkét ciszteinje

24



nélkiilozhetetlen szerepet tolt be a fehérje funkciojaban, ugyanis az apoprotein hemkotd
doménjének ciszteinjeit redukélja, és ezaltal biztositja a hem csoport apoproteinhez valo
kapcsolodasat (Monika és mtsai. 1997). A fentiekben emlitett négy fehérje alkotja a citokrém c
hem lidz komplexet, mely miikddése soran c-tipusti citokromokat hoz létre. Jelenleg szamos
laboratoriumban folynak a kutatdsok, hogy kideritsék a citokrom Cc hem liaz komplex

alegységeinek pontos funkciojat.
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3. CELKITUZESEK

A dolgozatban ismertetett munka megkezdésekor célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk a S
meliloti citokrom € hem lidz komplexet képezd Cyc fehérjéknek a c-tipusi citokromok
biogenezisében betdltott funkcidjat. Mivel feltételeztiik, hogy a Cyc fehérjéket kodolé cycHIKL
operon transzkripcidjanak szintjét a szimbidzisra jellemzé mikroaerob koriilmények
befolyasolhatjdk, 6sszehasonlitottuk a cyc operon atirddasat aerob és mikroaerob koriilmények
kozott.

Céljainkat kiilonb6zd genetikai és biokémiai vizsgéalatok segitségével akartuk elérni.
Ehhez a kovetkez0 részfeladatok megoldasa utjan kivantunk eljutni:
-A vad tipusu és cyc génekben mutidns baktériumok hem bioszintézise kozotti kiillonbségek
detektalasa biokémiai és spektrofluorimetriai médszerekkel.
-A vad tipusra jellemzd, alacsony protoporfirin IX (PPIX) szint megérzéséhez elegendd
legrovidebb N-terminalis CycH fehérje szakasz azonositdsa komplementécios kisérletekkel.
-A CycH fehérje C-termindlis periplazmatikus szakaszanak funkcidjara ravilagité domének
keresése.
-A cycHJKL operon transzkripcidjanak mikroaerob indukcidjat kivaltd szabalyozo fehérjék

kimutatdsa biokémiai és molekularis biolégiai mdodszerek segitségével.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Baktérium torzsek és tenyésztési koriilmények

A munkénk soran felhasznalt baktérium torzseket, valamint ezek fontosabb jellemzdit a 2.
tablazatban soroltuk fel.

2. tablazat Baktérium torzsek és plazmidok

Torzsek,
Leiras Hivatkozas, eredet
plazmidok
Torzsek
E. coli
DH5a supE44 A lacUl169 hsdR17 recAl endAl Maniatis ¢és mtsai.
gyrA96 thi-1 relAl 1982
S méliloti
AK631 vad tipus, S meliloti 41 szarmazék Banfalvi ¢és mitsai.
1981
AT342 Km', Sm', cycH::Tn5[56] Kereszt ¢és mtsai.
1995
PP2982 Km', Sm', cycH::Tn5[53] Putnoky Péter
AT344 Km', Sm', cycJ:: Tn5[52] Kereszt ¢és mitsai.
1995
AT345 Km', Sm', cycK::Tn5[87] Kereszt és mitsai.
1995
GMI211 Sm', vad tipus, S. meliloti 2011 Niel és mtsai. 1977
GMI708 Sm’, Rif', vad tipus, S meliloti 2011 szarmazék Batut és mtsai. 1985
GMI5704 Km', Sm', fixJ::Tn5, GMI211 szarmazék David és mtsai. 1988
GMI5705 Km', Sm', fixL::Tn5, GMI211 szarmazék David és mtsai. 1988
GMI5630 Sm', Rif, Km', Gm', fixK mutans, GMI708 Batut és mtsai. 1989
szarmazék
GC351 Km', Sm', actR::Km, GMI211 szidrmazék Jelen munka
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Plazmidok
pBluescript (SK+)

pPP381

pEPS2

pGC248

pGC269

pGC274

pGC280

pGC281

pGC292

pGC331

pGC332

pAT522

pAT523

Amp', 1 (+) ori

S meliloti fix-14 régiot hordozo6 kozmid klon

Tet", széles gazdaspecificitasu, kis kopiaszamu
RK?2 szarmazék

Tet', a pEP82 BgIIl helyén a cycH génnek a
Tn5[53] inszercio elotti régidja, 750 bp PCR
szakaszon (CP5, P55 primerek)

Tet', a pEP82 BglIl helyén a cycH génnek a
Sall restrikcios helyig terjed6 szakasza

Tet', a pEP82 BgIII helyén a cycH génnek a
periplazmatikus régiot kodold szakasza el6tti
része, 663 bp PCR fragmentumon (CP5, C60
primerek)

Tet', a pEP82 BglII helyén a cycH génnek a
Tn5[56] inszercid eldtti régidja, 493 bp PCR
szakaszon (CP5, C58 primerek)

Tet', a pEP82 BgIIl helyén a cycH génnek a
masodik transzmembran régiot kodold rész
elotti szakasza, 589 bp PCR fragmentumon
(CP5, C59 primerek)

Tet', a pEP82 BgIII helyén a teljes cycH gén,
1457 bp PCR szakaszon (CP5, C64 primerek)
Tet', a pEP82 HindIII/PstI helyén a teljes cycH
gén, és a cyc) egyrésze, 1670 bp PCR
szakaszon (CP5, CYCJ2 primerek)

Tet’, a pEP82 HindIII-Pstl helyén a cycH
génnek a Sall restrikcidos helyig terjed6
szakasza, €s a CycJ gén

Tet', cycH-lacZ fuziét hordozo plazmid, pEP82
vektorban

Tet', cycK-lacZ fuziot hordozo plasmid, pEP82

Alting-Mees ¢és Short

1989
Kereszt és

1995

mtsai.

ElIS és mtsai. 1998

Cinege és mtsai.

Cinege és mtsai.

Cinege ¢és mtsai.

Cinege és mtsai.

Cinege és mtsai.

Cinege és mtsai.

Cinege és mtsai.

Cinege és mtsai.

Kereszt Attila

Cinege és mtsai.

2004

2004

2004

2004

2004

2004

2004

2004

2004

28



pGC306

pGC333

pGC335

pGC334

pGC336

pGC310

pRK290

pGC348

pXLGD4

pRK2013
pPH1II

vektorban

Tet', pEP82-ben a cycH gén a harmadik TPR
domén nélkiil

Tet’, pEP82-ben a cycH gén az els6 TPR
domén nélkiil

Tet', pEP82-ben a cycH gén a masodik TPR
domén nélkiil

Tet', pEP82-ben a cycH az els6é TPR domén
nélkdl, és a cycd gén

Tet', pEP82-ben a cycH a masodik TPR domén
nélkdl, és a cycd gén

Tet', pEP82-ben a cycH a harmadik TPR
domén nélkiil, és a cycJ gén

Tet', széles gazdaspecificitast, kis kopiaszamu
RK2 szarmazék, IncP

Km', Tet", actR::Km" kazetta, a pRK290-ben
Tet', hemA-lacZ fiziot hordozo plazmid

Km', helper plazmid, RK2 transzfer génekkel
Gm'", Sm', Mob", IncP

Cinege és mtsai. 2004
Cinege ¢s mtsai. 2004
Cinege €s mtsai. 2004
Cinege ¢és mtsai. 2004
Cinege ¢és mtsai. 2004
Cinege ¢és mtsai. 2004
Ditta és mtsai. 1980
Jelen munka

Leong és mtsai. 1985
Ditta és mtsai. 1980

Hirsch és Beringer

1984

Az Escherichia coli torzseket LB komplett tiptalajban (Maniatis és mtsai. 1982) 37 C°-on

novesztettiikk. Ahol sziikséges volt, a kovetkez0 antibiotikum koncentraciokat hasznaltuk:

kanamicin 50 pg/ml, tetraciklin 10 pg/ml, ampicillin 100 pg/ml, gentamicin 10 pg/ml. A

Snorhizobium meliloti térzseket TA komplett (Kondorosi és mtsai. 1984) és GTS minimal (Kiss

és mtsai. 1979) taptalajokban tenyésztettiik 31 C°-on. Ez esetben az antibiotikumokat a kovetkezd

koncentraciokban hasznaltuk: kanamicin 200 pg/ml, tetraciklin 15 pg/ml, streptomicin 200 pg/ml

¢s gentamicin 200 pg/ml. Alacsony oxigén koncentraciondl (mikroaerob koriilmények kozott)

torténd mérésekhez eldszor a 0,2, illetve B-galaktozidaz aktivitdas mérések esetében 0,5 optikai

denzitasig (600 nm-nél) novesztett baktérium tenyészeteket tartalmazéd lombikokat suba-seal
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(Sigma) dugok segitségével légmentesen lezartuk, majd razatds kozben 20 percen at nitrogén
gazzal atbuborékoltattuk. Ezt kdvetden annyi levegét juttattunk a tenyészetekbe, hogy ott az
oxigénkoncentracid 6 pM legyen. Az igy létrehozott mikroaerob tenyészeteket 4 o6ra tovabbi
novesztés utan hasznaltuk fel fehérje izolalashoz, protoporfirin IX koncentracio

meghatdrozashoz, valamint f-galaktozidaz aktivitds méréshez.

4.2. Rekombinans DNS technikak és szekvencia analizis

A pRK290 plazmid szarmazékait E. coli-bol S. meliloti-ba konjugacioval juttatuk be. Mivel a
pRK290 plazmid transzferéhez sziikséges a helper funkciokat hordozo pRK2013 plazmid
jelenléte, triparentalis keresztezéssel vittiik 4t a recipiens sejtekbe (Ditta és mtsai. 1980). A
plazmid DNS preparalast, restrikcids enzimekkel valo emésztést, agardz gél elektroforézist, DNS
fragmentum izolalast, klonozasi technikakat és az E. coli sejtek transzformalasat Maniatis €s
mtsai. 1982 szerint végeztiik. A Tn5 transzpozon inszercio helyét a PP2982 mutans torzsben a
P55 Tn5 specifikus oligonukleotida primer segitségével (3. tdblazat) hataroztuk meg. A DNS
mintakat Applied biosystems ABI PRISM késziilékkel szekvenaltattuk. A CycH fehérje

homologia vizsgéalatat az NCBI Conserved Domain Search, RPS Blast programmal végeztiik.

4.3. Plazmidok eloallitasa

A felhasznalt plazmidokat a 2. tablazatban soroltuk fel. A pAT522 (cycH-lacZ) és pAT523
(cycK-lacz) fuziok, a cyc operon promoter aktivitisanak meghatarozasa céljabol (Kereszt Attila
munkdja) a kdvetkezOképpen késziiltek: a pPP381 plazmidbol a cycHIKL operont hordozo 6 kb
EcoRI fragmentumot beépitettik a pUC19 vektorba. A cyc promoter el6tti Xhol fragmentum

helyére beépitettiik a p34E-Tp-bdl a trimetoprim rezisztencia gént (De Shazer és mtsai. 1996). E

30



k16nbol a PstI-BamHI fragmentumot, mely a Tp' gént, a Cyc promotert és a cycH gén elsé 16 bp-
jat hordozza, bevittiik a pEP82 plazmidba a lacZ riporter gén elé, igy létrehozva a pATS522
konstrukciot. A pAT523 plazmid elkészitéséhez egy hosszabb fragmentumot, a PstI-Pstl szakaszt
épitettiik be a pEP82-be, mely a Tp" génen és cyc promoteren kiviil a teljes cycH, cycJ gént,
valamint a cycK gén egy részét tartalmazta.

A cycH gént, valamint annak delécidés szdrmazékait hordozd plazmidokat a 3. tablazatban
bemutatott oligonukleotida primerek segitségével allitottuk eld. A polimeraz lancreakcidval

3. tablazat A kisérletekben hasznalt oligonukleotida primerek
A primereken talalhato BamHI és BgIII restrikcios enzim hasité helyeket félkovér betiikkel jeldltiik.

Primer Szekvencia (5°-37)

ACTR1 CCATTCCTGCTTCCAGGCGACATA

ACTR2 GGATCCCGGCTTCGCGGTCGAGAT
ACTR3 GGATCCCGTGTCGTCATCGACGAT
ACTR4 CCGGGTTCGGCATAAAGTCCGGTA

C58 TGGCCAGCTCGGCTTCCTCG

C59 GCGCCAGGCGGTTGGATAGA
C60 TAGAGACAAAGGCCGACAGC
Co64 CCTTTTCTGCTTGCGTGTCATTCA
CP5 CCCTATCAGGTCGGGTCGCA

CYCJ1  AGATCTGCGGAGAGGCTGAATGAC
CYCJ2 ATCCGTGACCGTGAAGGTGATGGT
CYCK1 TGGAGGTCAGCAGGACGAAGAACG
P55 GCAAAACGGGAAAGGTTCCG

SALI AGATCTAGGCTGTCGACCATGCCG
TPR224 AGATCTGATCATCGGGGTCGAGGG
TPR249 AGATCTTCCGCAAGCTCGCAGAGA
TPR157 AGATCTCCCAGCCGGCACCGTCTT
TPR185 AGATCTTCGGGCCAACCCCGGCAA
TPR208 AGATCTCGGCTGTGACCAGACCGC
TPR226  AGATCTCACCGTCCGCATTCTACC

(PCR) amplifikéalt megfelel6 DNS szakaszokat egyes esetekben elébb pBluescript plazmidba
épitettiik, majd minden esetben pEP82 mobilizalhaté plazmidba vittiikk be. A PCR reakciokhoz
templatként a pAT523 plazmidot hasznaltuk. A CycH fehérje szerepének a vizsgélatara hasznalt
pGC248, pGC269, pGC274, pGC280, pGC281, pGC292 ¢és pGC331 plazmidok elkészitési

modja a 2. tdblazatban megtalalhatd. A pGC332 plazmid elkészitéséhez a CP5-SALI primer
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parral a cycH gén 5’ 935 bp szakaszat amplifikaltuk, majd beépitettiik a pBluescript ECORV
helyére. A CYCJ1-CYCKI1 primer part hasznalva a cyc) gént is amplifikaltuk egy 890 bp
szakaszon, majd az el6z6 konstrukcio BgIII-Pstl helyére épitettiik. Az igy keletkezett plazmid
2150 bp hosszusagu HindIII-Pstl fragmentumat a csonka cycH, valamint a mogé fazisban épitett
teljes cycJ génnel beépitettiik a pEP82 mobilizalhaté plazmid HindIII-Pstl helyére, 1étrehozva a
pGC332 plazmidot. A CycH fehérje tetratrikopeptid (TPR) doménjei szerepének a
tanulmanyozasara szolgaldé pGC333 plazmidot a CP5-TPRI157 és TPR185-C64 primer parok

segitségével készitettiik el (7. és 8. abra). E primerekkel a cycH gént amplifikaltuk az els6é TPR

it
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konstrukcio elkészitési modellje
A fekete téglalapok jelzik a TPR doméneket kddold szekvencidkat. A cycH gén f6l6tt elhelyezett
kis nyilak jelzik a PCR reakciokhoz hasznalt oligonukleotida primereket.
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domént kodold része elbtti és mogotti szakaszon. E szakaszoknak az els6 TPR domén feldli
végén a primerekkel egy-egy Bglll restrikcios enzim hasitd helyet allitottunk eld. Az igy kapott
két DNS szakaszt kiilon-kiilon beépitettiik a pBluescript ECORV helyére. A Bglll restrikcios
helyeket hasznalva a kapott két cycH fragmentumot ligaltuk. Az igy 1étrejott cycH gén egy 78 bp-
os, fazisban levd delécidt tartalmazott. Ezaltal egy olyan CycH fehérje képzodott, melybdl
hianyzott a 157. és 185. aminosavak kozotti szakasz az els6 TPR doménnel. Ahhoz, hogy az igy
létrejott konstrukciot bevigyilk S meliloti-ba, a plazmid 1342 bp HindII-Pstl szakaszat
beépitettiik a pEP82 mobilizalhatd plazmid HindIII-Pstl helyére. A pGC335 plazmid elkészitése
a pGC333-¢hoz hasonld moddon tortént, ez esetben a CP5-TPR208 ¢és TPR226-C64 primer
parokat hasznaltuk (8. dbra). Ilymddon a cycH génben egy 48 bp-os, fazisban 1évd deléciot

hoztunk 1étre, igy a kodolt fehérjébdl hidnyzott a 208. €s 226. aminosavak kozotti, masodik TPR

cycH
Serll
pGC333 ?ECP} TPR1S7; IPRI8S: C6h
5 TPR20%, TPR226 5
pGC335 f&) 3 tb. g
pGC306 & TPR24 TPRMY
pGC333 Byl
78 bp
pGC335 - Bgﬁ
48 bp
pGC306 Byill

69 bp

8. abra A cycH génben levd TPR doméneket kddold szakaszok delécioit hordozéd plazmidok
elkészitése

A fekete téglalapok jelzik a TPR doméneket kodold szekvencidkat. A fehér nyilak jelzik az
oligonukleotida primereket, melyeket a PCR reakciokhoz hasznéltunk.
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domént tartalmazo szakasz. A pGC306 plazmidot hasonld6 moédon, a CP5-TPR224 és TPR249-
C64 primer parokkal készitettiik el. A keletkezett cycH gén egy olyan fehérjét kodolt, melybdl
hianyzott a harmadik TPR domén (24 aminosav a 224. és 249. aminosavak kozt) (8. édbra). Ezt
kovetden a pGC334, pGC336 illetve a pGC310 plazmidokat készitettiik el a pGC333, pGC335 és
pGC306 konstrukciok segitségével ugy, hogy a cycH-ban talalhato TPR deléciok mogé a Sall
helyre fazisban beépitettik a pAT523-bdl izolalt 1153 bp Sall-Pstl fragmentumot, mely az
eltavolitott cycH génszakasz mellett a teljes cycJ gént is tartalmazta.

Az actR génben mutans S, meliloti torzs eldallitasanak céljabol a pGC348 plazmidot az
alabbiak alapjan készitettiik el (9. dbra). Az actR gént és a koriilotte levd régiot az ACTRI-

ACTR2 és ACTR3-ACTR4 primer parok segitségével PCR reakciokkal amplifikaltuk. Az igy
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9. abra Az actR mutans gént hordoz6 pGC348 konstrukcio elkészitésének modellje
Az actR gén ¢és koriilotte levo régid folott kis nyilakkal jeldlve feltiintettiik a PCR reakciokhoz
hasznalt oligonukleotida primereket.
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kapott 1612 bp ¢és 1664 bp fragmentumokat kiilon-kiilon beépitettiik a pBluescript Smal helyére.
A keletkezett pGC343 és pGC344 konstrukciokat elobb BamHI restrikcios enzimmel emésztettiik
és feltoltottiik a DNS végeket, majd EcoRI-gyel illetve HindIII-mal valé emésztés utan izolaltuk
az adott fragmentumokat és beépitettiik a pBluescript ECORI-HindIIl helyére. Az igy létrejott
konstrukcioban taldlhatdé actR gén egyetlen Mscl restrikcids hasité helyére beépitettiik a TnS
transzpozon 1463 bp HindIIl/Sall fragmentumat a Km rezisztencia marker génnel abbol a célbol,
hogy a genomba kettds homoldg rekombinacidval vald bevitelre szelektalni tudjunk. A kapott
konstrukciobol (pGC347) kivagtuk a 4781 bp BamHI/HindIII fragmentumot a Km' inszerciot
hordozé actR génnel és a koriilotte levd régidval, majd beépitettiik a pPRK290 ECoRI helyére, igy

létrehozva a pGC348 plazmidot, amely mar mobilizalhat6 és replikalodik S meliloti-ban.

4.4. Mutans S. meliloti torzsek eléallitasa

A PP2982 torzset csoportunkban a Kereszt és mtsai. 1995-ben leirt, cyc génekben mutans
torzsekhez hasonldan allitottak eld célzott TnS mutagenezissel.

Az actR génben mutdns GC351 torzset az alabbiak szerint készitettilk el. A pGC348
plazmidot konjugacioval bevittiik a vad tipust S meliloti GMI211 térzsbe. A plazmidon talalhato
actR génben levd Km' markernek a kromoszomalis actR génkopidba kettds homoldg
rekombinacioval vald beépiilésére gy szelektaltunk, hogy a S méliloti-ban 1évé pGC348
plazmidot kifiztiik a vele inkompatibilis pPH1JI plazmiddal, kdzben Gm és Km rezisztenciara
szelektaltunk. A Gm" a pPH1JI markere. Amint azt Southern-analizissel bizonyitottuk, a kapott

Tet (pRK290 plazmid markere) szenzitiv klonok a genomban tartalmaztidk a Km' kazettat.
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4.5. A c-tipusu citokromok és a protoporfirin IX kimutatasa

S meliloti baktériumokbdl fehérje kivonatot készitettiink, majd centrifugalassal
elvalasztottuk a membrankotott és szolubilis fehérje frakciokat Kereszt és mtsai. (1995) mddszere
alapjan. 300 ng fehérjét tartalmazo kivonatot denaturalds utan 15%-os SDS poliakrilamid gélen
elektroforézissel szétvalasztottunk (Laemmli és mtsai. 1970), majd kovalensen kotott hemet
tartalmaz6 C-tipust citokromok specifikus kimutatdsara alkalmas modszerrel festettliink (Schulz
¢s mtsai. 2000). A mddszer azon alapul, hogy H,O, és oxidalhaté szubsztrat, példaul valamilyen
benzidin szdrmazék jelenlétében a hem csoport peroxidaz aktivitdst mutat, és az oxidalodott
hidrogéndonor, esetiinkben az orto-dianizidin (Sigma D-9154), szines, vizben oldhatatlan
csapadékkeént kivalik a gélben. Elektroforézis utan a géleket 10 percig 10%-os triklor-ecetsavban
fixaltuk, 5 percig desztillalt vizben mostuk, majd 30 percig festettiik 10 mg/ml o-dianizidint, 51
mM Tri-natrium-citratot (pH 4.4) és 0.7% H,0;-ot tartalmazé oldattal.

A PPIX mennyiségeket Miyamoto ¢és mtsai. (1992) szerint spektrofluorimetrids
modszerrel hataroztuk meg. A mikroaerob koriilmények kozott novesztett S meliloti
baktériumokat centrifugéltunk és 15 ml fiziologids séoldattal mostuk. A sejteket 3 ml térfogat
aceton/0,1 M NH4OH (9:1, térfogat/térfogat) oldatban szuszpendaltuk, majd ismét centrifugaltuk.
Az igy nyert feliiluszot 404 nm-en gerjesztettiik, és az emissziot 633 nm-en mértiik Photon

Technology International spektrofluoriméteren.

4.6. ,Respiracios” nitrat-reduktaz aktivitas kimutatasa
A szilard taptalajon novesztett baktérium telepekre 10 mM NaNO; oldatban
megnedvesitett szlir6papir korongokat helyeztiink, €s 15 perc inkubalas utan a filterekre frissen

készitett Griess-llosvay reagenst (1% szulfanilsav és 0,3% naftil-amin 30%-o0s ecetsavban)
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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

¢lénk rézsaszinli azofestékké kapcsolodik Ossze.

4.7. Novényi teszt és novényi szarazsily meghatarozas

A Medicago sativa spp. sativa cv. Sitel magokat 5 percig 96%-o0s etanollal, majd 5 percig
0,1 % HgCl,-al sterileztiik, majd 8-10-szer steril desztillalt vizzel atmostuk és 1 6ra hosszat 4 C°-
on vizben taroltuk. Ezutdn 1%-o0s agarra szélesztettiik Oket, majd szobahdmérsékleten valo
csiraztatds utdn nitrogénforrast nem tartalmazé szilard Gibson taptalajon, steril koriilmények
kozott ndvesztettiik tovabb. A 3 napos lucerna csirandvényeket a megfeleld baktérium toérzsekkel
inokulaltuk, majd két honapig 20-22 C°-on, 16 ora fény-8 oOra sotét megvilagitasi ciklust
alkalmazva novesztettiik. Ezutan a novények sziklevél f616tti zold részét 6sszegyiijtottiik, 68 C°-

on 40 6ra hosszat szaritottuk, majd megmértiik a novények szarazstlyat.

4.8. B-galaktozidaz aktivitas meghatarozasa

A S mdiloti torzseket 34 C°-on a megfeleld antibiotikumokat tartalmazo taptalajban
felnovesztettiik, és gy higitottuk, hogy optikai denzitdsuk 600 nm-en 0,1 legyen. Ezutan a
baktériumokat felndvesztettiik ODgpo=0,5 értékig és a tenyészet egy részébdl B-galaktozidaz
aktivitdst mértiink Miller és mtsai. (1972) modszere alapjan. A tenyészet tobbi részét
mikroaerobizaltuk (a 3.1. részben leirt modszerrel) és tovabb ndvesztettiik, majd a 4 6ra hosszat
mikroaerob novesztett baktériumokban is megmeértiikk a B-galaktozidaz aktivitast. Az aktivitds
egysége 1000x ODuyo/percx ODgoox ml. Giimdbdl torténd aktivitds mérések esetén a lucerna

ndvényeket olyan vad tipusu, illetve az actR génben mutdns baktériumokkal inokulaltuk, melyek
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hordoztak a pAT522 plazmidot a cycH-lacZ fuzioval. Az inokulalast kovetd 4 illetve 6 hét
elteltével 20-30 mg giimdt gyljtdttiink és homogenizaltunk 1 ml 0 C°-o0s 250 mM mannitol-5
mM Tris (pH 7,0) pufferben. Ezt kdvetden a mintdkat 30 percig jégen tartottuk, majd
centrifugaltuk. A feliiluszobol enzimaktivitast, és (Bio-Rad protein microassay modszerrel)

fehérje koncentraciot hataroztunk meg. Az aktivitas egysége 1000x OD4yo/percx mgx ml.
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5. EREDMENYEK
5.1. A cyc gének mutaciojanak hatasa a hem bioszintézisre

A cycHJKL génekben mutaciot hordozo S. meliloti baktériumok a Cyc fehérjék hianyaban
nem képesek a hem prosztetikus csoportot a C-tipusu citokrém apoproteinekre kapcsolni.
Feltételezésiink az volt, hogy a Cyc fehérjék hidnya valdsziniileg a hem és apoprotein
prekurzorok felhalmozddasat eredményezheti, mely hatissal lehet a két komponens
bioszintézisére.
Ahhoz, hogy e muticioknak a hem bioszintézisre kifejtett hatasat megvizsgaljuk, el6szor a hem
els6 prekurzoranak szintéziséért felelés d&-aminolevulinsav szintazt kodold hemA gén
kifejez6dését mértilk meg a cyc mutans €s vad tipusu baktériumokban. A hemA gén expressziojat
a hemA promoterhez kapcsolt lacZ riporter génrél megnyilvanuld B-galaktozidaz aktivitasanak
mérésével kovettiik. A hemA-lacZ fiziot hordozé pXLGD4 plazmidot (Leong és mtsai. 1985)
konjugacioval bevittiikk az AK631 vad tipust torzsbe, valamint az AT342 (cycH::Tn5), PP2982
(cycH::TnS5), AT344 (cycJ::TnS) és AT345 (cycK::Tn5) mutdns torzsekbe. A B-galaktozidaz
aktivitast aerob és mikroaerob koriilmények kozott novesztett tenyészetekbdl mértikk. A hemA
gén kifejez6dése nem valtozott a mutansokban a vad tipusu baktériumokhoz képest.

Ezutan ugyanezekben a torzsekben a hem kozvetlen prekurzoranak, a PPIX-nek a
mennyiségét vizsgaltuk meg. A cyc mutansokban PPIX felhalmozodast tapasztaltunk a vad
torzshoz képest (10. dbra). Azonban a tobbi cyc génben mutacidt hordozod torzzsel ellentétben, a
PP2982 (cycH::Tn5) térzsben nem halmozodott fel a PPIX. A két cycH mutans torzsben (AT342,
PP2982) kapott eltérd PPIX szintek alapjan azt feltételeztiik, hogy az inszercid esetleges polaris
hatasanak kovetkeztében az egyik esetben a tobbi cyc gén sem fejezddik ki, mig a masik esetben

a mutacidé nem befolyésolja az operon tobbi tagjanak expresszidjat. A PP2982 torzs, akarcsak a
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10. abra AK631 vad tipust és cyc génekben mutans (AT342, PP2982, AT344 ¢s AT345) S
meliloti baktérium térzsek kivonatanak fluoreszcencia spektruma

A kivonatokat 405 nm-en gerjesztettiik.

korabban leirt cyc mutansok (Kereszt és mtsai. 1995) nem volt képes a légkori nitrogént
megkotni (Fix') (1asd késObb), és nitrat-reduktaz hidnyos (Rnr’) fenotipust mutatott (lasd késobb),
mivel a nitrat-reduktdz enzimhez elektronokat szallitd c-tipust citokroémok hidnyaban az enzim
nem miikodott. Annak ellenére, hogy a PP2982 baktériumokban nem halmozddott fel a PPIX, a
torzsbol készitett fehérje kivonatban nem tudtunk kimutatni c-tipust citokromokat (11. dbra). A
tovabbi vizsgalatokhoz sziikséges volt a két Tn5 inszerci6 helyének pontos ismerete. Mivel ezt a
PP2892 torzsben még nem hataroztak meg, ezért DNS szekvenalassal megallapitottuk, hogy a
TnS a cycH gén 459-edik bazisparjanal épiilt be. A CycH fehérje a 3. és 22., valamint a 95. és
115. aminosavai kozott két transzmembran domént tartalmaz, melyek kozrezarnak egy
citoplazmatikus hurkot, a 264 aminosavbdl all6é C-termindlis szakasz pedig a periplazméba nyulik
(Kereszt és mtsai. 1995). Megallapitottuk, hogy a PP2982 torzsben a Tn5[53] inszercid a fehérje

C-terminalis szakaszanak az elején talalhat6 (12. dbra). Az AT342 mutansban a Tn5[56] a cycH
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11. abra A mikroaerob koriilmények kozott ndvesztett vad tipusu (AK631) és két cycH mutans
(AT342 és PP2982) torzsbdl izolalt fehérjék gélelektroforézise

A membran (A) ¢és szolubilis (B) fehérje frakciokat az elvalasztast kovetden kovalensen kotott
hem kimutatasara alkalmas modszerrel festettiik.

gén 192. bazisparja mogé épiilt be, a fehérje citoplazmatikus hurkat kodolo régioba. Ahhoz, hogy
a cycH génben levd két fiiggetlen mutacio esetleges polaris hatdsat megvizsgaljuk a cycH gén
utan elhelyezkedd cyc génekre, komplementacids kisérleteket végeztink. Az ¢ép cycH gént
hordoz6 pGC292 plazmidot bevittiikk az AT342 és PP2982 cycH mutans térzsekbe. Ha a tobbi cyc
gén transzkripcidjat nem befolyasolja a TnS inszercio, a Cyc fehérjék funkcidja nem kéarosodott, a
c-tipusu citokrémok létrejonnek. A funkciondlis c-tipust citokromok jelenlétének a vizsgélatdhoz
a nitrat-reduktaz enzim miikodését ellendriztiik. Mindkét mutans esetében Rnr' fenotipust
kaptunk (13. 4bra), vagyis a plazmidon taldlhatdé cycH gén komplementalta mindkét Rnr
fenotipusu cycH muténst. Eredményeink tehat arra utaltak, hogy a Tn5 transzpozonnak egyik

torzs esetében sincs polaris hatdsa a mogotte 1évd génekre. Adatainkat 0sszegezve azt talaltuk,

hogy a cycJ, cycK és cyclL gének, valamint a cycH gén 5° végi 459 bazisparja, vagyis a PP2982-
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12. abra Az AT342 és PP2982 mutansokban levé Tn5[56] illetve Tn5[53] inszerciok

elhelyezkedése a S. meliloti CycH fehérje kiilonb6z6 régidiban
Az inszercioknal feltlintetett szamok az aminosavat jelentik. A sziirke téglalapok tetratrikopeptid
doméneket jeldlnek. Az itt bemutatott szerkezeti modell Lang és mtsai. (1996) alapjan késziilt.

13. abra Kiilonb6zé baktérium torzsek respiracids nitrat-reduktdz aktivitasdnak kimutatasa

szinreakcidval
1: AK631 vad tipusu torzs, 2: PP2982 cycH mutans, 3: PP2982 (pGC292), 4: AT342 cycH

mutans, 5: AT342 (pGC292), 6: AT342 (pGC333), 7: AT342 (pGC335), 8: AT342 (pGC306) és
9: AT342 (pGC269). A 6-9 mintakra vonatkozo kisérletet lasd az 5.3. alfejezetben.
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ben levé Tn5[53] inszercioig terjedd szakasz sziikséges ahhoz, hogy a S meliloti baktériumoknak

vad tipusu PPIX fenotipusa legyen.

5.2. A CycH fehérje N-terminalis szakaszanak szerepe a PPIX szint meghatarozasaban
El6z6 eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a CycH fehérjének a
Tn5[56] és Tn5[53] inszerciok kozti szakasza fontos szerepet tolt be a PPIX szintjének
meghatdrozasaban. A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a két Tn5 kozotti 89 aminosavbol allo
szakaszon vajon a periplazmaba nytlé 38 aminosavnyi szakasznak, a masodik transzmembran
doménnek, vagy a citoplazmatikus 31 aminosavnak van-e szerepe a fentiekben emlitett
folyamatban. Kisérleteinkben a pGC274 és pGC281 plazmidokat hasznaltuk, melyek koziil az
elébbi a CycH fehérjét a periplazmatikus szakaszig (112 aminosav), az utobbi pedig a masodik
transzmembran doménig (96 aminosav) kdédolja. E két konstrukcidt az AT342 torzsbe vittiik be
konjugacioval. Azt tapasztaltuk, hogy mindkettd helyredllitja a vad PPIX fenotipust (14. abra).
Mint ahogyan varhaté volt, a pGC280 konstrukcid, mely a cycH gént az AT342 inszercidig
kédolja, nem volt képes megvaltoztatni az AT342 torzs PPIX fenotipusat. Ezek alapjan azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy a CycH fehérje 96 aminosavnyi N-terminalis szakasza, beleértve a
fehérje elsd transzmembran doménjét a citoplazmatikus hurkkal egyiitt, fontos szerepet jatszik az

alacsony PPIX szint megdrzésében.
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14. abra A CycH fehérje Tn5[56] és Tn5[53] mutaciok kozti szakaszanak vizsgalata
A Plazmid konstrukciok. A téglalapok jelzik a cycH gén két transzmembran domént kddolo
szakaszat. B A vad tipusu torzs, két cycH génben mutans, valamint az AT342 torzset kiilonbozo
plazmidokkal komplementalt klénok kivonataibdl mért PPIX szintek.
5.3. A CycH fehérjében talalhaté tetratrikopeptid domének szerepének vizsgalata

A CycH fehérje 96 aminosavbol 4ll6 N-terminalis részének fontos szerepe van a hem
bioszintézis utolsd lépéseiben. A fehérje nagyrészét azonban egy 264 aminosavbol allo
periplazmatikus C-terminalis szakasz alkotja. E régi6 funkcionalis szerepének megismerésére az
NCBI RPS Blast programmal analizaltuk e szakasz szekvenciajat, és harom tetratrikopeptid

(TPR) domént azonositottunk rajta (12. és 15. dbra). A TPR domének irodalmi adatok alapjan

fehérje-fehérje interakciokban toltenek be szerepet, ezaltal multiprotein komplexeket képesek
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létrehozni (Lamb és mtsai. 1995, Blatch és mtsai. 1999). A 34 aminosavboél all6 TPR domének
Osszehasonlitasa alapjan megallapitottak, hogy a kiilonbdzd pozicidkban leggyakrabban fellelhetd
aminosavak a kovetkezok: 4. (W/L/F), 7. (L/'Y/M), 8. (G/A/S), 11. (Y/L/F), 20. (A/S/E), 24.
(F/Y/L), 27. (A/S/L) és 32. (P/K/A), melyek konszenzus szekvenciat alkotnak (Blatch és mtsai.
1999). Abban az esetben, ha a kiilonb6zé funkciot ellatdé fehérjék TPR doménjeit hasonlitjuk
Ossze, a szekvencia hasonldosag e nyolc konszenzus aminosavra korlatozodik. Ez arra utal, hogy a
TPR fehérjéknek a mas fehérjékkel valo kapcsolattartasaban toltenek be fontos szerepet. E nyolc
aminosav mindegyikét megtalaltuk a S meliloti CycH fehérjének a harmadik TPR doménjében,
az els6 TPR doménbdl hidnyzott a 32. pozicidban levé konszenzus aminosav, a masodik TPR
doménbdl pedig a 4., 7., 8. és 11. pozicidban 1€v6 konszenzus aminosavak (15. dbra). Amint a 15.
abran lathato, a S meliloti-val rokon fajok CycH homolodgjaiban is talaltunk TPR domén
szekvencidkat, melyek a konszenzus szekvenciaval valdo homologia mellett a S meliloti TPR
doménjeiben levd tovabbi aminosavakkal is mutatnak homologiat. Ahhoz, hogy e harom TPR
domén szerepét a S meliloti CycH fehérje funkcidjaban megvizsgaljuk, elkészitettiik a pGC333,
pGC335 és pGC306 plazmid konstrukcidkat, melyekbdl a CycH fehérje egy-egy TPR doménjét
eltavolitottuk. A pGC333 plazmid egy 78 bp hosszlsagl, fazisban levd delécidt hordozo cycH
gént tartalmaz (7. 4dbra, 8. 4bra), és hidnyzik beldle az els6 TPR domént koédold régio. E
konstrukcio a pGC292 plazmiddal ellentétben (mely az ép cycH gént hordozza) nem volt képes
helyreéllitani az AT342 torzs Rnr  fenotipusat (13. dbra). A CycH fehérje masodik illetve
harmadik TPR doménjét nem kodolo pGC335 ¢és pGC306 plazmidok szintén nem
komplementaltdk az AT342 torzs Rnr fenotipusat. Amennyiben a pGC269 plazmiddal

komplementaltuk az AT342 torzset, mely egy csonka, a C-terminalis végén 70 aminosavat nem
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A Sm 154 187
Bj 153 186
R1 151 184
M1 156 189
Ec 222 255
B Sm 191 MGGYAEA OAGG 224
Bj 190 RSDUGEATSAAAGG 223
R1 188 LDGHARTLMAVSDG 221
M1 193 QAGHGEHAIAGAAGG 226
Ec 259 ALGYABALTRSSDP 292
C Sm 226 ESSEABR 258
Bj 224 LAKAIZAID 257
R1 222 KQS|¥SIB 255
M1 227 AMLGTLIZP|E 260
Ec 293 MMLKLLIZAN 326

15. abra Kiilonb6z6 baktérium fajok CycH-val homolog fehérjéiben talalt TPR szekvencidk
Osszehasonlitdsa a TPR konszenzus szekvenciaval

A feketével kiemelt aminosavak azonosak a konszenzussal. A fehérrel, vilagos- és sotétsziirkével
kiemelt aminosavak konzervalt kis-, nagy hidrofob, valamint toltéssel rendelkezd, vagy polaris
aminosavakat jelolnek. Jelmagyarazat: A, els6 TPR domén; B, masodik TPR domén; C,
harmadik TPR domén; Sm, Snorhizobium meliloti; Bj, Bradyrhizobium japonicum; R,
Rhi zobium leguminosarm; Ml, Mesorhizobium loti; és Ec, Escherichia coli.

tartalmazd CycH fehérjét kodol, de mindharom TPR domént tartalmazza, a Rnr fenotipus

helyreallt (13. abra).

5.4. A cycH mutansok Fix fenotipusanak komplementalasa
A pGC292 plazmidon talalhato teljes hossziisagu cycH gén komplementalta mindkét
cycH mutans torzs Rnr fenotipusat. Ha azonban a pGC292 plazmidot hordozé cycH mutans

baktériumokkal inokulaltuk a lucerna ndévényeket (két fiiggetlen kisérletben 50-50 ndvényt), ezek
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nitrogénhidnyos téptalajon elsargultak, ugyanis a keletkezett szimbiotikus giimékben a
bakteroidok nem voltak képesek megkotni a 1égkori nitrogént, azaz Fix™ fenotipust mutattak. Ha e
mutans torzsek a pAT523 plazmidot hordoztdk, mely a cycH mellett a teljes cyc) gént is
tartalmazta, a vad tipust baktériumokra jellemzd Fix™ fenotipus helyreallt (16. 4bra). Arra a
kérdésre kerestiik a valaszt, hogy ebben az esetben a teljes cycJ génre van-e sziikség, vagy ennek
csupan egy szakasza is elegendd a Fix™ fenotipus helyreallitisahoz. Elkészitettik a pGC342
konstrukciot, melyben a cycH gén mogott a cycd génnek az 5° végi 234 bazisparja (koriilbeliil a
gén fele) volt jelen. Amint a 16. dbran is lathato, a pGC342 plazmidot tartalmaz6 AT342 torzzsel
inokulalt névények szarazsulya megegyezik azokéval, melyeknél a baktériumok csupan a cycH
gént tartalmazzak a komplementalo plazmidon. Tehat a Fix™ fenotipus helyreéllitisahoz a cycH
gén mellett nagy valdszinliséggel a teljes cycJ génre is sziikség van. A tovabbiakban azt
vizsgaltuk, hogy a TPR delécids konstrukciok képesek-e helyreallitani a Fix fenotipust. Ezért
elkészitettiink harom olyan plazmidot (pGC334, pGC336, pGC310), melyben a TPR delécidkat
hordoz6 cycH gén mogé fazisban beépitettiik a teljes cycd gént is. Ezeket a plazmidokat
konjugacioval bevittiik az AT342 cycH muténs torzsbe. A kapott klonokkal lucerna ndvényeket
inokuléltunk, majd a kapott szarazstulybdl a Fix fenotipusukra kovetkeztettiink. A TPR delécids

klénok a Fix fenotipust sem voltak képesek helyreallitani az AT342 mutans torzsben (16. dbra).
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16. abra A Kiilonbo6z6 baktériumokkal inokulalt lucerna névények szarazstlya az inokulalas utan
két honappal
A novényi tesztben felhasznalt torzsek: AK631 vad tipusu torzs, az AT342 és PP2982 cycH
mutans torzsek, valamint a kiilonb6z6 plazmidokkal komplementalt mutdnsok (lasd B rész és 2.
tablazat). NI: nem inokulalt kontrol.

B A cycHJKL operon vézlatos abrazolasa, az egyes plazmid konstrukcidkkal
A felhasznalt oligonukleotida primerek, valamint restrikcios enzim hasito helyek az operon felett
vannak feltlintetve.
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5.5. A cycHJKL operon kifejezodése mikroaerob koriilmények kozott indukaléodik

A szimbidzis-specifikus 1égzési elektrontranszport lanc alegységeit kodolo fiXNOQP operon
kifejezddése mikroaerob koriilmények kozt 1ényegesen megnd (David és mtsai. 1988). A Cyc
fehérjéknek tobbek kozott feladata az is, hogy a FixO és FixP c-tipusu citokrom apoproteinekhez
kovalensen hozzakapcsoljadk a hem csoportot, és ezaltal funkciondlis c-tipusi citokromokat
hozzanak Iétre. Ezért azt feltételeztik, hogy a Cyc fehérjék is nagyobb mennyiségben
képzddhetnek mikroaerob koriilmények kozott. Megvizsgaltuk, hogy a cycHJKL operon
kifejezddése valtozik-e alacsony oxigénkoncentracional az aerob koriilményekhez képest. Ennek
meghatarozdsara a CyCc operon promoterét a CycH gén elejével beépitettik a pEP82 széles
gazdaspecificitasu plazmid lacZ riporter génje elé. Az igy létrejott pATS522 konstrukeiot bevittiik
a S meliloti 2011 (GMI708) vad tipusu baktérium torzsbe. Ezutan a riporter génrél kifejez6do B-
galaktoziddz enzim aktivitdsanak mérésével kovettiik a cyc operon promoter aktivitasat. A
varakozasnak megfeleléen azt tapasztaltuk, hogy a cycH gén aerob koriilmények kozott is

kifejezddott, mikroaerob koriilmények kozott pedig expresszidja megndvekedett (17. abra).

5.6. A cycHJKL operon mikroaerob indukciéjanak szabalyozasa

S meliloti-ban a FixL/J kétkomponensi jelatvivo rendszer (David és mtsai. 1988) fontos
szerepet tolt be a szimbiotikus koriilmények kozott indukalddo gének (nif, fix) transzkripcidjanak
szabalyozasaban. A rendszer érzékeld komponense az alacsony oxigén koncentracid hatdsat a
tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk a FixL és FixJ fehérjék esetleges szerepét a cyc operon mikroaerob
indukcidjaban is. A cyc operon kifejezodését az el6z6ekben is hasznalt cycH-lacZ fuziot hordozo

pATS522 plazmid segitségével mértiik meg. A pAT522 konstrukciot konjugacidval a vad tipusu
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torzs mellett bevittiik a GMI5705 (fixL::Tn5) valamint a GMI5704 (fixJ::Tn5) mutans torzsekbe
is, majd e baktériumokbdl B-galaktoziddz enzimaktivitast mértiink. Azt tapasztaltuk, hogy a
mutansokban az aktivitasi értékek alacsonyabbak voltak ugyan a vad tipusban mért értékeknél, de
a mikroaerob indukcid itt is tapasztalhaté volt (17. dbra). A mutansokban aerob koriilmények

kozott is alacsonyabb aktivitast lehetett detektalni, mint a vad tipusu sejtekben. Ennek lehetséges

O aerob
@ mikroaerob

450

400 -

350

300 -
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100 +

B-galaktozidaz aktivitas (Miller egység)

50

vad tipus fixL fixJ fixK

17. abra A cyc operon kifejez6dése a vad tipust baktériumban, valamint fixL, fixJ, és fixK

mutans torzsekben
Harom fiiggetlen kisérletben két-két klonbol mértiik a B-galaktozidaz aktivitast.

okat egy kontrol kisérletben kivantuk tisztazni, melyben egy oxigénkoncentraciétol fiiggetlentil
kifejezdd6 gént vizsgaltuk meg ugyanezen torzsekben. Az rkpZ gént valasztottuk ki a kisérlethez,
tipust és a két mutans torzsbe, majd B-galaktozidaz aktivitast mértiink. Az rkpZ gén a S meliloti

41 baktérium kapszuldris poliszacharidja lipid lanchosszdnak meghatarozasaban jatszik szerepet.
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B-galaktozidaz aktivitds méréseinkbdl (18. abra) lathatod, hogy a varakozasnak megfelelden az
rkpZ gén kifejezodése nem indukalodik mikroaerob korilmények kozott, azonban ennek a

génnek a transzkripcioja is alacsonyabb szintii a fixL és fixJ mutans térzsekben. Ezen adatok
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18. abra Az rkpZ gén kifejez6dése vad tipust, és fixL, fixJ mutans toérzsekben

Két fiiggetlen kisérletben két-két klonbol mértiik a B-galaktozidaz aktivitast.
alapjan azt feltételeztiik, hogy a mutansokban kapott alacsonyabb aktivitasi értékek valosziniileg
a fixL illetve fixJ mutaciok altal okozott nem specifikus hatasnak koszonhetdk, nem pedig a
FixL/J rendszer cyc operonra gyakorolt hatasanak.

Tovabbi kisérleteinkben a FixL/J regulacids kaszkadba tartozd FixK fehérje esetleges

szabalyozé szerepét vizsgaltuk meg. A FixK fehérje nagyfoku homologiat mutat az Escherichia
coli-ban O, szenzor szerepet bet6ltd Fnr fehérjével, mely anaerob koriilmények kozott alternativ

terminalis akceptorok mukddését inditja be (Griffiths és Cole 1987, Spiro és Guest 1987). Ezért
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megvizsgaltuk, hogy a FixK szerepet jatszhat-e a cyc gének mikroaerob indukciojaban. A
GMI5630 (fixK; A, fixK,::Tn5) mutans torzsben a cycH gén a fixL és fixJ mutansokban mért
értékekhez hasonloan fejez6dott ki. A fixK mutansban is alacsonyabb génkifejezddést
tapasztaltunk, mint a vad tipust baktériumokban, és ekkor is megnyilvanult a mikroaerob
indukcio hatdsa (17. 4bra). Ez arra utalt, hogy a FixK fehérjének sincs szerepe a CyC operon
oxigénszinttdl fliggd szabalyozasaban.

Egy tovabbi lehetséges jelolt az ActS/R fehérjepar volt. A S meliloti ActS/R jelatvivo
rendszerrdl ismeretes, hogy az ActS fehérje a kdrnyezet alacsony pH szintjét érzékeli, és az ActR
fehérjén keresztiil olyan géneket aktival, melyek az alacsony pH szinten valo ttlélést biztositjak
(Tiwari és mtsai. 1996). E két fehérje nagyfoki homologiat mutat a Rhodobacter capsulatus-ban,
Rhodobacter sphaeroides-ben és Bradyrhizobium japonicum-ban leirt RegB/A, PrrA/B illetve
RegS/R fehérjékkel, melyeknek az alacsony oxigénszint érzékelésében és kozvetitésében van
szerepiik. Emmerich és mtsai. (2000a) bizonyitottdk, hogy az emlitett jelatvivd rendszerek
transzkripcios regulatorai funkcionalisan is helyettesithetik egymast. Példaul a S meliloti ActR
fehérje in vivo és in vitro koriilmények kozott képes kotédni a Bradyrhizobium japonicum fixR-
nifA operonjanak promoterére, amelyet a RegR fehérje szabalyoz. A fixR-nifA operon transzlacios
startja eldtt —81 nukleotidaval (Emmerich és mtsai. 2000b) a [5’-GNGGCGTTNNGNCGC-3’]
RegR-kotd motivumot azonositottdk ¢€s kimutattdk, hogy a feltiintetett nukleotidédk mindegyike
nélkiilozhetetlen a RegR fehérje kotdédéshez. Megvizsgaltuk, hogy a S. meliloti cyc operonjanak
promoterében talalhato-e ehhez homoldgiat mutatd szekvencia. A cyc operon transzlacios startja
elétt —127 nukleotidaval a kovetkezd szekvenciat azonositottuk, mely nagyfoku homologiat mutat

a fixR-nifA promoterben talalhaté RegR-ko6té motivummal:

ActR box ? (cycHIKL)  5’-AAGGTGTTGAATCGC-3’
RegR box (fixR-nifA)  5’-GNGGCGTTNNGNCGC-3’
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Ezért megvizsgaltuk a S meliloti ActS/R rendszer esetleges hatasat a cycHJKL operon
kifejezddésére mikroaerob koriilmények kozott. Elkészitettik a GC351 actR génben mutans
baktérium torzset. A cycH-lacZ fuziét hordozo pAT522 plazmidot bevittiik a GMI211vad tipusu
¢s GC351 actR mutans baktériumokba, majd P-galaktozidaz aktivitdst mértiink aerob ¢&s

mikroaerob koriilmények kozt (19. abra). A vad tipusu torzsben 21%-o0s mikroaerob indukciot
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19. abra A cyc operon kifejez6dése szabadon €16 vad tipusu €s actR mutans térzsekben
Harom filiggetlen kisérletben két-két klonbol mértiik a B-galaktozidaz aktivitast.

mértiink, mig az actR mutinsban az aerob ¢és mikroaerob mintdkbol mért enzimaktivitas
megegyezett. A riporter gén segitségével kapott adatokat lucerna gazdandvénnyel kialakitott,
szimbiotikus glim6kbdl torténd aktivitds méréssel ellendriztiik. Lucerna novényeket inokulaltunk
a cycH-lacZ faziét hordozo vad tipusu és actR mutans torzsekkel. Az inokulalas utan 4 illetve 6

hét elteltével a keletkezett lucerna glimékbdl B-galaktozidaz aktivitast mértiik (20. dbra). Az
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20. abra A cyc operon kifejezddése a vad tipusu és actR mutans torzsekkel

inokulalt lucerna glimdkben, az inokulalas utani 4. ¢és 6. héten

Otven-0tven ndvény giimdibdl eldallitott kivonatbol mértiik a B-galaktozidaz aktivitast.
inokulalast kovetd 4. héten nem tapasztaltunk kiilonbséget a vad tipusu és actR génben mutans
baktériumokbol mért enzimaktivitasi értékek kozott. Az inokulalast kovetd 6. héten azonban, a
vad tipust baktériumokkal inokulalt giimdk esetében 25%-os aktivitds ndvekedést tapasztaltunk a
4. héten mért értékhez képest, mig az actR mutans torzzsel inokulalt giimokben a cycH gén
kifejez0dése nem valtozott. Eredményeinkbdl arra kdvetkeztettiink, hogy az ActR fehérje mind

szabadon ¢l6 mikroaerob tenyészetekben, mind pedig szimbiotikus koriilmények kozott

hozzajarul a cyc operon kifejezédésének szabalyozasahoz.
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6. MEGVITATAS

A S meliloti CycH, CyclJ, CycK és CycL fehérjéi egy citokrom € hem lidz enzimkomplexet
alkotnak, mely szerepet jatszik a C-tipusi citokromok biogenezisében. A fehérje komplex a
citokrom apoprotein és a hem kovalens kotését katalizalja. A dolgozat e fehérjék koziil
els6sorban a CycH szerepének vizsgalataval foglalkozik. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a
CycH fehérje N- ¢és C-termindlis részei kiillonb6z¢ funkciot toltenek be a c-tipusu citokromok
biogenezisében, valamint azt, hogy az N-terminalis egység a C-terminalistol fiiggetlen aktivitast
mutat.

A c-tipust citokromok nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a szimbidzis-specifikus
1égzési elektrontranszport lanc miikodésében. Ezért azt feltételeztiik, hogy a cyc operon
kifejezddése szimbiotikus koriilmények kozott a megnovekedett energia igényeknek megfeleléen
magasabb szintll lehet, mint aerob koriilmények kozott. A dolgozat masodik felében a cycHIKL
operon kifejezddésével kapcsolatos eredményeinket irtuk le. Kimutattuk, hogy e gének
transzkripcidja alacsony oxigén koncentraciondl megndvekszik. Megvizsgaltuk tobb olyan
fehérje szerepét, melyekrdl feltételeztiik, hogy résztvehet a cyc operon mikroaerob indukcidjaban.
Eddigi kisérleteink alapjan azt feltételezziik, hogy az ActS/R kétkomponensi jelatvivd rendszer a
pH szintek érzékelése mellett (Tiwari és mtsai. 1996) képes lehet az alacsony oxigénszint

érzékelésére €és cyc operonhoz vald kozvetitésére is.

6.1. A CycH fehérje N-terminalis funkcionalis moduljanak szerepe a c-tipusu citokromok
biogenezisében

Korabbi kisérleti eredmények bizonyitottdk, hogy a CycH fehérje a citokrom c

crer
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prosztetikus csoport a komplex tobbi fehérjéje segitségével kovalens modon rakapcesolodik (Ritz
¢s mtsai. 1993, Page és Ferguson 1995, Lang ¢és mtsai. 1996). Kisérleteink soran kimutattuk,
hogy a cyc génekben mutdns baktérium tdrzsekben (a PP2982 cycH mutans torzset kivéve)
felhalmozodott a hem kozvetlen prekurzora, a PPIX. A hem bioszintézis egy korai 1épését
vizsgalva nem tapasztaltunk valtozast a cyc mutansokban a vad tipusu torzshoz képest: a hemA
gén ugyanolyan mértékben fejez6dott ki. A PPIX felhalmozodéast a Cyc fehérjék hianyanak
tulajdonitottuk, ugyanis ezek nélkiil a hem csoport nem volt képes a periplazméba tovabbjutni és
az apoproteinre kotddni, ezaltal a prekurzora felhalmozoddott. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a
vizsgalt két cycH mutécio egyike sem akadalyozta meg (Tn5[56] és Tn5[53]) az operon tobbi
tagjanak, a cycJ, cycK ¢és cycL géneknek a kifejezddését, igy ezzel a két mutans kiillonb6z6 PPIX
fenotipusa nem magyarazhatd. Bradyrhizobium japonicum-ban (Ritz és mtsai. 1993), valamint
Rhizobium etli-ben (Tabche és mtsai. 1998) leirtak mar olyan Tn5 inszercidos cycH mutansokat,
melyekben a transzpozon beépiilésének nem volt polaris hatasa. Ok a poléris hatas hianyéat a TnS
transzpozon ,inverted repeat” szekvencidiban taldlhato promoter-szerli szekvencianak
tulajdonitottak. Sajat tovabbi kisérleteink is ezt tamasztottak ala, ugyanis a PPIX felhalmozdodast
mutaté AT344 (cycJ::Tn5) mutansban levé Tn5 inszercidnak sem volt polaris hatdsa a cycK és
cycL génekre, amint azt az AT344 torzs Rnr fenotipusanak cycJ génnel vald
komplementalhatosdga bizonyitotta.

Kimutattuk, hogy a PP2982 mutdnsban a 153 aminosavbol allé N-terminalis CycH fehérje
szakasz képes volt a vad tipusu PPIX szintet fenntartani. A cycH gént kiilonb6z6é hosszasagban
hordozo6 plazmidokkal végzett komplementacids kisérletekben kimutattuk, hogy az aktiv peptid
mérete az N-termindlis 96. aminosavaig csokkenthetd. Ezek az adatok bizonyitottak, hogy a

PP2982 torzs egy aktiv N-termindlis CycH alegységet termel, mely a C-termindlis szakasz
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jelenléte nélkiil is képes meghatarozott funkcidkat ellatni. Hasonldé adatokat korabban
Bradyrhizobium japonicum-ban (Ritz és mtsai. 1993), Rhodobacter capsulatus-ban (Lang ¢és
mtsai. 1996) valamint Rhizobium etli-ben (Reyes és mtsai. 2000) irtak le. Az irodalmi adatok
szerint a fehérje N-termindlis (periplazmatikus rész eldtti szakasza) elegendd volt ahhoz, hogy a
bc, komplexben szerepld C; citokrom létrejojjon. Rhizobium leguminosarum cyc mutansaiban
Yeoman és mtsai. (1997) PPIX felhalmozddast tapasztaltak. A cycH mutans térzsben (A267)
levd TnS inszerci6 a fehérje citoplazmatikus hurkat kodolod részben talalhato, akarcsak a S
meliloti AT342 torzsben.

Feltételezéseink szerint az N-terminalis 96 aminosavbdl all6 CycH fehérje szakasznak
harom szerepe lehet. Egyrészt a 96 aminosav hosszisagl polipeptid elegendd lehet ahhoz, hogy a
tobbi Cyc fehérjével egyiitt 1étrehozzon egy komplexet, mely a PPIX felhasznélashoz sziikséges.
Lehetséges azonban, hogy igy csupan instabil c-tipusu citokrémok képzddnek, mivel a PP2982
torzsben egyetlen citokrom jelenlétét sem tudtuk kimutatni (11. dbra). A masodik feltételezett
szerep a protohem IX (hemB) periplazméba torténd transzportjadban lehet. A protohem IX-nek
ugyanis at kell jutnia a citoplazmabol a periplazmaba ahhoz, hogy rakapcsoldodjon az
apoproteinre. Eddigi irodalmi adatok szerint a hem csoport citoplazmabdl periplazmaba torténd
transzportja még nem ismert. Escherichia coli-ban a CemC fehérjérél bizonyitottak, hogy felelds
a hemnek a CcmE (CycJ) fehérjére vald jutasdért (Schulz és mtsai. 1999), és azt feltételezték,
hogy transzmembran fehérjeként szerepet jatszhat a hem membrénon keresztiili transzportjaban
is. Ezt a feltételezést azonban kisérleti adatok nem tamasztjak ala. Munkank soran a S, meliloti
kromoszdmédjan azonositottunk egy olyan gént, mely a CemC-vel homolog fehérjét kodol (SMc
03849), ¢és tartalmazza azt a His-60-at és His-184-et, valamint egy triptofinban gazdag

motivumot, melyekrdl bizonyitottak, hogy a CcmC és CemE kozti interakcidban fontos szerepet
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jatszanak (Ren és Thony-Meyer 2001). A S meliloti-ban azonositott CemC-vel homolog fehérje
periplazmaba torténd transzportjdban jatszott szerepét valdsziniisitik. Mdasrészt Miyamoto és
mtsai. (1992) Escherichia coli visA (hemH) mutansban kapott adatai alapjan egy tovabbi funkcio
feltételezhet6. Az Escherichia coli visA mutians nem termelt ferrokelatazt, és a baktériumokban a
PPIX felhalmozddott. A ferrokelatdz enzim feladata az, hogy a redukalt vas atomot beépitse a
PPIX porfirin vazaba. Dailey ¢és mtsai. (2000) szerint, szdmos baktérium fajban, koztiik
Bradyrhizobium japonicum-ban is a ferrokelataz enzim membran asszocialt monomer. Sajat
eredményeinket ezen adatokkal Gsszevetve a legvaldsziniibb funkcionak azt tartjuk, hogy a hem
szintézis folyamatdban a CycH fehérje kolcsonhatdsba 1ép a ferrokelatazzal, és ehhez az N-
terminalis polipeptidszakasz elegendd. A CycH fehérje e részének hidnydban a ferrokelataz

mitkddésképtelen, ¢s igy a PPIX felhalmozodik.

6.2. A CycH fehérje C-terminalis részének szerepe a c-tipusu citokromok biogenezisében

A PP2982 cycH mutans torzsben, ahol a CycH fehérje C-termindlis része hianyzik, a
PPIX szint ugyanolyan alacsony, mint a vad tipusu baktériumokban, 4m a C-tipust citokromok
hidnya arra utal, hogy a fehérje C-terminalis szakasza 1ényeges szerepet tolt be a teljes bioldgiai
funkcigjaban. A fehérje e szakaszanak aminosav szekvencidjat vizsgalva harom tetratrikopeptid
(TPR) domént azonositottunk (12. abra, 15. abra). A 34 aminosavbol all6 TPR doméneket el6szor
az ¢lesztd sejtciklusat szabalyozo Cdc23p fehérjében irtdk le (Lamb és mtsai. 1994). A
késdbbiekben szamos mas fehérjében is azonositottak Oket. Az elsd, Rhizobium fajbol izolalt
TPR domén tartalmi fehérje a Cya3 adenilat ciklaz volt (Sharypova és mtsai. 1999). E

motivumok funkcidja az, hogy fehérjék kozott interakciokat Iétesitsenek. A TPR domének harom
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dimenzios szerkezetének vizsgalatabol kideriilt, hogy két antiparallel a-hélixet tartalmaznak, oly
modon, hogy a tandem elrendezddésti TPR motivumok egy csatornat kdzrezaro, jobbra csavar6do
helikélis struktirat képeznek, melyben a target fehérjék komplementer régidja elhelyezkedhet
(Blatch és mtsai. 1999). Komplementacios kisérletekben megvizsgaltuk, hogy a TPR doménnel
homolog fehérje szakaszok a CycH mely funkcidjaban jatszhatnak szerepet. A hdrom domént
egyenként eltavolitva azt tapasztaltuk, hogy mindhdrom TPR motivum nélkiilozhetetlen a fehérje
C-tipust citokromok biogenezisében jatszott szerepének betdltéséhez, ugyanis sem a nitrat
redukcidhoz, sem pedig a nitrogénkotéshez sziikséges citokromokat nem lehetett kimutatni a
baktérium sejtekben. A TPR doméneket mas fajok CycH-val homoldg fehérjéiben is megtalaltuk
(13. abra). Eredményeinkbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a TPR domének a CycH
fehérjében fontos szerepet toltenek be a CycH-nak az apoproteinnel és/vagy a tobbi citokrom C

hem lidz komponenssel kialakitott kapcsolatdban a c-tipust citokrémok biogenezise soran.

6.3. A cycH mutansok Rnr és Fix fenotipusanak komplementalasa kiillonb6zo genetikai
elemeket igényel

A cycH gént hordozdé pGC292 plazmid mindkét cycH mutians Rnr fenotipusat
komplementalja. A Fix™ fenotipus helyreallitdsdhoz azonban a cycJ génre is sziikség van (16.
abra). E jelenséget egyrészt azzal magyarazhatjuk, hogy a cycH mutdns torzsekben (AT342 ¢és
PP2982) levé Tn5 inszercidknak ugyan nincs polaris hatdsa, de jelenlétiik csokkentheti a
mogottik levé gének atirddasat példaul azért, mert a TnS ,,inverted repeat” szekvenciijaban
feltételezett masodlagos promoterrdl kevésbé hatékony a transzkripeio. Valdsziniileg ez az oka
annak, hogy sziikség van még egy addiciondlis cycJ génkodpiara a Fix fenotipus helyreallitdsahoz.

Erdekes modon a mésik két gén, a cycK és cycL jelenléte plazmidon mér nem sziikséges. Hasonlo
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megfigyeléseket eddigi irodalmi adatokban nem talaltunk. Egy masik elképzelhetd lehetdség az,
hogy egy hosszabb mRNS nagyobb stabilitdst biztosit, és ezaltal hatékonyabb a CycH
transzlacio.

Egy csonka S meliloti cycH gén, a 309 aminosav hosszisagu C-terminalis szakasz nélkiil
elegendd volt az AT342 torzs Rnr fenotipusdnak a komplementalasdhoz (13. abra). Page és
Ferguson 1995-ben hasonld eredményt kdzoltek Paracoccus denitrificans-ban, ugyanis a 317
aminosavbol 4ll6 CycH a C-termindlis 96 aminosav hidnyaban is mitkodéképes volt azon c-
tipusu citokromok biogenezisében, melyek e baktériumok metilotrof és anaerob ndvekedését
teszik lehetévé. Ha a S meliloti 309 aminosavat kodolo csonka cycH génje mogé beépitettiik a
teljes cycJ-t is, és az igy kapott konstrukciot bevittiik az AT342 mutins térzsbe, az Rnr
fenotipussal ellentétben a Fix fenotipus nem allt helyre. Azt feltételezziik, hogy a csupan 309
aminosavbol allé CycH fehérje elegendd azon c-tipust citokromok szintéziséhez, melyek a nitrat
redukcidhoz sziikségesek, azonban azok a C-tipusu citokromok, melyek a nitrogénkotéshez
nélkiilozhetetlenek, mar nem szintetizalodnak. Ilyen példaul a jol ismert FixO és FixP mono- és
dihem c-tipust citokrom, mely alkotdrésze a szimbiozis-specifikus termindlis oxiddz komplexnek
(Preisig és mtsai. 1993). A FixO és FixP fehérjék mikroaerob koriilmények kozott nagy
mennyiségben termelddnek és fontos szerepet toltenek be a 1égzésben. Elképzelhetd, hogy a
CycH C-terminalis részén kiillonb6zd fehérje szakaszok jatszanak szerepet a kiilonbozo

struktiraju apoproteinekkel vald kapcsolatteremtésben.

6.4. A cyc operon mikroaerob indukciojanak szabalyozasa

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a c-tipusu citokromok biogenezisében résztvevd Cyc operon

kifejezddése megnovekedett a szimbiotikus koriilményekhez hasonlé mikroaerob kdrnyezetben.
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A S meliloti-ban az alacsony oxigénkoncentracional bekovetkezd transzkripcids szabalyozast
iranyitd FixL/J kétkomponensii jelatvivd rendszernek nincs szerepe a Cyc operon mikroaerob
indukcidjaban. A feltételezett oxigén szenzor szerepet betdltd FixK fehérje sem indukalja a cyc
operon kifejez6dését. Irodalmi adatok szerint a S meliloti ActS/R rendszer az alacsony pH
szintek érzékeléséért felelds (Tiwari és mtsai. 1996), az éltala szabalyozott gének azonban még
ismeretlenek. Az ActS/R rendszert alkotd fehérjék homoldgjai mas fajokban az alacsony
oxigénszint érzékelését és a keletkezett jel tovabbitasat végzik. Igy példaul a Bradyrhizobium
japonicumrban leirt RegS/R rendszer a FixL/J rendszer mellett fontos szerepet tolt be a
nitrogénkotési gének mikroaerob indukcidjdban (Sciotti és mtsai. 2003). Emmerich és mtsai.
(2000a) bizonyitottak, hogy a S meliloti ActR fehérjéje képes helyettesiteni a RegR fehérjét
Bradyrhizobium japonicumban. A cyc operon promoterében talalt RegR-koté motivummal
homolog szekvencia megerdsiti azt a feltételezésiinket, mely szerint valdsziniileg az ActS/R
rendszeren keresztiil érkezik az alacsony oxigénkoncentracid jele a cyc operonhoz. Tiwari és
mtsai. (1996) az ActS/R szenzor-regulator rendszernek az oxigénszintet érzékeld rendszerekkel
pH, mind pedig az alacsony oxigénszintek érzékelésére és kozvetitésére. A cycH-lacZ fazidval -
galaktozidaz aktivitaisméréseken alapuld eredményeink azt mutatjdk, hogy az ActS/R
kétkomponensti jelatvivo rendszer alacsony oxigénkoncentracié esetén hatdssal van a cyc operon
kifejezddésére. A szabadon €16 actR mutans baktériumokban a cyc operon kifejez6dése nem
indukélodott mikroaerob koriilmények kozott (19. ébra). A lucerna giimdobdl mért aktivitds
értékekbdl pedig kideriilt, hogy az intenziv nitrogénkdotést végzd glimdk esetében a cyc gének
kifejezddésére pozitiv hatdssal van az ActR fehérje, ugyanis az actR mutansokkal inokulalt

giimdkben a vad tipushoz képest 25%-al alacsonyabb aktivitast mértiink (20. abra). Az ActR
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fehérje funkcidjara a végsd bizonyitékot az ActR-cyc promdter kolcsonhatds molekuléris

biologiai kimutatdsa fogja szolgaltatni.
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OSSZEFOGLALAS

A Snorhizobium meliloti talajbaktériumok a lucernaval szimbiotikus kolcsonhatast
alakitanak ki, melynek soran a lucerna gyokerein létrejott giimokben a bakteroidok a 1égkori
nitrogént ammoniava redukaljak. A nitrogénkdtéshez sziikséges nagymennyiségli energiat egy
szimbiozis-specifikus 1égzési elektrontranszport lanc biztositja, melynek nagy oxigén-affinitasu
terminalis oxiddza C-tipusi citokromokat tartalmaz. A cC-tipusu citokromok minden ¢él6
szervezetben fontos szerepet toltenek be. Legjelentdsebb funkciojuk mindeniitt a 1égzési
elektrontranszport folyamatokban van. S, meliloti baktériumokkal végzett kisérletek kimutattak,
hogy a c-tipusu citokrémok biogenezisében hibas mutansok nem képesek a 1égkori nitrogén
megkotésére.

A c-tipusu citokrémok két komponensbdl allnak: a hem prosztetikus csoportbdl és a
citokrom apoproteinbdl. E két komponens kovalensen kapcsolédik egymashoz. A kovalens
Osszekapcsolast a citokrom € hem liaz komplex (CCHL) alegységei, a CycH, CycJ, CycK és
CycL fehérjék végzik a membran periplazmatikus oldalan. A CycH fehérje funkcidja az, hogy a
citokrom biogenezis sordn az apoproteint megfeleld konformacioban tartsa, a Cycl, CycK ¢és
CycL fehérjék pedig a hem csoportot tovabbitjak a periplazmaban, és hozzajarulnak a hemnek az
apoproteinre valo kapcsolasdhoz. A Cyc fehérjék funkcidja azonban még nem teljesen ismert.
Jelenleg szamos laboratériumban, kiilonb6zo baktérium fajokon végeznek kutatasokat azért, hogy

a Cyc fehérjék pontos szerepe ismertté valjon.

Célkitiizések
Munkank célja az volt, hogy a S meliloti nitrogénkoté baktériumban a Cyc fehérjéknek a

c-tipusu citokrémok biogenezisében betoltott funkciojat megismerjik a szimbidzisra jellemzé
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mikroaerob koriilmények kozott. Megvizsgaltuk tovabba a Cyc fehérjéket kodold operon

transzkripcids szabalyozasanak valtozasat az oxigénszint csokkenésének hatdsara. A kovetkezo

kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Milyen hatassal van a Cyc fehérjék hidnya a hem bioszintézisre?

2. Mi a magyarazata a két cycH muténs torzsben (AT342 és PP2982) talalhaté Tn5 inszercio
kiilonboz6 hatdsanak?

3. Mekkora az a minimalis N-terminalis CycH fehérje szakasz, mely biztositja az alacsony
protoporfirin IX (PPIX) szint megdrzését?

4. Milyen funkciokat lat el a CycH fehérje C-terminalis periplazmatikus szakasza a C-tipust
citokromok biogenezisében?

5. Mivel egyes C-tipusu citokrémok csupan szimbiotikus koriilmények kozott szintetizalodnak,
vizsgaltuk, hogy megndvekszik-e a cycHIKL operon kifejezédése mikroaerob koriilmények
kozott?

6. Melyek azok a fehérjék, amelyek szerepet jatszanak a cycHJKL operon mikroaerob
indukciojaban?

Eredmények

A cycHJKL génekben mutaciot hordozo S. meliloti baktériumokkal végzett kisérleteink

soran kideriilt, hogy a Cyc fehérjék hianya nemcsak nitrogénkotésben (Fix') és nitrat redukcioban

(Rnr’) hibas fenotipust okoz, hanem a hem bioszintézis utolsé 1épéseit is befolydsolja. A cyc

mutansokban (a PP2982 cycH mutans torzs kivételével) a vad tipushoz képest felhalmozodott a

hem kozvetlen prekurzora, a PPIX. Ennek oka valdsziniileg az, hogy a Cyc fehérjék hidnyaban

nem alakulhat ki a hem és az apoprotein kozti kovalens kotés. Komplementacios kisérletek
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segitségével megallapitottuk, hogy a munkank soran vizsgalt két cycH mutansban az eltéré PPIX
fenotipus nem magyarazhaté a transzpozon beépiilésének esetleges polaris hatasaval. A
kiilonbséget a két mutdnsban az idézte eld, hogy benniikk a CycH fehérjének kiilonb6zo
hosszusagu szakaszai szintetizalodtak, amely a PP2982 torzsben elegendd volt az alacsony PPIX
szint megdrzésé¢hez. Megallapitottuk, hogy az aktiv peptid az N-terminalis 96 aminosavbol 4ll, és
magaban foglalja a CycH fehérje elsé transzmembran doménjét a citoplazmatikus hurokkal.
Eredményeinket irodalmi adatokkal Osszevetve az N-termindlis 96 aminosavbol all6 CycH
fehérje szakasznak harom lehetséges szerepét feltételeztiik. Egyrészt e fehérje szakasz a Cycl,
CycK és CycL fehérjékkel egyiitt elegendd lehet instabil c-tipust citokromok biogeneziséhez, igy
a PPIX felhasznaloddashoz. Egy masik lehetséges funkcido a hem csoport periplazmaba torténd
transzportja. Amennyiben a hem széllitds zavartalan, nem halmozodik fel a PPIX. A harmadik
feltételezett funkcid szerint a CycH fehérjének ez a szakasza kolcsonhatasba 1éphet a PPIX-bdl
hemet szintetizalo ferrokelataz enzimmel, és eldsegitheti annak miikodését.

A CycH fehérje C-termindlis periplazmatikus szakaszat vizsgalva harom tetratrikopeptid
(TPR) domént azonositottunk. A TPR domének funkcidja irodalmi adatok alapjan ismert, fehérje-
fehérje interakcidkban jatszanak szerepet. Kisérleteink soran olyan konstrukcidkat készitettiink,
melyekbdl egyenként eltavolitottuk a cycH gén TPR doméneket kodolod szakaszait. Ezekkel
komplementacids kisérleteket végeztiink és kimutattuk, hogy a TPR domének nélkiilozhetetlenek
a CycH fehérje funkcidjanak a betdltéséhez. Hianyukban sem a Fix', sem a Rnr’ fenotipus nem
allithato helyre. Azt feltételezziik, hogy a CycH fehérje esetében a TPR domének a fehérjének az
apoproteinnel és/vagy a citokrom C hem lidz komplex tobbi egységével vald kapcsolatat

biztositjak.
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Tovabbi munkénk soran abbol indultunk ki, hogy a szimbidzis-specifikus 1égzési
elektrontranszport lanc nagy oxigén-affinitasii terminalis oxidazat kodold fiXNOQP operon
mikroaerob koriilmények kozott fejezddik ki. A keletkezett termékek kozott a FixO és FixP
fehérje c-tipusu citokrom apoprotein. Megvizsgaltuk, hogy a cycHJKL operon transzkripcidja is
oxigén kontrol alatt all-e. Megallapitottuk, hogy mikroaerob kdrnyezetben a cycHJKL operon
kifejez6dése megnovekedett, tehat feltételezhetden szimbiotikus koriilmények kozott a Cyc
fehérjék nagyobb mennyiségben képzédnek. A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a S meliloti-
ban ismert, oxigénszintet érzékeld €s e jelet tovabbitd fehérjéknek van-e szerepe a Cyc operon
mikroaerob indukcidjdban. Eredményeink alapjan kizartuk a FixL, FixJ valamint FixK fehérjék
szerepét e folyamatban. Harmadik jeloltiink az ActS/R kétkomponensii jelatvivd rendszer volt.
Eredményeink szerint az ActR fehérje mikroaerob kornyezetben és intenziv nitrogénkotés

folyamata alatt szerepet jatszik a cyc operon kifejez6désének indukciojaban.
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SUMMARY

The soil bacterium Snorhizobium meliloti is able to form symbiotic interaction with the
host plant alfalfa, and to fix atmospheric dinitrogen in the nodules formed on the roots of the host
plant. Nitrogen fixation is an energetically expensive procedure. The required energy is provided
by a symbiosis-specific electron transport chain, which comprises a terminal electron acceptor
with high oxygen affinity. This terminal oxidase contains C-type cytochromes. C-type
cytochromes fulfil important functions in all organisms, having the main role in the respiratory
electron transport chains. Previous experiments showed that S, meliloti mutants defective in the
biogenesis pathway of c-type cytochromes are not able to fix nitrogen.

The c-type cytochromes are assembled from two subunits: the apoprotein and the heme
prosthetic group. Their covalent binding is generated on the periplasmic side of the membrane by
the function of a cytochrome ¢ heme lyase complex (CCHL), containing the CycH, CycJ, CycK
and CycL proteins. Previous experiments demonstrated that the role of the CycH protein is to
bind the apoprotein and keep it in an appropriate conformation for its assembly with the heme
group. The CyclJ, CycK and CycL proteins are involved in the periplasmic transport of the heme
group and its binding to the apoprotein. The exact mechanism of the function of Cyc proteins is
not known. Intensive research work is carried out in many laboratories on different bacterial

species to better understand the molecular mechanism of the functions of Cyc proteins.

Aims

The aim of our work was to investigate the role of the Cyc proteins in the c-type

cytochrome biogenesis under microaerobic conditions, characteristics for the symbiotic
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environment. Furthermore, we studied the effect of microoxic conditions on the expression of the

cycHJKL operon. Therefore, we aimed to answer the following questions:

1. Is the heme biosynthetic pathway affected by the absence of Cyc proteins?

2. What is the explanation for the different effects of Tn5 transposons in two independent
insertion mutants (AT342 and PP2982) on the downstream cycJKL genes?

3. Which is the shortest N-terminal CycH protein region, able to maintain the low
protoporphyrin IX (PPIX) level?

4. What is the role of the C-terminal periplasmic part of the CycH protein?

5. Certain C-type cytochromes are produced exclusively under microoxic conditions. We
examined whether these conditions induced the expression of the cycHJKL operon as well.

6. Which are the regulatory proteins responsible for the microaerobic transcriptional induction

of cycHJKL operon?

Results

Experiments with S. meliloti strains carrying mutations in the cycHJKL operon revealed
that the absence of the Cyc proteins resulted in strains deficient in nitrogen fixation and nitrate
reduction ability, and in addition, the late steps of the heme biosynthetic pathway were also
affected in these derivatives. In the cyc mutants (except for the strain PP2982) the immediate
heme precursor (PPIX) accumulated compared to the wild-type strain. The accumulation of PPIX
was probably due to the fact that in the absence of the Cyc proteins, heme could not be
transported in the periplasm and bound to the apoprotein. The different PPIX phenotypes of the
two cycH mutants AT342 and PP2982 could not be explained by a differential effect of the two

TnS insertions on the transcription of downstream cyc genes. None of the Tn5 insertions had
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polar effects on the expression of the cycJ, K or L genes. By using a series of plasmids carrying
deletion derivatives of cycH, we demonstrated in complementation experiments that the N-
terminal 96 amino acids of CycH protein, including its first transmembrane domain and the
cytoplasmic loop, were in fact sufficient to rescue the PPIX phenotype. Comparing our results
with earlier data we hypothesized three possible functions of the N-terminal 96 amino acids of
CycH. First, it is conceivable that this fragment is sufficient to form a complex together with the
other Cyc proteins, and the formation of the complex is required for the consumption of PPIX.
Another possible role of the truncated CycH protein could be to support heme transport to the
periplasm, hence in its presence the PPIX can not accumulate. The N-terminal 96 amino acids of
CycH may also be involved in the interaction with the ferrochelatase enzyme, which is
responsible for inserting the reduced ferric ion into the porphyrin ring of PPIX. In the absence of
this CycH region, ferrochelatase may not be functional and PPIX accumulates.

Analysis of the amino acid sequence of the C-terminal periplasmic part of CycH revealed
three TPR domains. The function of these motifs is to promote protein-protein interactions
between the TPR-containing protein and one or more non-TPR proteins. We analysed the role of
these domains with complementation experiments, using plasmids, which code for CycH proteins
lacking the first, second or third TPR domain, and demonstrated that all three TPRs are essential
for the function of the protein. In their absence neither the Fix" nor the Rnr" phenotypes could be
recovered. We suppose that the TPR domains in CycH have an essential role in the interactions
with the apoprotein and/or the other members of cytochrome C heme lyase complex during
cytochrome C biogenesis.

The transcription of the fixXNOQP operon, coding for the subunits of the symbiosis-

specific terminal oxidase complex, is induced microaerobically. The produced FixO and FixP
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proteins are C-type cytochrome apoproteins. We investigated whether the expression of the
cycHJKL operon is also under the control of oxygen, and we found that its expression increased
under microaerobiosis. We studied whether S meliloti regulatory proteins known to be involved
in sensing the oxygen level may have a role in the microaerobic induction of the cyc operon. Our
data showed that FixL, FixJ and FixK proteins are not involved in this function. The results
obtained with the ActS/R two component regulatory system demonstrated that the ActR protein
had a role in activating the transcription of the CyC operon under microaerobiosis, and under

conditions of intensive nitrogen fixation.
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