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BEVEZETES

Pillangosviraghh ndvények és rhizobium talajbaktériumok
szimbiozisa gyokérgiimok fejlodéséhez vezet, ahol a
giimdsejtekben a baktériumok, az in. bakteroidok képessé
valnak a levegd nitrogénjének ammoniava torténd
redukalasara.  Medicago truncatula giimében a
bakteroidok termindlis differenciacion mennek keresztiil,
mely soran megsokszorozodik a genomjuk, megnyulnak,
méretiilk megndvekszik ¢és elvesztik szaporodo
képességiiket, és igy a giimon kiviil az életképességiiket .
Ezért az irreverzibilis 4talakuldsi folyamatért a
gazdandvény felelds és a folyamatos irdnyitd ndvényi
faktorok elsdsorban a giimdspecifikus ciszteinben gazdag
NCR peptidek. Az NCR-ek szekretalt peptidek, amelyek 4
vagy 6 ciszteint tartalmaznak konzervalt pozicidban,
mikozben aminosav sorrendjiik rendkiviil valtozatos. Az
NCR gének kizardlag a giimé szimbiotikus sejtjeiben
fejez6dnek ki, de a gimé kiilonbozo fejlodési
szakaszaiban és a bakteroidok membranjaba vagy a
citoszoljaba lokalizalodnak.. Az érett NCR peptidek

valtozatoz6 aminosav Osszetételiik miatt nagyon eltérd
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fizikokémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, mig az NCR
szignal peptidek (NCR SP-ek) konzervaltak.

CELKITUZESEK

Munkdm sordn célul tiiztik ki az NCR és NCR-szerii
¢s szabalyozasuknak feltarasat.

Elemeztiik az NCR szignal peptidek (NCR SP) szerkezeti
sajatossagait, konzervaltsagukat, és ennek jelentdségét.
Vizsgaltuk a giimdspecifikus szignal peptid peptiddz, a
nodSPP szerepét a szimbidzisban és kapcsolatat az NCR
SP-ekkel.

Vizsgaltuk az NCR-ek antimikrobidlis hatasat kiilonb6zo

human kérokozokkal szemben.
ALKALMAZOTT MODSZEREK
Molekularis biolégiai modszerek

Kvantitativ valds idejli polimeraz lancreakcio (RT-gPCR),

RNS-interferencia vektorok eldallitasa,



NCR169 promotert tartalmazod vektorok eldallitasa,

transzkriptom-elemzés.

Novényi munka
Stabil és tranziens transzgenikus Medicago truncatula

novények eldallitasa.

Mikroszkopia
Sztereo mikroszkop, konfokalis mikroszkop, pasztazod

elektronmikroszkdp hasznalata.

Biokémiai modszerek
GUS-festés, endoplazmatikus retikulum (ER) membran-
izolalas, szimbioszOma membran-izolalas, western blot,

affinitas kromatografia.

Antimikrobialis modszerek
Antimikrobialis aktivitds vizsgalata, biofilm bontas
vizsgalata, DNS-koto vizsgalat, human vordsvérsejtek

hemolizisének vizsgalata.



EREDMENYEK

Az NCR247 hatasmechanizmusa

Egy review-ban (Lima és mtsai., 2020, Frontiers in

Microbiology) 6sszefoglaltuk, hogy az

NCR247 magas koncentracioban kéarositja a
membrant. Alacsony koncentraciéban, ahogy a
giimdben is termelddik, membrankarositas nélkiil
képes a bakterialis citoszolba Iépni, ahol
specifikusan ~ kotddik  a  sejtosztodasban
kulcsszerepet jatsz6 FtsZ fehérjéhez, a GroEL
chaperonhoz és tobb riboszomalis és a
transzlacioban résztvevo fehérjéhez.

Karakterizaltuk és 0Osszehasonlitottuk az IRLC
NCR-eket és a Dalbergioid NCR-szerti-peptideket,
tobb konzervalt régiot és aminosavat is leirva

benniik.

Az NCR gének szabalyozasa

Zhang és mtsai., 2023, Nature Plants cikk megallapitasai

kozott a kovetkezdkben vettem ki a részemet:



az NCR169 gén promdtere olyan motivumokat
tartalmaz, melyek 288 NCR promoterében is jelen
vannak  és  glimdspecifikus  kifejezddést
biztositanak.

Kimutattuk, hogy az NCR169 promoterrel
szabalyozott GUS riporter kifejezddik szoja
glimében, ahol nincsenek NCR gének és nincs
termindlis bakteroid differenciacio.

NCR169 jelenlétében a szdja szimbiotai a
termindlis differenciacid jeleit mutattdk, mivel
megfigyelhetd volt a bakteroidok megnyulasa,
valamint genommeéretiik kismértékii novekedése.
Az NCR-ek szabdlyozasat minden ndvényben

eléfordulo AHL transzkripcios faktorok iranyitjak.

Az NCR szignal peptidek konzervalodasa

Még nem kozolt eredményeink alapjan:

Az NCR SP-k nagymértékben konzervaltak,
kiilonosképpen az endoplazmatikus retikulum
(ER) membranba agyaz6do hidrofob h-régiojuk, és

itt konzervalt pozicidban taladlhaté egy hélix-térd



A

szerin, mely hasitéhelyként szolgal a szignal

peptid peptidaz (SPP) szdmara.

giimospecifikus  szignal peptid peptidaz

nélkiilozhetetlen a M. truncatula giimé szamara

M¢ég nem kozolt eredményeink alapjan:

A M. truncatula két szignal peptid peptidaz (SPP)
paralogot kodol, melyek kozil az egyik
gimdspecifikus kifejez6désii (N0dSPP) és a giimd
csupan néhany sejtsor vastagsag interzonajaban
expresszal, ahol az NCR transzkriptumok 55%-a
megtalalhato.

A nodSPP az NCR-ekkel egyiitt fejlodott ki az
IRLC fajokban.

Minden altalunk tesztelt IRLC giim6ben a nodSPP
ortolognak magasabb az expresszids szintje, mint
az altalanos SPP ortolognak és ez bizonyos
Osszefiiggést mutat az adott fajban taldlhato NCR
gének szamaval.

A nodSPP gén csendesitésével (nodSPP RNSi)
Kicsi, fehér és nitrogénkotésre képtelen Fix™ giimbék
jonnek létre. A bakteroidok megnyulasa
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elkezdddik, de megreked az interzonaban, ahonnan
hianyzik a nodSPP. A nodSPP RNSi giim6kbdl
izolalt bakteroidok szignifikansan kisebbek, mint a
vad tipusu giimokbdl izolalt bakteroidok, és
méretben a szabadonéld baktériumokhoz allnak
kozelebb. A nodSPP RNSi giimé transzkriptom
alapjan a kontrollhoz képest szignifikansan
lecsokkent a leghemoglobin gének expresszidja,
ami miikodésképtelenné teszi a giimét. Elmarad
tobb mint 600 NCR gén indukcidja, valamint a
GRP géneké is, amely egy masik, a szimbi6zisban
fontos szerepet jatsz6 glimdspecifikus géncsalad.
Lecsokkent azoknak a géneknek az expresszidja is,
amelyek révén a ndvény toleralja a sejtjein beliil
€16 szimbidta baktériumot. Ellenben tobb szaz
védekezésben és lebontasban szerepet jatszo
enzimet kodolo gén expresszidja megndtt, akar 50
vagy 100-szorosan is. Ezek a transzkripcids
valtozasok arra utalnak, hogy a nodSPP hianyaban
a gazdandvény korokozoként azonositja és

elpusztitja a rhizobiumot.



Az SPP-t tartalmazé ER membran elhasitja az SPP
szubsztratnak vélt NCR SP-eket

M¢ég nem kozolt eredményeink alapjan:

Az izolalt ER membran elvagja azokat a NCR SP-
eket, amiket SPP szubsztratnak véltiink (NCR120
SP, NCR216 SP, NCR252 SP), tehat az ER
membranba 4gyazodod hidroféb h-régidjukban
hélix-tord szerint vagy ciszteint tartalmaznak, mig
az SPP célpontnak nem tekintett NCR247 SP
érintetlen maradt.

Affinitas kromatografia alapjan az SPP szubsztrat
¢s nem szubsztrdt NCR SP-eknek kiilonb6zo
kolesonhato fehérjepartnereit azonositottuk. 37
darab fehérje csak a harom SPP szubsztrat NCR SP
esetében jott ki, koztiik tobb sejtmagban kodolt
mitokondrionalis fehérje, valamint a proteaszoma
tobb eleme, mely komplexnek feladata a SP-k
lebontasa. A nem-SPP szubsztrat NCR247 SP
partnereinek 86%-a nem volt jelen az SPP célpont
peptideknél. A taldlatok kozt tobb sejtmagban
kodolt  amiloplaszt  fehérjét, valamint a

szignaloszoma tobb elemét talaltuk meg €s tobb
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kalmodulint, koztiik egy szimbiotikus kalmodulin-
szerli fehérjét. Mind a szignaloszéma, mind a
kalmodulin  jelatviteli ~ Utvonalak  fontos
szabalyozoi ¢és ismert, hogy a kalmodulinnak
partnere az SPP altal felszabaditott preprolaktin

szignal peptid fragment.

Az NCR-ek antimikrobialis hatasa

Lima és mtsai., 2022, Frontiers in Molecular Biosciences
cikkiinkben

98 NCR-t, illetve rovidebb szarmazékukat
teszteltiik nyolc human kérokozon.

A 98 peptidbdl 44 volt aktiv legalabb egy patogén
ellen.

A legtobb aktiv peptid kationos €s a nettd toltése
+5 feletti volt, igy kapcsolatba Iéphetnek a negativ
toltésti bakteridlis membrannal.

A legtobb aktiv peptid rendezetlen szerkezetii és
amfipatikus, igy nagyobb valoszinliséggel vesznek
fel masodlagos szerkezetet a viz-membran
hatarfeliileten, ami  szintén kedvez az

antimikrobialis hatasnak.
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e Tobb aktiv NCR peptid hasonlo fizikokémiai
tulajdonsagokkal rendelkez6 homologja is inaktiv
volt, ami mutatja, hogy az aminosav sorrend
szintén rendkiviil fontos meghatirozdja az

antimikrobialis tulajdonsagnak.

SUMMARY

We reviewed the mechanism of action of the Medicago
truncatula NCR247. NCR247 damages the membrane at
high concentartions, but at low concentrations, it can enter
the bacterial cytosol without damaging the membrane,
where it binds the cell division regulator FtsZ, the GroEL
chaperone and ribosomal proteins.

The GUS riporter gene regulated by NCR169 promoter is
expressed in transgenic soybean nodules. Expression of
NCR169 in soybean nodules caused the elongation and
slight genome amplification of the soybean. The
expression of NCRs is regulated by common AHL
transcription factors present in every plant, which gives us
the opportunity to express NCRs in other plants, inducing
terminal bacteroid differentiation and possibly improving

nitrogen fixation.
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We found that NCR SPs are highly conserved particularly
in their hydrophobic h-region embedded in the
endoplasmic reticulum (ER) membrane where a helix-
breaking serine is conserved and serves as a cleavage site
for the signal peptide peptidase (SPP). M. truncatula has
two SPPs and the nodule specific paralog, nodSPP, is co-
expressed with most of the NCRs. NodSPP is essential for
the normal function and development of the M. truncatula
nodule as the nodSPP RNAI nodule is small, white, the
bacteroids in these nodules are unable to fix nitrogen and
are destroyed by the plant, which is not able to recognize
them as symbionts.

The isolated SPP containing ER membrane cleaves NCR
SPs containing helix-breaking amino acids in their h-
region (NCR120 SP, NCR216 SP, NCR252 SP), while the
non-SPP substrate NCR247 SP remains intact. The SPP
substrate NCR SPs interact with mitochondrial proteins
and the proteasome, while the non-SPP substrate NCR247
SP interact with amyloplast proteins, the COP9
signalosome and calmodulins, and through the latter two

possibly interfering with signaling pathways.
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We tested 98 synthetic NCR peptides and their shorter
derivatives on eight human pathogens, including
multidrug-resistant ESKAPE pathogens. Most of the
active peptides are cationic and have a net charge above
+5, which features likely contribute to their interaction
with the negatively charged bacterial membranes.
Disordered structure and amphipathicity are also
characteristic of active peptides, as these properties make
easier to take up secondary structure at the water-
membrane interface, which also favours antimicrobial
activity. These properties can make NCR peptides

excellent antibiotic substitutes.
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