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1. Bevezetés

A Rhizobium-baktériumok aerob  Gram-negativ  baktériumok, a
gazdandvénnyel szimbidzisban élnek. A kapcsolat mindkét partner szamara
elényds, mert amig a baktérium képes a 1égkori nitrogén megkotésére és
ammoniava alakitasara, s igy az felhasznalhatova valik a pillangos viraguak,
kozvetetten pedig még tobb ndvény szamara, addig a novény a
fotoszintézisbol szarmazod szerves anyagokkal 1atja el szimbionta partnerét. A
mikrobialis ¢él6lények és gazdaszervezeteik kozotti szimbiotikus kapesolatok
eredményezhetik egy 1], a késdbbiekben a szimbidzis folyamatanak helyt ado
szerv kialakulasat, a Rhizobium-fajok a gazdanovény gyokerén hozzak létre
ezt a secjtburjanzassal keletkezd ,szervet”, a gyokérgimét. A glimok
belsejében membrannal koriilzartan talalhatéak az endoszimbionta életmodu,
nitrogénkdotést végzo, atalakult baktériumok, melyeket bakteroidoknak
neveziink. A Rhizobium-baktériumok csak a pillangdsokkal szimbidzisban, a
gyokérgiimokben élve tudjak a levegd nitrogénjét megkotni, mesterséges
taptalajon €s a talajban szabadon él6 formaban nem. A pillangos viragu
novények és a baktériumok szimbidzisa soklépéses, bonyolult folyamat
eredményeként alakul ki, melynek kivalto oka a talaj alacsony NH*" szintje,

azaz a novény nitrogén-éhsége.

A fertézés és gliméképzés folyamata egy allandd informacio- és
,szabalyzoanyag” csere a novény €s a prokariota kozott, melynek egyik
jelentds 1épése az addig néma ndvényi gének aktivalédasa, a ndvényi
nodulacios gének atirodasa. A nodulacios gének bekapcsolasuk ideje szerint
két csoportba sorolhatoak: a korai nodulin gének (Enod) a névény-baktérium

kolcsonhatas kezdeti szakaszaban, a késoi (Late-nod) gének pedig a giimé



kialakulasat kovetéen lépnek miikddésbe. A bakteroid-differencialodas
kivalto molekulai és iranyit6i a novény altal termelt giimdspecifikus novényi
faktorok (Nodule-Specific Peptides, nsPEPs). Az nsPEP-ek rendkivill nagy
szamban termelddnek a glimében. Biokémiai jellemzdik alapjan harom nagy
csoportba sorolhatjuk 6ket, mi a legnépesebb csoporttal, a giimé-specifikus
cisztein-gazdag peptidek (Nodule-Specific Cysteine Rich Peptides, NCR)
csaladjaval foglalkoztunk. Genomikai adatok alapjan tobb mint 500 fehérje
tartozik ide. K6z0os jellemzdjiik, hogy viszonylag kicsik, 3-10 kDa méretiiek,
az érett fehérjék altalaban 30-50 aminosav hosszuak, ehhez kapcsolodik még
az éretlen fehérjében a 20-29 aminosavbol allo szignal szekvencia. Az érett
fehérjében 4 illetve 6 cisztein talalhatd konzervalt elrendezodésben.
[zoelektromos pontjuk 3-11 kozott valtozhat, tehat kationos, semleges és
anionos karakterlick egyarant vannak kozottik. Szekvencia-homologiat
nemigen mutatnak mas peptidekkel, de szerkezetiik alapjan hasonlitanak
névényi antimikrobidlis peptidekhez, a defenzinekhez. A szerkezeti
hasonlosagbol kiindulva tovabbi in vitro vizsgalatokbol kideriilt, hogy tobb
NCR peptid rendelkezik antimikrobialis hatassal kiilonb6z6 Gram-negativ
vagy Gram-pozitiv baktériumokon, és kiilonbozé patogén gombafajokkal
szemben. Kisérletek alapjan ugy tiinik, hogy baktériumokkal szembeni
toxikus hatasukat leginkabb anionos vagy kationos mivoltuk befolyasolja. A
kationos NCR-peptidek célpontjai foként a bakteridlis membranban
talalhatéak, mig az anionos NCR-ek a bakteroid citoplazmajaban
halmozodnak fel. Az NCR-ek egyrészt azaltal fejtik ki antimikrobidlis
hatasukat, hogy atjarhatova teszik a baktériumok sejtmembranjat, gatolva
azok légzését és szaporodasat, lehetséges intracellularis célpontjaiknak pedig

foként a sejtosztodasban szerepet jatszo fehérjék bizonyultak.



2. Célkitiizés

Munkank soran a nitrogénkotd szimbiodzisban szerepet jatszd legfontosabb
novényi fehérjék csoportjara, az NCR peptidekre fokuszaltunk. Mig mRNS-
szinten mar rengeteg informacio allt rendelkezésre ezekrol a géntermékekrol,
fehérje-formajaban még senki sem azonositotta Oket. Kérdéses volt, hogy
mindezen géntermékek egyaltalan megjelennek-e a bakteroidokban, s ha
megjelennek, mikor teszik azt, mennyi lehet az NCR fehérjék féléletideje, s
egymasra milyen hatast gyakorolhatnak, stb. Kisérleteinket Sinorhizobium
medicae (WSM419) és S. meliloti (Sm1021) baktériumokkal fertézott
Medicago truncatula Al7 Jemalong novény indeterminalt giimdivel
végeztik. A vad tipusii novény gyokérgiimbinek vizsgalata mellett M.
truncatula 6V (dnf7) mutans giimdinek noévényi és bakteridlis eredetii

fehérjéit is analizaltuk.

Céljaink az alabbiak voltak:

1) Vizsgaldodasunk elsédleges célja az volt, hogy a baktériumok
transzformalasara és iranyitasara szolgalé ndvényi-eredeti NCR peptidek
jelenlétét kimutassuk a bakteroidokban (S. medicae-vel fertézott vad tipusu
M. truncatula giimékbol). Célunk volt tovabba a detektalt szekvenciak

alapjan a szignal-peptidaz hasitohelyének igazolasa.

2) Arrdl is igyekeztiink informaciot szerezni, hogy mi lehet a biologiai

szerepe ezeknek a polipeptideknek. Ehhez ki akartuk deriteni, hogy:



a) van-e kiilonbség a kiilonbozo fejlodési stadiumban levd bakteroidok NCR-

tartalmaban,

b) mi a kiilonbség a vad tipust és egy adott fenotipussal rendelkezé mutans
novény (M. truncatula 6V/dnf7) gimdinek NCR és bakterialis fehérje

tartalmaban,

c) mely bakterialis és ndvény fehérjék hatnak kdlcson egy bizonyitottan

antimikrobialis hatasu NCR peptiddel.

A fenti célok eléréséhez ki kellett dolgoznunk a megfelelé minta eldkészitd
eljarasokat, a giimd szdveti szerkezetéb6l addéddan meg kellett talalni a
megfelel6 modszert a ndvényi €s a bakterialis eredetii sejtek elkiilonitésére,
majd a bakteroidok anyaganak feltarasara. Mivel a késobbiekben a vad-tipusu
novények mellett bizonyos mutansok gyokérgiimdit is vizsgalni
szandékoztunk, és dssze is kivantuk hasonlitani a kapott eredményeket, ezért

az analizis teljes folyamatat ehhez a célhoz igazitottuk.



Alkalmazott médszerek

Kilonbozo fejlettségi allapotti bakteroidokat eredményezd minta-
elokészitési eljarasok (,,rovid” és Percoll-gradiensen végzett
ultracentrifugalas)

Bakterialis sejtfeltaras ultrahangos szonikalassal

C-terminalisan Strepll- vagy FLAG-tag jelolt NCR247 peptiddel
végzett affinitas-kromatografia

Fehérjék gélben és oldatban emésztése

Fehérjeazonositas LC-MS/MS analizissel, az adatok kiértékelése
Protein Prospector szoftver segitségével két adatbazisbol (Uniprot,
és egy ,,hazi” NCR-adatbazis)

A kiilonbozo fejlettségi allapota mintak NCR peptid tartalméanak
peptidszintii 6sszehasonlitasa fitXIC programmal (referencia-lista)
Vad és mutans novény gimoéiben felhalmozddd bakteroidok
fehérjekészletének Osszehasonlitasa relativ kvantitativ analizissel

(spektrumszamlalas)



4. Eredmények

1. Az NCR peptidek fehérjeszintii azonositasat intakt giimokbol és
bakteroidokbol nyert frakcionalatlan fehérje-elegybdl végeztiik. A tovabbi
tisztitast két egymast koveto folyamatban végeztiik, az elsd, ,,rovid” tisztitasi
folyamat eredményeként egy olyan baktériumelegyet vizsgaltunk, amely az
atalakulas Osszes fazisat képviseli. Az ezt kovetd Percoll-gradiensen torténd
centrifugalassal a mar teljesen differencialodott bakteroidok frakcidja
kiilonithetd el. Az intakt glimébol két, a preparaciok utani bakteroid-
mintakbol 3-3 fiiggetlen bioldgiai mintat vizsgaltunk, hogy meggy6zddjiink

eredményeink reprodukalhatosagarol.

Az intakt glimé mintakbol a technikai ismétlésekkel dsszesen ~300 fehérjét
tudtunk azonositani, ezeknek tobb mint a fele névényi eredetii volt, kdzottiik

45 NCR peptid.

A rovid tisztitasi eljaras utan kapott mintakbol, a harom fliggetlen biologiai
mintat egyiittvéve, az azonositott fehérjék szama megkozelitette a 600-at,
ennek 2/3-a bakterialis fehérje volt, a névényi fehérjék koziil 118 volt NCR
peptid.

Az érett, nitrogén-fixald bakteroidbol, a harom egymastol fliggetlen minta
eredményeit egyiitt kezelve 313 bakterilis fehérjét €s 103 novényi eredetli

fehérjét azonositottunk, ebbdl 75 volt NCR.

A kisérletsorozatban dsszesen 138 NCR peptidet talaltunk. Az intakt giimok
analizisének eredményei azt mutattdk, hogy az abundans NCR peptidek
detektalhatoak ilyen komplex elegyben is. Azonban a tovabb tisztitott



mintakbol sokkal tobb bakterialis, valamint névényi NCR fehérjét
azonositottunk, tehat a bakteroidok izolalasara mindenképp sziikség van. Az
azonositott NCR-ek jelentds részénél sikeriilt az érett peptid N-terminalis
szekvenciajat detektalnunk, igy ezeknél bizonyitast nyert a szignal-peptidaz

valds hasitasi helye.

Megvizsgaltuk tovabba, hogy van-e kiilonbség a kiilonbozé fejlodési
stadiumban levo bakteroidok NCR-tartalmaban. Miutan az automatikus
adatgylijtés soran a prekurzor ion kivalasztasa némiképp esetleges, ezért a két
tisztitasi eljarasbol szarmazo NCR-készlet Osszevetésekor az MS- ¢és
retencids id6-alaptl adat-Osszehasonlitast valasztottuk. Az MS-adatokat a
fitXIC program segitségével vetettiik 0ssze. Egy NCR peptidet abban az
esetben tekintettlink a preparalasi eljaras szempontjabdl egyedinek, ha
legalabb egy triptikus peptidje minimum két ismétlésben detektalhato volt, és
a masik preparalasi eljaras LC-MS kisérleteiben egyszer sem volt detektalva.
Ezen kritériumok alapjan a kovetkezd kiilonbségeket talaltuk. 12 NCR
peptidet csak a bakteroid-keverék tartalmazta, igy ezek a molekulak
varhatéan a giiméfejlodés korai szakaszéban sziikségesek. Ot NCR peptid
csupan az érett bakteroid elegyben volt kimutathatd, ami utalhat arra, hogy

késébbi vagy hosszabban tart6 szerepiik van a szimbidzis folyamataban.

2. Kovetkezo vizsgalatunkban S. medicae WSM419 baktériummal fert6zott
M. truncatula vad tipusi és 6V mutansa giimdinek fehérjekészletét
hasonlitottuk 6ssze. A 6V mutanst az teszi érdekessé, hogy az NCR169 gén
hianyaban légkori nitrogén kotésére képtelenné valik. Ezzel a munkaval egy
konkrét NCR peptid hatasarol szereztiink fehérje-szintli bizonyitékokat. A

kvantitativ értékelést a spektrumszamlalds modszerével végeztik. A két



minta fehérje-tartalmanak 0Osszehasonlitasakor minimum 50% valtozast
tekintettiink szignifikansnak. Tizenhat olyan fehérjét azonositottunk a
mintdkban, amelyek nagyobb mennyiségben voltak jelen a mutans
novényekrdl gyljtott glimokben. Ezek kozott pillanatnyilag szisztematikus
Osszefiiggést nem tudunk kimutatni. Némiképp tobb, 23 fehérje “tiint el”
vagy mutatott jelent0s csokkenést a mutans giimékben. A mutansbdl jelentds
mennyiségben ,.hianyz6” fehérjék egytdl egyig a szimbidzissal és a nitrogén-
fixalassal 0sszefiiggd géntermékek (NifT/FixU family protein, Ferredoxin I1I
4(4Fe-4S) nif-specific, Nitrogenase protein, Nitrogen fixation protein NifX,
stb), NCR vagy GRP peptidek voltak, azaz eredményeink fehérje-szinten
igazoljak, hogy a 6V mutans bakteroidjaiban a nitrogén-fixalas nem miikodik
megfelelden. A gél-mintakbdl szarmazo eredmények alahuzzak, hogy a
fehérjék frakcionalasa lehetévé teszi tobb komponens azonositasat,
kvantitativ dsszevetését, ez azonban inkabb a nagyméretli fehérjék esetében
mikodik jol, a kisméretii, kevés triptikus peptidet produkalé NCR fehérjék
tapasztalataink szerint ,,elvesznek™ a gélfuttatas soran. Az oldatban és gélben
emésztést egyiitt hasznalva kaphatjuk a legteljesebb képet a minta

fehérjetartalmarol.

Osszesen 139 NCR peptidet azonositottunk ezekben a kisérletekben. Ezeknek
csaknem a felét kizarolag a vad tipust ndvény giiméibdl sikeriilt kimutatni,
mig egyetlen olyan NCR peptidet sem talaltunk, ami kizar6lag a mutans
novényre lett volna jellemzd. Az elsé kisérlethez képest uj NCR-eket is

azonositottunk.

3. Munkank harmadik részében az NCR247 peptid biologiai szerepére

kerestiink valaszt lehetséges kdlcsonhatd partnereinek azonositdsaval. Az



NCR247 peptidet -erés hidrofil karaktere €s extrém magas izoelektromos
pontja miatt évek ota vizsgaljak, tobb publikacid és doktori dolgozat
bizonyitotta eme peptid antimikrobialis hatasat kiilonb6z6 Gram-negativ és
Gram-pozitiv baktériumokkal és human patogén gombafajokkal szemben.
Transzkriptom-analizis eredményei alapjan a peptid génje a giimofejlédés
korai szakaszaban termelédik. Az NCR247 kolcsonhatd partnereinek
tomegspektrometrias azonositasahoz kémiailag szintetizalt, diszulfid-hidakat
nem tartalmazé peptidet hasznaltunk (akarcsak a bioldgiai hatas
tanulmanyozasahoz), amelyet Strepll- vagy FLAG-taggel lattak el a fehérje-
komplexek kdnnyebb izolalasa érdekében. S. meliloti (Sm1021) baktérium
kultarat és ezen baktériumok M. truncatula giim6ibdl izolalt bakteroid
formait vizsgaltuk. In vitro kisérleteket végeztink a megfelelé gyongyre
kotott peptiddel és a baktériumokbdl vagy bakteroidokbodl izolalt fehérje-
elegyekkel. Hét esetben baktériummal, egy esetben bakteroid mintaval
dolgoztunk, kontroll kisérletek elvégzésével. A baktérium-kultirakbol
szarmaz6 eredményeket Osszesitve azt kaptuk, hogy a lehetséges interakcios
partnerként azonositott fehérjék tobbségében a riboszomalis fehérjek koziil
keriiltek ki, 14 kis és 12 nagy riboszoémalis fehérje-alegységet azonositottunk.
A riboszoémalis fehérjék mellett a GroEL bakterialis chaperon, piruvat
dehidrogendz-komplex, transzaldoldz, RNS-polimeraz béta ¢és béta’
alegységei, elongacios faktorok és egyéb fehérjék is jelen voltak az affinitas-
kromatografiaval ,kifogott” fehérjekomplexben. A baktérium és bakteroid
mintakbol szarmaz6 lehetséges kolcsonhatdo fehérjéket funkcionalis
csoportokba soroltuk, ez alapjan a riboszomalis fehérjéken tal transzport

fehérjék és nukleotid kotéssel kapcsolatos fehérjék voltak legnagyobb
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szamban jelen, mint lehetséges kolcsonhatd partnerek szabadon €16

baktériumbol.

A bakteroidokban a GroEL és piruvat dehidrogenaz-komplex, kisebb
mennyiségben riboszomalis fehérjék kotddtek az NCR peptidhez. Bakteroid
mintadkban ezen kiviil a nitrogendz komplex elemeit, valamint NCR
peptideket is azonositottunk (NCR028, NCR169, NCR290) kdlcsonhatoként.
Bakteroid mintabdl természetesen kevesebb Ilchetséges fehérjepartnert
talaltunk, a funkcionalis csoportositas szerint a fent felsoroltakon thl
transzportfehérjék és nitrogén-fixalasban szerepet jatszo fehérjék is jelentds
szamban azonositasra keriiltek. Az NCR247-GroEL kolcsonhatast tobb
oldalrol is megvizsgalva (immuno-precipitacios kisérletek) egyértelmiivé
valt, hogy az NCR247 kotédik a GroEL fehérjéhez, a két fehérje komplexet
képez. Biologiailag relevans lehet az is, hogy az NCR247 kolcsonhatasba 1ép
a nitrogén-fixalasban szerepet jatszo fehérjékkel és mas NCR peptidekkel,
bar még nem tisztazott, hogy kozvetleniil vagy mas fehérjék kozvetitésével

teszi-e ezt.
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5. Osszefoglalis

1. Kozel 200, genomikai €s transzkriptomikai vizsgalatok alapjan a fert6zott
giimosejtekben expresszaldo NCR peptid fehérjeszintii jelenlétét igazoltuk
Medicago truncatula gydkérgiimbiben. A glimok korai és késébbi NCR-
készletének azonositasahoz kiilonboz6 bakteroid-elegyekkel, de teljesen
megegyez0 minta-elokészitési eljarasokkal dolgoztunk, ennek
eredményeképp azonositottunk néhany, a giiméfejlodés kezdeti szakaszara

jellemzd NCR peptidet.

Az érett polipeptidek kozel felénél igazoltuk a prediktalt szignal szekvenciat,

azaz a vart N-terminust detektaltuk.

2. Vad tipusu és 6V mutans (dnf7) (nitrogén-kotésre képtelen) M. truncatula
gyokérgiimok fehérjetartalmanak szemi-kvantitativ 6sszehasonlitasat
végeztik el. Eredményeink azt mutatjak, hogy mutans névényben az
NCRI169 hianyabdl kdvetkezden a nitrogén-kotésben szerepet jatszo fehérjék
termelése gatolt. A vad tipusu névénybdl azonositottunk szamos olyan NCR
peptidet is, amelyek a mutansbol mar hidnyoztak, valosziniileg a mutacioért

felelos NCR169 termel6dése utan 1épnek csak akcidba.

3. Az NCR247 antimikrobialis hatasu peptid kodlcsonhato fehérje-partnereit
azonositottuk baktérium és bakteroid mintakban. Nagyszamu riboszomalis
fehérjét, a GroEl bakterialis chaperont és egyéb fehérjéket, koztik NCR

peptideket detektaltunk. A kotddések bioldgiai relevanciaja a riboszomalis

fehérjék és a GroEl esetében tovabbi bizonyitast is nyert.
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