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Bevezetés

A Snorhizobium meliloti talajbaktériumok a lucernaval
szimbidtikus kolcsonhatast alakitanak ki, melynek soran a lucerna
gyokerein létrejott glimOkben a bakteroidok a légkori nitrogent
ammoniava  redukaljak. A nitrogénkotéshez — sziikséges
nagymennyiségli energiat egy szimbiozis-specifikus 1€gzési
elektrontranszport lanc biztositja, melynek nagy oxigén-affinitasu
termindlis oxiddza c-tipust citokromokat tartalmaz. A c-tipusu
citokromok minden €16 szervezetben fontos szerepet toltenek be.
Legjelentdsebb funkciojuk mindeniitt a leégzesi elektrontranszport
folyamatokban van. S meliloti baktériumokkal végzett kisérletek
kimutattak, hogy a cC-tipusi citokromok biogenezisében hibas
mutansok nem képesek a 1égkori nitrogén megkotésére.

A c-tipusi citokromok két alegysegbol allnak: a hem
prosztetikus csoportbol €s a citokrom apoproteinbdl. E két
alegység kovalensen kapcsolodik egymashoz. A kovalens
osszekapcsolast a citokrom € hem liaz komplex (CCHL)
alegységei, a CycH, CyclJ, CycK ¢és CycL feherjék végzik a
membran periplazmatikus oldalan. A CycH fehérje funkcigja az,
hogy a citokrom biogenezis soran az apoproteint megfeleld

konformacidban tartsa, a CycJ, CycK ¢és CycL fehérjek pedig a



hem csoportot tovabbitjdk a periplazmaban, és hozzajarulnak a
hemnek az apoproteinre valdo kapcsolasahoz. A Cyc fehérjék
funkcidja azonban még nem teljesen ismert. Jelenleg szamos
laboratoriumban, kiilonb6zd  baktérium  fajokon  vegeznek
kutatasokat azért, hogy a Cyc fehérjék pontos szerepe ismertté

valjon.

Célkitiuzések

Munkank célja az volt, hogy a S médliloti nitrogénkotd
baktériumban a Cyc fehérjéknek a c-tipusu citokromok
biogenezisében betoltott funkcidjat megismerjilk a szimbidzisra
jellemzd mikroaerob koriilmények kozott. Megvizsgaltuk tovabba
a Cyc fehérjéket kddold operon transzkripcids szabalyozasanak
valtozasat az oxigénszint csokkenésének hatdsara. A kovetkezo
kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Milyen hatassal van a Cyc fehérj¢k hianya a hem
bioszintézisre?

2. M1 a magyarazata a két cycH mutans torzsben (AT342 ¢&s
PP2982) talalhatd TnS inszerciod kiilonbozo hatasanak?



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

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

5. Mivel egyes c-tipusi citokromok csupan szimbiotikus
korilmények  kozott  szintetizalodnak,  vizsgaltuk, hogy
megnovekszik-e a CycHJKL operon kifejezddese mikroaerob
korulmények kozott?

6. Melyek azok a fehérjek, amelyek szerepet jatszanak a

cycHJKL operon mikroaerob indukciojaban?

Alkalmazott modszerek

# Molekularis biologiai modszerek: DNS, RNS ¢s fehérje 1zolalas,
elektroforézis, Southern-analizis, Northern-analizis, polimeraz
lancreakcio, klénozas, szekvencia  analizis, homolog
rekombinacio.

# Mikrobiologiai modszerek: konjugacio, transzformacio, fag

transzdukcio.



# Biokémiai modszerek: B-galaktozidaz aktivitds meghatarozas, C-
tipust citokromok kimutatdsa, protoporfirin IX kimutatasa,
,,respiracios” nitrat reduktaz aktivitas kimutatasa.

# Medicago sativa novények laboratoriumi koriilmények kozti

termesztése, baktériumokkal valo inokulalasa.

Eredmények és kovetkeztetések

A cycHJKL génekben mutaciot hordozo S mdliloti
bakteriumokkal végzett kisérleteink soran kideriilt, hogy a Cyc
fehérjék hidnya nemcsak nitrogénkotésben (Fix') €s nitrat
redukcioban (Rnr’) hibas fenotipust okoz, hanem a hem
bioszintézis utolso 1épéseit is befolyasolja. 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 feherjék hianyaban nem alakulhat ki a
hem ¢€s az apoprotein kozti kovalens kotés. Komplementacios
kiserletek segitségével megallapitottuk, hogy a munkank soran
vizsgalt két cycH mutansban az eltérd PPIX fenotipus nem
magyarazhatd a transzpozon beépiilésének esetleges polaris
hatasaval. A kiilonbséget a ket mutansban az idézte eld, hogy

benniik a CycH fehérjének kiillonb6z6 hossziusagl szakaszai



szintetizalodtak, amely a PP2982 torzsben elegendd volt az
alacsony PPIX szint megdrzésehez. Megallapitottuk, hogy az aktiv
peptid az N-terminalis 96 amindsavbol all, €s magaban foglalja a
CycH fehérje elsd transzmembran doménjét a citoplazmatikus
hurokkal. Eredményeinket irodalmi adatokkal Osszevetve az N-
terminalis 96 aminosavbol allo CycH fehérje szakasznak harom
lehetséges szerepét felteteleztiik. Egyrészt e fehérje szakasz a
Cycl, CycK ¢s CycL fehérjékkel egyiitt elegend6 lehet instabil c-
tipusu citokromok biogeneziséhez, igy a PPIX felhasznalodashoz.
Egy masik lehetseges funkcid a hem csoport periplazmaba torténd
transzportja. Amennyiben a hem szallitds zavartalan, nem
halmozddik fel a PPIX. A harmadik feltételezett funkcid szerint a
CycH fehérjének ez a szakasza kolcsonhatasba Iéphet a PPIX-bol
hemet szintetizdlo ferrokelatdz enzimmel, €s eldsegitheti annak
mukodéset.

A CycH fehérje C-terminalis periplazmatikus szakaszat
vizsgalva harom tetratrikopeptid (TPR) domént azonositottunk. A
TPR domének funkcioja irodalmi adatok alapjan ismert, fehérje-
fehérje interakciokban jatszanak szerepet. Kisérleteink soran olyan
konstrukciokat készitettiink, melyekbdl egyenkeént eltavolitottuk a

cycH gén TPR doméneket kodoldo szakaszait. Ezekkel



komplementacios kiserleteket vegeztiink és kimutattuk, hogy a
TPR domének nélkiilozhetetlenek a CycH fehérje funkcidjanak a
betdltéséhez. Hidnyukban sem a Fix', sem a Rnr’ fenotipus nem
allithatd helyre. Azt feltételezziik, hogy a CycH fehérje esetében a
TPR domének a fehérjének az apoproteinnel €s/vagy a citokrom C
hem liaz komplex tobbi egységével valo kapcsolatat biztositjak.

Tovabbi munkank soran abbol indultunk ki, hogy a
szimbiozis-specifikus 1€gzesi elektrontranszport lanc nagy oxigen-
affinitast terminalis oxidazat kodold fiXNOQP operon mikroaerob
korilmények kozott fejezddik ki. A keletkezett termékek kozott a
FixO ¢és FixP fehérje c-tipusi citokrom  apoprotein.
Megvizsgaltuk, hogy a cycHJKL operon transzkripcidja is oxigén
kontrol alatt all-e. Megallapitottuk, hogy mikroaerob kornyezetben
a CycHJKL operon kifejezodése megnovekedett, tehat
feltetelezhetoen szimbidtikus koriilmények kozott a Cyc fehérjek
nagyobb mennyiségben képzddnek.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a S meliloti-ban ismert,
oxigénszintet érzekeld ¢s e jelet tovabbitdo feherjéknek van-e
szerepe a CyC operon mikroaerob indukcidjaban. Eredményeink
alapjan kizartuk a FixL, FixJ valamint FixK fehérjek szerepét e

folyamatban. Harmadik jeloltink az ActS/R kétkomponensii



jelatvivd rendszer volt. Eredményeink szerint az ActR fehérje
mikroaerob kornyezetben €s intenziv nitrogénkotés folyamata alatt

szerepet jatszik a cyc operon kifejezodésének indukciojaban.
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