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ELOSZO

A dolgozatban ismertetett kisérleti munka az MTA Szegedi Biologiai K&zpontjanak
Genetikai Intézetében, a Nitrogénkotési Csoportban késziilt.

Koszonettel tartozom a Genetikai Intézet jelenlegi és volt igazgatdinak, Dr. Raskéd
Istvannak és Dr. Alfoldi Lajosnak, hogy munkam lehetSvé tették az altaluk vezetett
intézetben.

Kosz6ndm témavezetSmnek, Dr. Kondorosi Addmnak, hogy munkidmat mindvégig
figyelemmel kisérte, nagyon sok szakmai segitséget nyujtva az értekezésben targyalt
munka elvégzéséhez. Kiilon készondm a dolgozat megirasaval kapcsolatos hasznos
tanacsait €s biralatait.

Az értekezés anyaga csoportmunkdn alapul. Koszénet a Nitrogénkotési Csoport
valamennyi tagjanak, akik az évek soran elméleti és gyakorlati tanicsaikkal segitették
munkamat, koziiliik is kiilon koszonettel tartozom Dr. Petrovics Gyorgynek, Dr. Kereszt
Attilanak és Dr. Putnoky Péternek, hogy munkajukkal megalapoztak, és kiegészitették az
altalam végzett kisérleteket.

Koszonettel tartozom a Russel W. Carlson vezette amerikai kooperacios csoportunknak
(Complex Carbohydrate Research Center, Athens, Georgia, USA) a poliszacharidok kémiai
analizisében nyujtott pdtolhatatlan munkajaért.

K6sz6ndém Dr. Gyorgypal Zoltannak a szamitégépes szekvencia analizis mddszereinek
elsajatitasdban nyujtott segitségét.

Ko6szonet illeti Dr. Dusha Ilonat és Dr. Kereszt Attilat a dolgozat kritikus szemmel vald
elolvasasaért és hasznos tanacsaikért.

Koszonetemet fejezem ki Liptay Zsuzsa és Jenei Sandor asszisztenseknek lelkiismeretes
munkajukért.

Ko6szonom Téth Sandornénak a dolgozat abrainak elkészitésében nyujtott segitségét,
valamint k6szonom Dr. Putnoky Péternek, hogy az altala készitett 3., 19., és 20. abrat a
rendelkezésemre bocsatotta.

Kiilén készénom Dr. Kondorosi Addamnak és Dr. Kondorosi Evanak a lehetSséget, hogy
a gifi (Franciaorszag) Institut des Sciences Végétales-ben (CNRS) miik6dd csoportjaikban
dolgozva bekapcsolédhassak az ott folyd szdmos témaba, és belekdstolhassak a
szimbiotikus nitrogenko6tés kutatasdnak novényi részébe is.

Végiil, de nem utolsoé sorban szeretnék kdszonetet mondani sziileimnek és feleségemnek
akik mindig biztak bennem ¢€s nyugodt, szeretetteljes hatteret biztositottak ahhoz, hogy

biologus véalhasson belSlem.



BEVEZETES

Az €10 szervezeteket felépitd egyik leggyakoribb elem a nitrogén. A f6ld nitrogén
készletének jelentSs része gz halmazallapotl, amelyet az é16lények tulnyomd tobbsége
nem képes kozvetleniil hasznositani. Az tgynevezett diazotr6f mikroorganizmusoktol
eltekintve ugyanis az él6 szervezetek csak a kotott nitrogént tudjak beépiteni sajat
anyagaikba. A nitrogénkotésre képes prokaridta fajok szdma tobb szézra tehetd.
Megtalalhatéak koztiik fotoszintetizald (pl. Rhodospirillum rubrum), anaerob (pl.
Clostridium spp.), mikroaerob (pl. Azospirillum, Acetobacter, Azorhizobium), aerob (pl.
Azotobacter) és szimbionta (pl. Rhizobium) baktériumok, valamint aktinomicéta gombék
(pl. Frankia). Ezek a mikroorganizmusok a molekuléris nitrogént ammoniava redukaljéak,
novelve a talaj hasznosithatd nitrogéntartalmat. Az ammoénia mar képes beépiilni a
novények aminosavaiba, onnan pedig mas nitrogén tartalmi vegyiileteibe. A lebonto,
denitrifikal6 folyamatok eredményeképpen a szerves vegyiiletekbdl felszabaduld nitrogén
visszakerill a légkorbe. Az Okoszisztéma nitrogén korforgalméanak egyensulyahoz tehat

folyamatos Ny — NHj3 4talakulas, azaz nitrogénkotés sziikséges.

A termdteriiletek intenziv mezG8gazdasagi tevékenység miatti nitrogénveszteségét
napjainkban mfitragyazassal potoljak. Ez azonban csak révid tdvon nytjthat megoldast,
hiszen ez a mddszer igen koltséges (egy tonna miitragya elGallitdsdhoz 1,3 t kdolaj
szarmazék elégetésébSl szarmazd energia sziikséges), és nagymértékben karositja a
kornyezetet. A talajbdl az élGvizekbe mosddd nitrogén-sok tonkreteszik azok élGvilagat,
szennyezik az ivoviz készleteket, és a tavak eutrofizacidjahoz vezetnek. A miitragya
gyartas soran a légkorbe keriilS nitrogén-oxidok fokozzak az iiveghazhatast, ami bolygdénk
globdlis felmelegedéséhez jarul hozza. Mindez belathatatlan veszteséget és veszélyt jelent
az emberiség szamara. 1990-ben a vilag nitrogén miitragya felhasznalasa 80 milli6 tonna

volt (Brown, 1994). Becslések szerint 2020-ra 160 milli6 t termelése valik sziikségessé

(Dyson, 1996), mivel a Fold lakéinak szama elérheti a 9 millidrdot. Az emberiség
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élelmiszer ellatasa oriasi terhet fog jelenteni a mezdgazdasagnak. ElGtérbe keriilnek tehat
azok a kutatdsi teriiletek, amelyek eredményei felhasznalhatok az élelemtermelés
fokozaséra. A bioldgiai iton megkotott nitrogén mennyiségének ndvelése tehat a probléma
elméleti érdekességén tul, égetd gyakorlati sziikségszertiség is. Igy érthetd, hogy a
bioldgiai kutatdsok egy része a nitrogénkotés megismerésére, ezen beliil a szimbidtikus

nitrogénkotés fokozasanak és kiterjesztésének lehetéségeire iranyul.

1.1. A szimbiétikus nitrogénkotés

A diazotr6f mikroorganizmusok egy része szabadon élve (pl. Klebsiella, Azospirillum),
mig mas résziik a Parasponia fajok kivételével mindig pillangdsviragi névényi partnerrel
szimbidzisban (pl. Rhizobium) képes a levegd nitrogénjének megkotésére (Allen és Allen,
1981). A nitrogénkotés szimbidtikus formdja a leghatékonyabb, hiszen itt a folyamat
magas energia igényének nagy részét a novény fedezi. Az egymassal szimbiodzisra 1épd
fajok kore szigorian meghatarozott. Egy adott baktérium faj csak bizonyos gazda
novényekkel képes egyiittmiikodést kialakitani, azaz a folyamat gazdaspecifikus. Az un.
szllk gazdaspecifitasi fajok (pl. R. meliloti) csak igen korlatozott szamu novényfajjal
(Medicago, Melilotus, Trigonella) képes effektiv szimbidzist kialakitani. Egyes széles
gazdaspecifitasi fajokra igen nagy “promiszkuitds” jellemzd, a R. sp. NGR234 példaul
tobb mint 110 névénnyel létesit szimbidtikus kapcsolatot. A folyamat specifitasat a
partnerek kozotti, egyedi szignalmolekuldk cseréjén alapulé kommunikacié biztositja (1.
abra). A szimbiotikus nitrogénkotés szintere a novény gyokerén kialakulod specialis szerv, a

gyokérgiimd.

1.2. A nitrogénkoté giimd kialakuldsa
A szimbidzis kialakuldsdnak els§ szakaszdban, a pre-infekcié sordn a partnerek
ko6lcsonds felismerése zajlik. A gazdandvények gydkerébdl kibocsatott kiilonbozd tipust

vegyliletek (cukrok, aminosavak, flavonoidok) a szabadon ¢él6 Rhizobiumok pozitiv
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kemotaxisat valtjak ki (Bergman és mtsai, 1988). Habar sem a mozgasképesség, sem a
kemotaxis nem elengedhetetlen feltétele a giimd kialakulasanak, ezek a tulajdonsagok
szelektiv el6nyt biztositanak a vad tipusu baktériumoknak a mozgas ¢és jelmolekula

felismerésre képtelen mutdnsokkal szemben (Caetano-Anollés és mtsai, 1988).

Rhizobium Flavonoidok /\ Gazdandvény
® [ ] \
* @
[ ]
e °
NodD ) o* .
O "
. J Giimé iniciacio:
- gyokérszor gorbiilés
@& | - kortikalis sejtek
- ~ osztodasa
nod
© Nod fa\“°‘°“
\ J ?
Gimé
fejlédés
fix )
pS?
ps P *

J

1. abra. A R. meliloti és a lucerna kozott folyd jelcsere sémaja. A sematikus Rhizobiumokban lathatd
alakzatok a baktérium kromoszomajat és két nagyobb plazmidjat jelolik. EPS, LPS, KPS: sejtfelszini
poliszacharid tipusok. exo, Ips, rkp, nif; fix: a szimbiozis soran szerepet jatsz6 géncsoportok.
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A gyokér kozvetlen kozelébe keriild Rhizobiumok a fiatal gyokérsz6rokhoz tapadnak
(Dazzo és mtsai, 1984). A kezdeti elképzelések szerint a felismerési folyamat specifitasat a
gazdandvény gyokere, és a megfelelé baktérium sejtfelszine kozotti kot6dés hatarozza
meg. A feltételezés alapjaul novényi lektin molekuldk bakteridlis sejtfelszini
poliszacharidokhoz valé kot6dése szolgélt (Dazzo és mtsai, 1983). A késSbbiekben a
gazdaspecifikus kotédésnek ellentmondod kisérleti eredmények lattak napvilagot, amelyek
Rhizobiumok egyenlé mértékl tapadasat irtak le a gazda- és heteroldg noévények
gyokeréhez (Smit, 1986). A jelenlegi elképzelések szerint a baktériumok koétddése a
gyokérszOrok feliiletén két lépésben torténik. ElGszor egy laza, nem gazdaspecifikus
kapcsolat jon létre, melynek kialakitdsdban egy bakteridlis Ca**-kotS fehérjének, a
rhicadhézinnek egy ezeddig még nem azonositott novényi receptorhoz vald kdtédése jatsza
a f6 szerepet (Smit, 1987). A masodik 1épésben tovabbi baktérium sejtek aggregalédnak az
eloz6leg mar a gyokérhez tapadtakhoz, mikdzben a partnerek kozotti kapcsolat is
szorosabba valik bakterialis celluldz fibrillumok, és névényi lektinek kapcsolédéasa révén
(Smit, 1987).

A megtapadt baktériumok a novekedésben levs gyokérszérok gorbiilését, elagazddasat
valtjak ki. Ezzel egyidében a gyokér kéregsejtjei osztddni kezdenek, aminek
eredményeképpen kialakul a fejlédé giimd szdveteit létrehozé glimémerisztéma (Dudley és
mtsai, 1987). A gazda-szimbionta kapcsolat e kezdeti 1épéseit meghatarozé kommunikacié
soran Kkitlintetett szerepe van a novény gyokere altal kibocsatott kiilonboz6 tipusu
flavonoidoknak (Rolfe, 1988). Ezek a vegyiiletek nemcsak a szimbiontdk kemotaxisdban,
hanem giim6képzési vagy mas néven nodulacids (nod) génjeinek aktivaldsaban is szerepet
jatszanak. Minden ndvény egy jellemzd Osszetételd flavonoid keveréket bocsat ki a
gyokerébdl, melynek spektruma az adott ndvényfajtdl, annak fejlédési stadiumatol,
valamint egyéb kdrnyezeti tényezdktdl, pl. a talaj nitrogén ellatottsagatdl fiigg. E flavonoid
keverék egyes komponensei serkentSleg, mig masok gatldlag hatnak a Rhizobiumok

nodulécidés génjeire (Gyorgypal és mtsai, 1988, 1991a,b). A flavonoidok bizonyos
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csoportja az izoflavonoidok mas mikroorganizmusokra nézve toxikusak (fitoalexinek),
kibocsatasuk a ndvények patogének elleni védekezési reakcidjanak része (Koes és mtsai,
1993; Phillips és Kapulnik, 1995). A Rhizobiumok azonban az evolicié soran feltehetSleg
alkalmazkodni tudtak a flavonoidok toxikus hatdsahoz (Parniske és mtsai, 1991).

A flavonoid molekuldkat, mint elsédleges névényi szignalokat a baktériumokban egy
vagy tobb kopidban megtaldlhaté nodD gén(ek) terméke érzékeli. A kiilonb6z6 NodD
fehérjék flavonoid felismerése eltérd (Horvath és mtsai, 1987; Gyérgypal és mtsai, 1991),
azaz szigoruan meghatdrozott, hogy mely ndvények mely Rhizobiumok gimdképzési
génjeit képesek aktivalni. A NodD fehérjék a flavonoidokkal kélcsonhatva két6dnek az
cisz-regulator DNS szakaszokhoz, az Gn. nod-boxokhoz (Rostas és mtsai, 1986). Ennek
kovetkeztében a szabadon él6 baktériumokban nem, vagy csak igen alacsony szinten
expresszalodé nod operonok kifejez6dnek (Kondorosi és Kondorosi, 1986). A nod gének
altal kodolt fehérjék lipokito-oligoszacharid molekulak, az Gn. Nod-faktorok szintéziséért
felel8sek (2. abra), amelyek valasz jeliil szolgalnak a gazdanévény szamara (Lerouge és
mtsai, 1990). Az erds szekvencia konzervalodast mutatd k6zos nod gének (nodABCL))
minden Rhizobiumban megtaldlhatéoak, feladatuk a Nod-faktorok alapvazéanak
szintézisében, és a kész molekula transzportjdban résztvevl enzimek kodolasa. Ezzel
szemben az un. gazdaspecifitdsi nod gének (nodFELGHPQSXZ) nem minden fajban
talalhatéak meg. Az altaluk meghatarozott fehérjék a Nod-faktor oligoszacharid lancanak
az adott fajra jellemz6 modositasait végzik. Minden egyes Rhizobium tobbféle, kissé eltérs
szerkezetli Nod-faktort termel, melyek az adott gazdanévényen kiilonb6z6 mértékben
serkentd6 hatastiak, amely tulajdonsdgot a jelmolekula alapvazédhoz kapcsolodd
szubsztituensek hatdroznak meg (Schultze és mtsai, 1994; Dénarié és mtsai, 1996). A Nod-
faktorok gazdaspecifikus aktivitdsdnak szempontjabdl meghatirozo jelentGségil a kito-

oligoszacharid alaplanc hossza, a nem redukalé vég O-acetilaltsaga, a redukalo vég O-
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acetilaltsaga, vagy szulfataltsaga, valamint az alapvazhoz kapcsolddo zsirsavlanc hossza és
telitetlenségének foka (Schultze és Kondorosi, 1996).

A Nod-faktorok a baktériumok hidnydban is képesek kivaltani a gyokérsejtek
plazmamembranjanak depolarizaciéjat (Ehrhardt és mtsai, 1992; Felle és mtsai, 1995), az
intracellularis Ca**-szint oszcillaciéjat (Ehrhardt és mtsai, 1996), az aktin filamentumok
atrendez6dését (Allen és mtsai, 1994), valamint a gyokérszérok gorbiilését, és a gyokér
kéregsejtjeinek osztddasat (Lerouge és mtsai, 1990; Truchet és mtsai, 1991). Feltételezések
szerint a Nod-faktor molekuldk a gyokérszérok feliiletén talalhatd, eddig még nem
azonositott receptorokhoz koétédnek (Ardourel és mtsai, 1994). Habar a Nod-faktorokat a
Rhizobiumok kibocsatjak a kornyezetiikbe, egyes elképzelések szerint hatasukat, legalabbis
részben, mégis lipid oldallancukkal a baktérium kiilsé membranjahoz kihorgonyozva fejtik
ki (Hirsch, 1992) Feltételezik, hogy a megtapadas sordn az addig a gyokérszér feliiletén
egyenletesen eloszlott receptorok a fiatal epidermisz sejtek membranjéban oldaliranyban
elmozdulva a megtapadt Rhizobium koriil feldisulnak, ami a sejtek egyenlGtlen
megnyulasahoz, kdvetkezésképpen a gydkérszér meggorbiiléséhez vezet (Hirsch,1992). A
pasztorbotszerlien megtekeredett gyokérszOrok altal csapdaba ejtett Rhizobiumok egy
bizonyos ponton hidrolizaljék a gyokérsejtek falat (Callaham és Torrey, 1981), és névényi
sejtfal anyagokbol allo, un. infekcids fonalakon keresztiil behatolnak a gyokérbe. Egyes
feltételezések szerint az infekcids fonalakba prolinban gazdag tn. korai nodulinok, mint pl.
az ENODS és ENODI12 (Scheres és mtsai, 1990 a,b) épiilhetnek be. A névekvd infekcids
fonal mikrotubulusok és citoplazma hidak sugaras atrendezédésével képz6dd preinfekcios
fonalak 4ltal irdnyitva halad keresztiil a kéreg sejteken a fejl6d6 giim6 primordium
iranyaba (Kijne, 1992).

A jelenlegi elképzelések szerint a Nod-faktorok egy eddig még ismeretlen
szignaltranszdukcids kaszkadon keresztiil egyes novényi hormonok (auxin, citokinin)

egyensulyanak megvaltozasahoz vezetnek, ami a protoxilem-pélusokbol szdrmazd un.
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sztéle-faktor (uridin) koncentracié gradiensével egyiitt indukélja a gim6 merisztémat

létrehozo kortikalis sejtek osztodasat (Geurts és Franssen, 1996).

GIn  Glu
Gliikoz- Glﬁkézamin-—»»»UDP-N-acetil-
6-P 6-P gliik6zamin
N H
0=C = 4 =
n=1-3 0=¢
X
zsirsav
szintézis
kondenzacié
NodE H
redukcié
NodG
v dehidracio
V redukcio \»
-C16:2A2’9 i
szulfat
\tp — P> — P> PAPS
H

2. abra A Nod faktorok szintézise R. melilotiban.
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A morfoldgiai és fizioldgiai valtozasok mellett a Nod-faktorok hatdséra szamos ndvényi
gén indukcidja is detektalhatd, mint példaul a korai nodulin gének k6zé tartozé enodl2
(Bauer és mtsai, 1994) és enod40 (Crespi és mtsai, 1994), valamint az osztddasnak indult
kéregsejtekben reaktivalodnak a sejtciklus gének (Yang és mtsai, 1994). A fent emlitett
folyamatok eredményeként kialakul a giimé szerkezete.

A gimOmerisztéma miikddése alapjan kétféle gimd tipust kiilonboztetink meg
(Newcomb és mtsai, 1981). A determinalt giimSkben (szdja) a merisztéma a kiils§
kortikalis sejtekbdl jon létre, miikodése hamar ledll, minek kovetkeztében a giimé belsd
sejtjei kozel azonos koruak és fejlédési stadiumuak. Az indeterminalt giimd a belsS kortex
sejtek osztodasaval képzddik, miikddése folyamatos, kdvetkezésképpen a merisztématdl
tavolodva a sejtek kiilonbozd fejlédési stadiumt zonakat alkotnak (Vasse és mtsai, 1990).
A folyamatosan o0sztdédd merisztémahoz legkozelebbi, fiatal sejtekbdl allo prefixacids
zonaban torténik meg a giimdinvazié. A tobbszordsen eldgazd infekcidés fonalban a
baktériumok folyamatosan osztédnak, és a novényi sejtek citoplazmajaval torténd
kozvetlen érintkezés nélkiil jutnak el a giimé belsejébe (Turgeon és Bauer, 1982). Ott az
endocit6zishoz hasonld folyamat sordn a névényi eredetd, un. peribakteroid membranba
"csomagolva" keriilnek be a giimdsejtek citoplazméjaba (Verma, 1992). Tovabbi
osztddasuk ledll, és szamos egyéb valtozas kovetkeztében a Rhizobiumok endoszimbidtikus
formajava, bakteroidokka alakulnak.

Az interzénaban kezdddnek el, majd a nitrogénkotési zonaban teljesednek ki a 1égkori
nitrogén megkotéséhez vezetd folyamatok. Az érett giimdsejtekben a bakteroidok
megkezdik a levegd nitrogénjének redukaldsat a nitrogenaz enzimkomplex segitségével,
amely egy homodimer Fe-proteinbdl és egy heterotetramer MoFe kofaktorbol allé polimer
(Dean és mtsai, 1993). A nitrogenaz miik6déséhez sziikséges alacsony oxigéntenziét egy
hem-tartalmu oxigénkots fehérje, a leghemoglobin biztositja (Powel és Gannon, 1988). A
megkOtott nitrogén ammonia formajaban transzportalodik a novénybe, ahol elsGsorban

glutaminba beépiilve bekapcsolddik a nitrogén anyagcserébe (Schubert, 1986).
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Végiil a merisztématdl legtavolabb esd Gregedési zonaban a bakteroidok elveszitik

funkcioképességiiket és elpusztulnak.

1.3. A baktériumok sejtfelszini molekulai

A sejtfelszini molekuldk meghatarozd szerepet jatszanak mind a parazita, mind a
szimbionta mikroorganizmusok gazdasejtekkel vald kolcsonhatasakor. Ezek az anyagok
keriilnek el6szor kozvetlen kapcsolatba a sejtek egymassal valo érintkezése soran, ezért
joggal feltételezhetjilk, hogy a sejtek feliiletén taldlhatdé molekuldk dont§ moédon

befolyasoljak a felismerési és kommunikacids folyamatokat.

1.3.1. A Gram-negativ baktériumok sejtfelszine

A Gram-negativ baktériumok sejtburkat egy kiils6 és egy bels6 membran, valamint a
koztik levd peptidogliikdn réteg alkotja (Whitfield és Valvano, 1993). A sejtek
citoplazmajat kozvetleniil hatarold bels6 membran egy szimmetrikus foszfolipid
kettOsréteg, amelybe hidroféb feliikkel membranproteinek agyazddnak, melyek szamos
funkciot latnak el, pl.: elektrontranszport, oxidativ foszforilacio, specifikus ion és tapanyag
transzport, szignéltranszdukcié, valamint makromolekulék, mint pl. poliszacharidok
szintézise (Lugtenberg ¢s vanAlpen, 1983). A plazmamembrant kiviilrél borito
peptidogliikan réteg a sejt merev, ozmotikus nyomasnak ellenalld vazat alkotja._ Habar a
kiils6 és bels6 membran kozotti részt periplazmatikus térnek nevezik, ezt gyakran
elektronstirti, gélszerll anyag tolti ki (Graham és mtsai, 1991). Az itt talalhaté fehérjék
kiilonb6z6 makromolekuldk felvételében és leadasaban jatszanak szerepet. A kiilsd
membran aszimmetrikus felépitést, belso felszine foszfolipidekbdl, kiilso rétege f6képpen
lipopoliszacharidokbol (LPS) és kapszularis poliszacharidokbol (KPS) all (Nikaido és
Vaara, 1985). A Gram-negativ baktériumok termelnek még exopoliszacharidokat (EPS) is,
amelyek az el6zdekkel ellentétben nem kapcsolédnak szorosan a kiils§ membranhoz,

hanem kivéalasztédnak a kérnyezetbe.
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A fentiekbdl kitlinik, hogy a sejtek felszinét tilnyomo tobbségben poliszacharid jelleg(i
anyagok boritjdk. Helyzetiikb6l adéddan ezek a molekuldk hatarozzak meg elsGsorban a
baktériumok és kornyezetiik kapcsolatat. JelentSs szerepiik van a folyamatosan valtozé
kornyezeti tényez6khoz vald alkalmazkodasban, hiszen védelmet jelentenek tobbek kozott
a kiszaradas €s az ozmotikus nyomasvaltozas ellen, valamint a fehérjékénél joval gyengébb
antigén tulajdonsdguknédl fogva maszkirozd szerepet toltenek be a gazdaszervezet
védekezési mechanizmusaival szemben (Jann és Jann, 1992). Egyre tobb kisérleti adat
tamasztja ala azt a feltételezést, hogy a sejtfelszini poliszacharidok kulcsszerepet jatszanak

a szimbidtikus glimd invazidja soran (Kannenberg és Brewin, 1994 ).

1.3.2. A Rhizobiumok sejtfelszini poliszacharidjai
A Rhizobium sejtek legfébb poliszacharid tipusai a ciklikus B-gliikanok, a savas

exopoliszacharidok (EPS), a lipopoliszacharidok (LPS), valamint a kapszularis

poliszacharidok (KPS).

1.3.2.1. A ciklikus B-gliikanok

A ciklikus B-glikdnok szinte kizardlag a Rhizobiaceae csaladra jellemzS polimer
vegyiiletek. A gliik6z monomerek Agrobacterium és Rhizobium fajokban B-(1-2), mig
Bradyrhizobium fajokban B-(1-3) és B-(1-6) glikozidos kotésekkel 17-40 tagszamu
gylirivé kapcsolodnak 0Ossze. Az alapgylirihoz foszfoglicerol, borostyankdsav, és
metilmalonilsav szubsztituensek kapcsolédnak (Breedveld és Miller, 1994). A molekuldk
egy részét a sejt a kornyezetébe bocsatja, de tulnyomo tobbségiik a periplazmatikus térben
marad. A B-gliikanok szintéziséért Agrobacteriumokban a chvAB (Douglas és mtsai, 1985),

R. melilotiban a veliik szerkezetileg és funkcionalisan homolég ndvAB gének(Dylan és
mtsai, 1986) felelések. A ChvB/NdvB fehérjék a poliszacharidok szintézisében, mig a
ChvA/NdvA fehérjék a transzportjdban vesznek részt. A chv gének muticidja esetén az

Agrobacteriumok elveszitik fertéz6képességiiket, mig az ndv gének hibdja koran elhald
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infekcids fonalakat (Inf’), baktériumokat nem tartalmazd, nitrogénkétésre képtelen (Fix)

glimdket eredményez.

.‘. t- b - .i’ .‘«\- i‘b o ‘ . » m ‘;QL" - . *’*

va‘nﬁ.o .t". e . o‘li.au t‘i”ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ%{ff. ben

3. abra. A R. meliloti sejtfelszinének poliszacharid komponensei. km=kiils6 membran, bm=bels6 membran,

CBG=ciklikus B-gliikan, pg=peptidogliikan, ppt=periplazmatikus tér

A ciklikus B-gliikdnok szintézise nagy mértékben fokozddik a kornyezet alacsony
ozmolaritasa esetén (Breedveld ¢és mtsai, 1990). EbbSl a hipoozmotikus koriilményekhez
vald alkalmazkodasban betoltott szerepiikre lehet kovetkeztetni (Dylan és mtsai, 1990a).
Ezek a vegyiiletek nem feltétleniil sziikségesek az effektiv szimbidzis kialakitasahoz,

ugyanis olyan ndv pszeudorevertansokat sikeriilt izolalni, amelyek részben visszanyerték

ozmotolerancidjukat és Fix" fenotipusukat, de tovabbra sem termeltek B-gliikanokat (Dylan

és mtsai, 1990b). Az ndv mutdcidkat nem sikeriilt kiils6leg adagolt B-gliikdnokkal
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komplementélni, azonban érdekes moédon vad tipusi baktériumokkal egylitt adva mar
mikromolos mennyiségben gyorsabb giimd&fejlédést és giimészam emelkedést kaptak
(Dylan és mtsai, 1990b), ami felveti annak a lehet&ségét, hogy a kdrmyezetbe exportalt -
gliikdn az infekcié vagy invéazié soran bakteridlis jelmolekulaként szerepelhet. Az ndv
mutaciok okozta pleiotrop fenotipust konnyen megmagyarazhatjuk ugy, ha feltételezziik,
hogy a periplazmatikus és az extracellularis B-gliikkanok kiilonb6z8, de egyarant fontos
szerepet jatszanak a sikeres szimbidzis kialakuldsa sordn. Az extracellularis B-gliikdnok a
gyokérszOrokhoz vald tapadasban, vagy mint a giimdéfejlédést serkentd bakteridlis szignal,
mig a periplazmatikusak az infekciés fondl, illetve a glimdsejtek eltér6 ozmotikus

viszonyaihoz valé alkalmazkodasban t6lthetnek be szerepet (Breedveld és Miller, 1994).

1.3.2.2. Az exopoliszacharidok

A Rhizobiumok savas EPS-e nagy molekulastlyt heteropoliszacharid, melyet 7-9
cukortagbol 4llo, ismétlédd egységek (oligoszacharidok) épitenek fel. Ezek az ismétl6dd
oligoszacharid egységek kiilonb6z6 o és P kotésl, egyenes vagy elagazd lancu
cukormolekuldkbol allnak, gyakran nem szénhidrat szubsztituenseket is tartalmaznak (pl.
szukcinil, piruvil, acetil). A poliszacharidok savas természetét az uronsavak és az emlitett
szubsztituensek okozzak.

A R. meliloti f6 exopoliszacharidja a szukcinogliikan (EPS I) oktaszacharid egységekbdl
feléptil6 heteropolimer (4. é&bra). Az alapvaz 7 gliikéz és egy galaktéz molekuldbol,
valamint 1-1 piruvil, acetil és szukcinil csoportbdl épiil fel (Aman és mtsai, 1981). A
termel6d6 EPS-t a baktérium mindkét membranjan keresztiil exportalja. A molekulék egy
része lazan a sejtek felszinére tapad, a baktériumok mukoid fenotipusat okozva, nagyobb
résziik azonban a kérnyezé kozegbe jut. Az EPS I hidnyaban a gydkérszOrok gorbiilése
késik, az infekcids fonalak korai stadiumban elhalnak, bakteroidokat nem tartalmazo, Fix
giimdk jonnek létre, azaz a giiméfejlédés a baktérium invazid szakaszaban all le (Finan és

mtsai, 1985; Leigh és mtsai, 1985, 1987).
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Szukcinoglikan EPS I
(EPSI)
—Glc 14 G|Ic1'4 Glo—2Gal ‘[_giCE"Gall‘l}n
o ¥
Glc A A =]
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| 1,3
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4. dbra. A R. meliloti exopoliszacharidjai. Glc=gliikkz, Gal=galaktéz, A=acetil csoport, Sz=szukcinil
csoport, P=piruvil csoport, 1,3=B-(1-3) gliikozidos kétés, 1,6=B-(1-6) gliikozidos kétés, az abran lathatd
tovabbi szamok a cukormolekulénak azt a szénatomjat jellik, amelyhez a szubsztituens kapcsolodik.

Az EPS 1 szintéziséért R. melilotiban az Un. exo gének felelGsek (5. é&bra). Az
oktaszacharid alegységek szintézise soran az aktivalt cukoregységek (UDP-gliikéz, UDP-
galakt6z) meghatérozott sorrendben kapcsolddnak Ossze egy bels6 membranhoz kotott
lipid hordozén (Southerland, 1985). Az oligomerekre szintézisiik kdzben épiilnek ra az
oldallancok, majd az acetil, piruvil és szukcinil modositidsokkal ellatott oktaszacharid
alegységek egymashoz kapcsolddasaval jon létre a kész polimer (Glucksmann és mtsai,
1993). Oszlopkromatografias moédszerekkel az EPS I-et egy nagy molekulatomegi
(HMW), és egy 1-4 oktaszacharid egységbdl 4ll6 kis molekulatomegli (LMW) frakcidra
lehet bontani. A kiilénbozé frakcidkat kiilon-kiilon vizsgalva megaéllapitottak, hogy az
LMW EPS komplementalni képes az exod, exoB, exoF és exoH gének mutacidja
kovetkeztében kialakuld Inf és Fix™ fenotipust, azaz a szimbidtikus aktivitasért a kis
molekulatomegl EPS lehet a felelGs (Battisti és mtsai, 1992). Feltételezések szerint a
biologiailag aktiv LMW EPS, legalabbis részben, a HMW EPS egy, vagy tobb bakterialis
endogliikandz altali hidrolizisével keletkezik. Erre utal, hogy az exoK és az exsH gén
terméke B-1,3-1,4 endogliikandazokkal mutat homolégiat (Becker és mitsai, 1993b;

Glucksmann és mtsai, 1993; York és Walker, 1997). Emellett az LMW EPS de novo is

képzddik, oly moédon, hogy a  polimerizaci6 egy  ponton  megall
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5. abra. Az EPS I szintézisének modellje R. melilotiban. p=foszfat csoport; Gal=galaktdz; Glc=gliikkoz; Ac=acetil csoport; Szukc=szukcinil csoport; Pir=piruvil csoport
A fekete pontok oktamer egységeket jelolnek. HMW=nagymolsulyu; LMW=kismolstlyt. (Glucksmann és mtsai, 1993)

81
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Ilyen lanchossz determinald szerepet tulajdonitanak az exoP, exoQ, exoT gének
valamelyikének (Gonzalez és mtsai, 1996a).

R. melilotiban kimutattak egy masik savas EPS tipust (EPS II), ami csak a mucR
(Keller és mtsai, 1995) és az expRI0] (Glazebrook és Walker 1989) gének mutécidja
esetén termelddik. Az EPS II gliik6ézbdl és galaktdzbol allé diszacharid egységekbdl épiil
fel, amihez acetil és piruvil csoport kapcsolddik (4. dbra). Szintéziséhez az exoB és exoC
gének mellett legalabb hét olyan exp gén kell, amelyek az EPS I szintézisében nem vesznek
részt (Glazebrook és Walker, 1989). Az expR10! mutans baktérium altal termelt EPS II
komplementalni képes az EPS I hidnyaban fellépS szimbidtikus fenotipust, mig a mucR
altal termelt nem. A mutansok &ltal termelt poliszacharidok analizisébdl kideriilt, hogy
mindkét mutans szerkezetileg azonos HMW EPS II-t allit el6, de LMW EPS II termelésére
csak az expRI0! mutins baktérium képes. Tisztitott poliszacharidokkal végzett
komplementécids kisérletekkel sikeriilt bizonyitani, hogy a szimbidtikus aktivitdsért az
EPS II esetében is az LMW forma a felels (Gonzalez és mtsai, 1996b).

Az EPS-ek, mint a sejtfelszini poliszacharidok szinte mindegyike, feltehetSleg szerepet
jatszanak a gyokér felszinén valé megtapadasban, az infekcios fonal kialakuldsdban, a
giimdinvazidban, a névényi védekezési mechanizmusok kijatszasaban (Leigh és Coplin,
1992; Leigh és Walker, 1994). Egyre tobb kisérleti adat tdmasztja ald azonban azt a
feltételezést, hogy az EPS molekulak specifikus szignalként szolgalnak a ndvény szamara a
giimdfejlédés sordn: (a) az exoH mutans Fix™ fenotipusi, bér az éltala termelt EPS-r6l csak
a szukcinil modositds hidnyzik (Leigh és mtsai, 1987), azaz a molekula szerkezete
meghatdrozé a szimbidtikus aktivitds szempontjabdl; (b) az exo muticidk csak az
ugyanazon torzs vad tipusu EPS-ével komplementalhatok, mas torzsbdl szarmazoval nem
(Battisti és mtsai,1992; Urzainqui és Walker, 1992), azaz a bioldgiai aktivitas
gazdaspecifikus; (c) az EPS mar igen alacsony (uM-os) koncentracidban aktiv (Battisti és

mtsai,1992).
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1.3.2.3. A lipopoliszacharidok

A Gram-negativ baktériumok kiilsé membranjanak kiilsé felét dontd tobbségében
lipopoliszacharidok (LPS) alkotjak. Az LPS molekuldkat 3 {6 szerkezeti egységre lehet
bontani: a poliszacharid tipust O-antigénre, a kiils6é membrant alkoto lipid A régidra, és a
kettot 0sszekotd oligoszacharid magra (Rietschel, 1985). Az O-antigén az adott baktérium
torzsre jellemzd szerkezet(i, ismétl6dé oligoszacharid egységekbdl felépiildé homo- vagy
heteropolimer. Jellegzetes alkotéelemei a metilalt és dezoxi cukrok, uronsavak és heptdzok
(Carlson és mtsai, 1987). A 3-5 cukoregységbdl (gliikkuronsav, galakturonsav) felépiilé
oligoszacharid mag kovalens kapcsolatban all az O-antigénnel és a lipid A-val is. Az LPS-
ekre altalanosan jellemzd, hogy az O-antigén mindig egy keto-dezoxi-oktulonsav (KDO)
molekuldn keresztiil kapcsoldédik a lipid A cukorrészét alkotd gliikézamin lanchoz. A
molekula lipid részét B-hidroxi zsirsavak alkotjak.

A Rhizobiumok sejtfelszine eltér6 LPS Osszetételi a szabadon €16 baktériumban és
szimbiotikus koriilmények kozott (Kannenberg és mtsai, 1994), s6t egyazon faj kiillonbdz6
gazdandvényekkel kialakitott szimbidzisa soran is (Shindu és mtsai, 1990). Ebbdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy a Rhizobiumok sejtfelszine adaptalédik az eltér6 kornyezeti
korilményekhez.

Az LPS bioszintézisért felelGs gének feltarasa még kezdeti stddiumban van. Ezeddig R.
leguminosarumbol és R. etlibol azonositottdk a legtdbb, féképpen az O-antigén és az
oligoszacharid mag szintéziséért felelds /ps gént (de Maagd és mtsai, 1989; Priefer és
mtsai, 1989; Cava és mtsai, 89, 90). A lipid A szintézisében résztvevd gének tobbsége még
ismeretlen.

Az [ps mutacidk hatdsara kialakuld szimbiodtikus fenotipus nagymértékben kiilonbozik
az egyes gazdanovények esetében. Az indeterminalt giimét létrehozo fajoknal az O-antigén
hidnya abnormalis infekcids fonal képzGdéshez, és a bakteroidok korai 6regedéséhez vezet.
A mutinsok csak igen csokkentett mértékben, vagy egyaltalin nem képesek

nitrogénkotésre (de Maagd és mtsai, 1989; Priefer és mtsai, 1989; Perotto és mtsai, 1994).
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A determinalt glimét képzG fajok esetében az Ips mutaciok hatdsa sokkal drasztikusabb.
Egyes esetekben egyaltalan nem alakulnak ki giimdk, maskor bakteroidokat nem
tartalmazd, kallusz szer szdvetburjanzasok jonnek csak létre (Stacey és mtsai, 1991).
Kiilonb6z6 tipusi mutansok vizsgalata alapjan gy tlinik, hogy inkdbb az O-antigén
méretének és mennyiségének, mintsem szerkezetének van dont6 szerepe a szimbidzis
sordn. A redukalt mennyiségli, de azonos szerkezetli (Cava és mitsai, 1989), és a
megrovidiilt lancu (Perotto és mtsai, 1994) mutansok szimbidzisban is hibasak, a normalis
mennyiségl, de eltér6 szerkezeti O-antigént termel6 mutansok viszont effektiv,
nitrogénkotd szimbidzis kialakitasara képesek (Kannenberg €s mtsai, 1992).

Az LPS bioldgiai hatasanak vizsgalatat nagyban megneheziti a mutdciok pleiotrép
fenotipusa. Az O-antigén lanc teljes eltlinése drasztikus valtozast okoz a sejtfelszin
tulajdonsagaiban. Az addig mélyebben elhelyezked6 membrankomponensek a felszin
kozelébe keriilnek, modositva a sejt antigén tulajdonsdgait. Megvaltozhat a membran
ateresztOképessége bizonyos anyagokkal szemben, ami hatdssal van a baktérium
életképességére. Az Ips mutaciok szimbidtikus fenotipusat tehat egyarant okozhatjdk a
moédosult sejtfelszin altal indukalt névényi védekezési reakcidk (Perotto és mtsai, 1994),
és/vagy a megvaltozott membran atereszt6 képesség kovetkeztében kialakuld szenzitivitas

valamely toxikus anyagra (Eisenschenk és mtsai, 1994).

1.3.2.4. A kapszularis poliszacharidok

A KPS-ek fontos szerepet jatszanak a baktérium ¢és kdrnyezete kolcsonhatasaban,
szamos patogén mikroorganizmus virulenciajanak kialakitasaban. Szerkezetiik, szintézisiik
megismerése gyogyaszati szempontbol is lényeges, ezért a kutatasok jelenleg
legintenzivebben a humanpatogén baktériumokkal (E. coli, Neisseria meningitidis,
Haemophillus influenzae, Salmonella sp.) folynak.

A KPS molekulakra igen nagyfoku szerkezeti véaltozatossag jellemzd, csak E. coliban

tobb mint 100 kémiailag eltér6 KPS molekulat irtak le. Altalaban 2-3 speciélis cukorbél
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(N-acetil neuraminsav, N-acetil gliikézamin, uronsavak, KDO) 4ll6 ismétlédési egységek
polimerizacidjaval képz6d6 homo- vagy heteropolimerek, amelyekhez még tovabbi szerves
vagy szervetlen molekuldk kapcsolodhatnak. Egyes tipusaik lipid A, vagy foszfolipid

oldallanc segitségével a kiils6 membranhoz horgonyzottak (Whitfield és Walvano, 1993).

3
/I\ /ll\ OR’ (R’=H vagy Ac)
H,C CH, NH

COOH o (o)

H,N s
/ O
—_— OCH,(H)
n
" . N-acetil-N’-hidroxibutiril-2-
2-O-metil-4-deoxi- keto-3,5,7,9-tetradeoxi-5,7-
4-amino-gliikuronsav diamino-nonulozon sav

6. abra. A R. meliloti KPS feltételezett szerkezete. Ac=acetil csoport (B. Reuhs, személyes kozlés).

A KPS szintézisért felel6s gének 3 szomszédos, eltéré funkcioji régidba tomoriilnek (7.
abra). Az 1. és 3. régio génjei erls szerkezeti és funkcionalis konzerval6dast mutatnak az
eddig vizsgalt Osszes G-negativ baktérium esetében (Frosch és mtsai, 1991). Az itt
talalhatdo gének a szerotipusok kozott funkciovesztés nélkiil kicserélhetéek. Az altaluk
kédolt fehérjék a poliszacharid polimerizacidja utan sziikséges, eddig még nem teljesen
feltart funkcidkat latnak el, valamint a KPS transzportjdban vesznek részt (Boulnois és
Roberts, 1990). A két konzervalddott régio altal kozrefogott 2. géncsoport kddolja a
poliszacharid szintézisért felels enzimeket, az itt talalhatdo gének minden szerotipusban
eltéréek (Roberts és mtsai, 1988).

Szamos Rhizobium (Reuhs és mtsai, 1993), Bradyrhizobium (Eggleston és mtsai, 1996),

és Agrobacterium (Reuhs és mtsai, 1997) sejtfelszinén mutattak ki KPS molekulakat. A
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Rhizobiumok KPS-e (6. ébra) éaltalaban KDO-bdl és valamilyen hex6z molekulabdl allo

diszacharid ismétlédési egységekbdl épiil fel, amelyhez még tovabbi negativ toltést
biztositd szubsztituensek kapcsolédnak (Forsberg és Reuhs, 1997).

A rhizobiadlis KPS szimbidtikus funkcidja sok tekintetben megegyezik a t6bbi

sejtfelszini poliszacharidéval. Feltehetfleg szerepet jatszik a gyokérsz6rokon valo

megtapadasban, az infekcids fondl képzésben, a giimdinvazidban, a névényi védekezési

reakciok elnyoméasaban.

E. coli

Modifikacié és transzport Bioszintézis Transzport
| 1 I 2 .

kns [ F IE] D UL C ] S ]

kfi ([ D] C B
H. influenzae

Modifikacié és transzport Bioszintézis Transzport

| 1 [ 2 | i
bex A TB] C [D] [ [ 1]
orf P 7 11 2 | L3 J[ # 1
N. meningitidis

Modifikacié és transzport Bioszintézis Transzport

l c I A il L=
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7. dbra. A KPS szintézisért felel6s gének organizaciéja néhany G baktériumban
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1.4. A Rhizobiumok és a novényi védekezési reakciok

A novények a mikrobiadlis fert6zésekre védekezési reakciokkal valaszolnak.
Megnovekszik a fitoalexinek és a flavonoidok termeléséért felelés fenilpropanoid
bioszintézisutba tartozd fenilalanin-ammoénia lidz, salkon szintdz, és salkon izomeraz,
valamint a peroxidaz enzimek és az un. PR (pathogenesis related) fehérjék termelése. Az
un. hiperszenzitiv reakciok (HR) keretében fenolos és peroxidos anyagcseretermékek
szabadulnak fel, minek kdvetkeztében a fertézott sejtek elpusztulnak (Baron és Zambryski,
1995).

A glim@invazié soran a Rhizobiumok behatolnak a ndvény szoveteibe, sejtjeibe. A
szimbidzis kutatds egyik legizgatdbb kérdése: hogyan ismerik fel a szimbi6zis partnerei
egymast, hogyan kiilonbozteti meg a gazdandvény a szimbionta baktériumot a kdrokoz6tol.
A patogén ¢€s a szimbionta baktériumok egyarant indukéljak a védekezési
mechanizmusokat, a reakcidk iddbeni lefutdsa és erOssége azonban a két esetben
kiilonb6z6 (Baron és Zambryski, 1995). A szimbidzis kialakuldsa soran a védekezési
reakciok késobb kezdddnek és hamar lecsengenek, feltehetSleg azért, mert a szimbionta
baktériumok képesek visszaszoritani ezeket (McKhann és Hirsch, 1994). Az is lehetséges,
hogy a védekezési reakcidk egy részével a ndvény a képzddd giimOk szamat szabélyozza.
A vad tipusu baktériummal fert6z6tt névények esetében ugyanis a megkezdett infekcids
fonalak dontd tobbsége HR reakcidt mutatd nekrotikus sejtekben végzddik (Vasse és mtsai,
1993).

A Nod-faktorok hatadsara lucerna gyokerekben a fenilpropanoid bioszintézis Tt
enzimeinek (salkon szintdz, salkon reduktiz és izoflavon reduktdz) megndvekedett
aktivitasa figyelhetd meg, az indukcid kinetikaja azonban kiilonbozik a hasonlé kémiai
szerkezet(i, patogénekre jellemz6 oligokitin molekulak altal kivaltott valasztdl (Savoure és
mtsai, 1997). Ezeknek az enzimeknek a megndvekedett szintje azonban nem feltétleniil
jelent védekezési reakcidt, hiszen egyes nod gén indukaldé anyagok szintén ezen a

bioszintézis uton keresztiil szintetizalddnak (Philips és mtsai, 1993).
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Régéta ismert, hogy a humanpatogén baktériumok sejtfelszini poliszacharidjaik
hianyaban elveszitik fert6zéképességiiket, mivel ezek a molekuldk védelmet jelentenek a
gazdasejt védekezési rendszerei, ugymint az antigén serkentette fagocitézis és a
komplement rendszer ellen (Cross, 1990). A Rhizobiumok poliszacharidjainak egyik
lehetséges feladata szintén a névény védekezési rendszerének kijatszasa. Ezt a feltételezést
tamasztja ala, hogy (a) az EPS, LPS vagy KPS génekben mutins Rhizobiumok altalaban
Fix™ fenotipustak, mivel az infekcids fonalak koran elhalnak és a mutans baktériumok nem
jutnak be a glimdsejtekbe; (b) ilyen EPS (Niehaus és mtsai, 1993; Parniske és mtsai, 1994),
és LPS (Perotto és mtsai, 1994) szintézisben hibas Rhizobiumokrol kimutattak, hogy
indukaljak a ndvényi védekezési rendszereket. A KPS és a védekezési gének kapcsolatardl

az 5.1. fejezetben lesz sz6.
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1.2. Kutatasi elozmények: A R. meliloti 41 fix-23 régidjanak izolalasa és kezdeti
analizise

A dolgozatban leirt munka a csoportunk &ltal elkezdett kutatdsi téma egy részének
folytatasa. A teljes program a szimbidtikus gimd fejlédésében szerepet jatszo bakteridlis
gének izoldlasa és jellemzése, valamint a novény és baktérium kdlcsdnhatasédban betdltdtt
szerepiik felderitése.

A csoportban mar kordbban izolalt Fix” R. meliloti mutansokat (Forrai és mtsai, 1983)
Putnoky Péter és mtsai. csoportositottdk aszerint, hogy a szimbiézis a giiméfejlédés melyik
stadiumaban 4ll le az adott mutacié hatdsira (Putnoky és mtsai, 1988). Erdekldésiik
elssorban azon mutansok felé fordult, amelyek giim&iben nem aktivalédnak a szimbidzis
specifikus ndvényi gének, valamint a baktérium nitrogénkotési génjei (nif) sem fejez6dnek
ki, azaz a giiméfejlédés még ezen lépések elStt leall. Ennek egyik oka az lehet, hogy a
novény nem kapja meg az adott szakaszban sziikséges bakterialis szignalt. E mutansok
segitségével lehet6ség nyilhat olyan bakteridlis gének azonositdsdra, melyek a névény
szamara kiildott, a Nod-faktorral analdg, de késébbi stadiumban szﬁksé-ges jelmolekula
eldallitasaban vesznek részt.

Felhasznélva a korai stadiumu Fix” mutansokat, R. meliloti génbankbdl komplementécid
segitségével izolaltak 4 kiilonb6zd, fix géneket hordozd szakaszt (Putnoky és mtsai, 1988).
Az egyik régiordl (fix-23) kideriilt, hogy a régidba térképezhetd fix mutacidk egyben
rezisztenciat okoznak a R. meliloti 41 torzs specifikus bakteriofagjaval, a 16-3 faggal
szemben. E rezisztencia okanak az bizonyult, hogy a fix-23 mutans baktériumok
sejtfelszinén nem képesek megtapadni a fagrészecskék (Putnoky és mtsai, 1990). A
jelenség feltételezhetd magyarazata, hogy a fag receptora megvaltozik a régidba torténd
Tn5 beépiilése kovetkeztében. Ez esetben ugyanez a struktura, vagy ennek egy része

Jatszhat szerepet a szimbidtikus gliméfejlédés soran is.
A fix-23 régidban 1év6 mutacidk csak Exo- baktérium torzsben (AK631) okoztak Fix-

fenotipust, az Exo™ R. meliloti 41-ben nem. A jelenség egy lehetséges magyarazata az,
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hogy az Exo~ AK631-ben az a struktura pétolja az EPS szerepét, amit a fix-23 régio is
meghataroz. Az egyes exo és fix-23, valamint a kettds exo-fix-23 mutansok eldallitasaval és
vizsgalataval bizonyitast nyert, hogy az EPS és a fix-23 régi6 altal meghatarozott struktiira
valoban képes ugyanazt a szerepet ellatni a szimbidtikus giiméfejlédés soran, a R. meliloti
41 minden vizsgélt gazdanovényén (Putnoky és mtsai 1990). A szimbidtikus funkciokért
felelds géneket a fix-23 régidon végrehajtott iranyitott Tn5 mutagenezis segitségével
hataroltak be (Putnoky és mtsai 1990).

A fix-23 régi6 bal oldalan talalhaté els6 komplementéacids csoport (8. dbra) szerkezeti és
funkcionalis analizisét Petrovics Gyorgy végezte. Vizsgalatai soran a kovetkezd
jelent8sebb kdvetkeztetésekre jutott:

Megallapitotta, hogy a fix-23 gének olyan sejtfelszini struktira felépitésében vesznek
részt, ami poliszacharid természetli fagreceptorként szolgal. Izolélta és tisztitotta a
strukturat, melynek kromatografias vizsgalatai szerint a fix-23 gének altal meghatarozott
molekula az LPS frakcidban talalhaté KDO tartalmu poliszacharid. Meghatéarozta a fix-23
régié els6 komplementaciés egységének nukleotid sorrendjét. A komputeres analizis
szerint a feltételezett fehérjetermékek kiilonb6z6 zsirsav szintdz, és poliketid szintaz
enzimekkel mutatnak homoldgiat. A szekvencia analizis alapjan feltételezett hat 0j zsirsav
szintdz génbe épiilé TnS inszercié nem okozza a baktérium pusztuldsat, vagyis ezek a
gének nem a R. meliloti esszencialis zsirsav szintéziséért felelések. A kisérleti eredmények
alapjan valdszintisithet6 volt, hogy ezen gének egy szimbidzis specifikus sejtfelszini
struktira zsirsav részének felépitésében vesznek részt (Petrovics és mtsai, 1993). A
feltételezett LPS molekula biokémiai vizsgélatara csoportunk egyiittmiikodést alakitott ki a
Complex Carbohydrate Research Centerben (Athens, Georgia, USA) talalhat6, R. Carlson
vezette csoporttal, amelynek f6 kutatasi teriilete a bakterialis sejtfelszini poliszacharidok
analizise. Az AK631 torzs altal termelt poliszacharidok részletes biokémiai vizsgalata
soran kideriilt, hogy a fix-23 régi6 nem LPS, hanem egy R. melilotiban még nem

azonositott kapszularis poliszacharid szintéziséhez sziikséges (Petrovics €s mtsai, 1993;



28
Reuhs és mtsai, 1993). Megallapitottak, hogy a fix-23 régié els6 komplementacids
csoportjaba térképez6d6 Fix™ mutansok sejtfelszinér6l hianyzik ez a KPS molekula
(Petrovics és mtsai, 1993). Ez volt az elsé bizonyiték arra vonatkozdan, hogy a KPS

szerepet jatszik a szimbiozis kialakulasaban.
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2. CELKITUZESEK

A dolgozat eredményeit képezé munka megkezdésekor ismeretes volt, hogy a R.
bioszintéziséhez sziikséges gének talalhatoak. Ezek koziil hat gén (az 1. komplementacios
csoportban) a zsirsav szintaz génekkel mutatott homoldgiat. Ismeretlenek voltak azonban a
poliszacharid alegységek szintéziséhez sziikséges gének.

Ennek ismeretében tliztem ki célul a KDO-PS termelésben résztvevs tovabbi gének
izolalasat és analizisét, az altaluk meghatarozott bakterialis jelmolekula vizsgalatat.

A célt az alabbi részfeladatok megoldasa soran probaltuk elérni:

-A fix-23 régio jobb oldaléan talalhatd 4.5 kb-nyi DNS szakasz szubklénozasa

-Az itt talalhaté komplementécios egységek szekvencidjanak meghatarozasa

-A kapott szekvenciak komputeres analizise, a lehetséges kddolo nyitott leolvasasi keretek
(ORF-ek) azonositasa

-A feltételezhetd fehérje termékek Osszehasonlitdsa adatbazisokban tarolt aminosav
szekvenciakkal.

-A R. meliloti 41 torzs infekcids képességében fontos szerepet jatszo KDO-PS molekulat
kddold tovabbi genomi régiok azonositasa, izolalasa, és az azonositott gének szerepének
megismerése a fix-23 régidnal ismertetetett munkamenethez hasonlé médon.

-Ezen gének éltal meghatarozott sejtfelszini poliszacharid izolalasa és jellemzése.
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3.1. Baktérium torzsek, bakteriofagok, plazmidok
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A disszertacidban szereplG baktérium torzseket, bakteriofagokat és plazmidokat az 1.

tablazatban tiintettilk fel. A sz6vegben kiilon nem emlitett, rkp-2 és rkp-3 régidba

térképez6dS TnS transzpozon inszercidk elhelyezkedése a 18. és 19. dbran lathato.

1. tablazat. Baktérium torzsek, plazmidok.

elnevezés jellemzdk hivatkozas/forrés

Escherichia coli

JM109 recAl endA1 gyrA96 thi hsdR17 supE44 relA]  Yanisch-Pemon ésmtsai,
(lac-proAB) (F traD36proAB lacl9Z M15) 1985

HB101 hsdS hsdM pro leu thi gal lacY recA str Boyer ¢és Roulland

Rhizobium meliloti

Rm41 vad tipus, NodFix™
AK631 Rm41 exoB, Nod*Fix™
PP551 AK631 rkp-1 ::Tn5
PP590 AK631 rkp-1 ::TnS
PP608 AK631 rkp-1 ::Tn5
PP618 AK631 rkp-1 ::Tn5
PP633 AK631 rkp-1 ::TnS
PP634 AK631 rkp-1 ::Tn5
PP671 AK631 rkp-1 ::Tn5
PP674 AK631 rkp-1 ::Tn5
Rm5830 AK631 rkpZ ::TnS

-Dussoix, 1969

Szende és Ordogh, 1960

Kondorosi Adam

Putnoky és mtsai, 1990
Putnoky és mtsai, 1990
Putnoky és mtsai, 1990
Putnoky és mtsai, 1990
Putnoky és mtsai, 1990
Putnoky és mtsai, 1990
Putnoky és mtsai, 1990
Putnoky és mtsai, 1990

Williams és mtsai, 1990



AT231
AT211
AT212
AT234
AT232

AT233

Plazmidok

pUCI19

pLAFR1
pPP428
pPP775
pPP933
pAT330
pAT399

pAT401

Bakteriofagok

M13mpl8/19

16-3

AK631 rkp-2 :
AK631 rip-3 :
AK631 rkp-3 :
AK631 rkp-3 :
AK631 rkp-3 :

AKG631 rkp-3 :

ApR

TcR, széles gazdaspektrumi kozmid vektor
pLAFRI1::rkp-1 régiod

pUCI19::rkp-1, 11., III. komplementacids egység
pUCI19::rkp-1, IV. komplementacids egység
pLAFR1::rkp-2 régid

pLAFR1::rkp-3 régio bal oldala

pLAFR1::rkp-3 régid jobb oldala

egyszalu fag vektor

‘TnS5

Tn)d

‘TnS

:TnS

:TnS

:TnS

R. meliloti 41 fag

3.2. Mikrobiologiai eljarasok

Kereszt Attila

Kereszt Attila

Kereszt Attila

Kereszt Attila

Kereszt Attila

Kereszt Attila
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Yanisch-Perron és mtsai,

1985

Friedman és mtsai, 1982

Putnoky és mtsai, 1990

Putnoky és mtsai, 1990

Putnoky és mtsai, 1990

Kereszt Attila
Kereszt Attila

Kereszt Attila

Yanisch-Perron és

mtsai, 1985

Orosz Laszlo

Az E. coli térzseket LB tapkozegben (Maniatis és mtsai, 1982) 37 °C-on, a R. meliloti

torzseket YTA (Orosz és mtsai, 1973) vagy 1 mM NHyCl-dal kiegészitett GTS (Kiss és

mtsai, 1979) taptalajokon 30 °C-on novesztettiikk. A rezisztencia-markert hordozo6 térzsek
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taptalaja a 2. tablazatban feltiintetett koncentracidoban tartalmazta a megfeleld

antibiotikumot.

2. tablazat. Az alkalmazott antibiotikumok végkoncentracidja (ng/ml)

Antibiotikum E. coli R. meliloti
tetraciklin 15 15
ampicillin 100 -
kanamicin 50 200
streptomicin 100 200

Az MI13 fag szarmazékokat JM109 baktériumon szaporitottuk fel: egy éjszakéan at
novesztett baktériumkultirat szdzszorosara higitottunk, és ebbdl 2 ml-t inokuldltunk
fogpiszkaloval leszedett egyetlen tarfolttal. A tenyészetet 37 °C-on intenziv levegdztetés
mellett 6-8 d6ra hosszat inkubaltuk.

A kompetens E. coli sejtek eldallitasara Inoue és mtsai (1990) modszerét alkalmaztuk. A

logaritmikus fazisig (ODgn=0.5-0.6) felndvesztett 200 ml baktériumtenyészetet 0 °C-ra

lehitottiik, centrifugaltuk, majd a sejteket 80 ml 0 °C-os TB pufferben (10 mM PIPES, 15
mM CaCl,, 250 mM KCI, 55 mM MnCl,, pH=6.7) szuszpendaltuk. A szuszpenziot 10
percig 0 °C-on inkubaltuk, majd Gjbdli centrifugalast kdvetéen a sejteket 20 ml, 7%
dimetil-szulfoxidot tartalmazé TB pufferben szuszpendaltuk. Az igy elSallitott kompetens
sejteket vagy azonnal transzformaltuk, vagy felhasznalasukig -80 °C-on téaroltuk. A
sejtekbe a DNS-t hdsokk (37 °C, 2 perc), majd 1 éra 37 °C-on valdé novesztés segitségével

juttattuk be.
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3.3. Rekombinins DNS-technikak
A plazmid és egyszali DNS-ek tisztitasat, a restrikcids enzim emésztéseket, az agar6z
gélelektroforéziseket, valamint a DNS fragmentek izolalasat és klonozasat Maniatis és
mtsai (1982) 4ltal leirt modszereket alapul véve végeztiik el. A klonozasi munkdk soran
alkalmazott enzimeket és vegyszereket a gyartd cégek javaslatait szem eldtt tartva

alkalmaztuk.

3.4. A DNS bazissorendjének meghatarozasa

A DNS-ek nukleotid sorrendjét a Sanger és mtsai (1977) altal kidolgozott dideoxi
lancterminacids technikan alapulé modszerrel allapitottuk meg. Templatként M13mpl8
illetve M13mp19 vektorba klénozott atfedd szubklénok egyszali fag DNS-ét hasznaltuk. A

szekvenalasi reakcidkhoz a United States Biochemicals (Cleveland, USA) Sequenase Kit-

jét és [39S]-dATP-t alkalmaztunk a gyarté elSirdsai szerint. A reakcidk soran MI3-
specifikus (-40 ¢és reverz), illetve 18 nukleotidbdl all6 specifikus primereket hasznaltunk. A
Tn5 transzpozon beépiilési helyeit hatarold6 DNS-szakaszok bézissorrendjének
meghatdrozasara egy Tn5-specifikus oligonukleotidot (5'-
GCAAAACGGGAAAGGTTCCG-3") alkalmaztunk. A szekvenalasi reakcidkat 25%
formamidot tartalmazd, 5.5-7.5%-os poliakrilamid gélen vélasztottuk el TBE puffer
jelenlétében.

A DNS szekvencia adatok Osszesitését és analizisét a PC/Gene (tervezte Amos Bairoch,
IntelliGenetics), a tobbszords szekvencia Osszehasonlitasokat, valamint a kodon-
preferencia vizsgalatokat az UWGCG (Devereux és mtsai, 1984) programcsomagok
segitségével végeztik el. A fehérje és DNS szekvencidk adatbankokkal (Swiss-Prot
Release 29.0, PIR Release 41.0 és GenBank Release 84.0) val6 0sszevetésére az interneten
keresztiil elérhetd (www.ncbi.nlm.nih.gov), Altschul és mtsai (1990) altal kifejlesztett
BLAST programokat (National Center for Biotechnology, National Library of Medicine,

Bethesda, Md, USA) hasznaltuk fel.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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3.5. A B-galaktozidaz enzim aktivitasinak mérése

A lacZ faziét tartalmazd sejtekben termel6dott -galaktoziddz enzim aktivitasanak
mérését Miller (1972) modszere alapjan végeztiikk el o-nitrofenil-p-galakto-piranozid
(ONPG) szubsztrat felhasznaldsaval. Az enzim aktivitdst a reakcid végtermékeként

keletkez8 o-nitrofenol sarga szinének 420 nm-en mért optikai denzitdsa alapjan Miller

egységekben szamitottuk ki (Miller 1972).

3.6. Novényi teszt
A novényi teszthez hasznalt Medicago sativa ssp. sativa L. var Nagyszénasi magvakat

95%-o0s etanolban (2 perc) és 0.2%-os HgCly oldatban (10 perc) sterileztiik. T6bbszori

steril desztillalt vizes Oblités utdn a magokat 1%-os vizes agar talajon egy éjszakan at
sotétben csiraztattuk. A csirandvényeket nitrogénmentes Gibson tdpoldatot (Gibson, 1980)
és 1,5% agart tartalmazd csovekbe helyeztiik, és {iiveghdzban neveltiik (16 ora
fényperiodus, 22 °C) a kisérlet kiértékeléséig.

A novények fertézésére hasznalt baktériumokat 0.9%-0s NaCl oldatban szuszpendaltuk

(108-109 sejt/ml), és 0.2 ml szuszpenzioval fertéztiik a 3 napos csirandvényeket.

3.7. Kapszularis poliszacharidok izoldlasa

A bakteridlis sejtfelszini poliszacharidokat Reuhs és mtsai (1993) altal tovabbfejlesztett
modszerrel tisztitottuk. A 3 ml baktérium tenyészet (ODgy,=0,9) forré fenolos
extrakcidjaval (500 pl 45%-os fenol+500ul H,0) nyert vizes fazist desztillalt vizzel
szemben dializaltuk. Nagy mennyiségii poliszacharid izolalasa esetén 5-15 liter baktérium
kultirabol indultunk ki, és az el6bbiekben leirt mddszert alkalmaztuk, majd a vizes fazist
fagyasztva szaritottuk (liofilizaltuk). Az igy nyert mintat Sephadex G-150 oszlopon (0.2 M
NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris base, 0.25% deoxikolsav, pH 9.25) tisztitottuk tovabb. A

frakciok keto-deoxi-oktulonsav (KDO) tartalmat a tiobarbiturat mddszerrel (Karkhanis és
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mtsai, 1978), az Gsszes cukor tartalmat a fenol-kénsav teszttel (Dubois és mtsai, 1956)

hataroztuk meg.

3.8. Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A fenti modszerrel el&allitott mintak 1pl-ét 18 %-os poliakrilamid gélen megfuttattva a
kapszularis és lipopoliszacharid molekulakat kiilonb6z6 molekulatdmegiik alapjan
szétvalasztottuk. Az LPS mintazatot a gélek eziist festésével, mig a KPS-eket az Alcian
kék és eziist festés egyiittes, perjodatos oxidacidé nélkiili alkalmazasaval tettiik lathatova
(Reuhs és mtsai, 1993; Petrovics és mtsai, 1993). A specifikus festési eljarasoknak
koszonhetSen a mintak LPS és KPS mintazata a két vegyiiletcsoport el6zetes szétvalasztasa

nélkiil is kiilon-kiilon vizsgalhaté volt.

3.1. Immunoblot analizis

Az immunfestési eljarashoz a PAGE géleken méret szerint elvélasztott mintikat
Nytran+ (Schleicher and Schuell, Keene, NH) membranra vittiik 4t Trans-Blot SD késziilek
(Bio-Rad, Richmond, CA) segitségével. A membranokat a R. meliloti baktérium éejtek
ellen nyulban termelt antitestekkel inkubaltuk, majd ezeket kecskébdl szarmazo, alkalikus
foszfatdzhoz kapcsolt anti-IgG ellenanyagokkal (Sigma A-9919) kezeltiik, végezetiil 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl foszfat és nitrokék-tetrazolium segitségével festettiink meg

(Reuhs és mtsai, 1993; Petrovics €s mtsai, 1993).

3.2. Miagneses magrezonancia vizsgalat (NMR)
A 'H.NMR analizist Bruker AM 250-es késziilék segitségével végeztilkk. A mérést

2H20—ben, 296 K-n hajtottuk végre.
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3.3. Enzimkotott immun-adszorpcios (ELIZA) vizsgalat
A poliszacharid mintdk ELIZA vizsgélatdit Fuhrmann és Wollum (1985) médszere
alapjan végeztik. A mutans és vad tipusu baktériumokat OD,,,=0,5-ig novesztettiik TA
tapfolyadékban, majd a sejteket burkoldé pufferben megmostuk, majd az igy nyert sejt
szuszpenziot egy 96-os mikrotiter lemezre osztottuk szét 0,1 ml-enként, amelyet egy
éjszakan at 4 °C-on taroltunk. Mdasnap a mintdkat hdromszor mostuk Tween tartalmu
fiziologias foszfat pufferben (PBS-Tween) majd minden egyes iiregbe 0,1 ml ezerszeresére
higitott ellenanyagot adtunk, amelyet a vad tipusa (LPS*, KPS") R. meliloti 41 torzs
sejtfelszine ellen készitettiink. Az ellenanyagot el6zGleg PP674 baktériummal
preadszorbedltattuk. Mivel ez a mutans nem termel KPS-t csak LPS-t, a preadszorpcié
soran az LPS specifikus ellenanyag részecskéket eltavolitottuk, igy a mar csak KPS
molekulakat felismerd ellenanyagot nyertiink ki. Harom o6ra szobahSmérsékleten torténd
inkubécié utdn ismét mosas, majd kecskébdl szarmazo, alkalikus foszfatdzhoz kapcsolt
anti-IgG ellenanyaggal (Sigma A-9919) vald kezelés kovetkezett egy éjszakan at 4 °C-on.
Ismételt mosés utdn a mintakat a megfeleld szubsztrat hozzaadasaval megfestettiik, majd a

megjelend szint 492 nm-es hullamhosszon detektaltuk.
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4. EREDMENYEK
4.1. A fix-23 régio II., III., és IV. komplementaciés egységének szubklonozisa és
szekvencia analizise
A fix-23 régié jobb oldalan elhelyezkedd tovabbi harom komplementéacids
csoportban talalhaté gének megismeréséhez meg kellett hatdroznunk a korabban iranyitott
TnS5 mutagenezis segitségével behatarolt régié nukleotidsorrendjét. E célbol a pPP775 és
pPP933 plazmidokbdél a 7. abran lathaté restrikciés endonukledz hasitohelyeket
felhasznalva atfed6 fragmenteket szubklonoztunk MI3mpl8 ¢és mpl9 egyszalu
fagvektorokba. A mutaciok pontos helyének megéllapitdsa valamint tovébbi szekvencia
adatok nyerése érdekében a Tn5 illetve TnlOLK transzpozonokat megfeleléen
megvalasztott restrikcios enzimek segitségével kettéhasitottuk, és IR elemeiket az
inszerciokkal hatdros DNS-darabokkal egyiitt pUC19 vektorba épitettiik be. Az igy nyert
atfed6 szubklénok nukleotid-sorrendjét mindkét szalon meghatéroztuk (8. abra).

A DNS-szekvenciat a PC/Gene szamitégépes programcsomag (Amos Bairoch,
IntelliGenetics) felhasznalasaval analizaltuk. Azonositottunk a lehetséges fehérje kodolo
régidkat, az igynevezett nyitott leolvasasi kereteket (Open Reading Frame, ORF). Az
UWGCG szekvencia analizis szoftver csomag (Devereux és mtsai 1984) és egy, a mar
ismert R. meliloti gének szekvencia adatai alapjan Osszeéllitott kodonhasznalati tablazat
segitségével megvizsgaltuk, hogy mely ORF-ek rendelkeznek R. melilotira jellemzd
kodonhasznélattal. Ezeknek a vizsgédlatoknak az eredményeképpen négy, egy irdnyba
atir6do, tipikus R. meliloti kodonhasznalatot mutatdé ORF-et sikeriilt azonositanunk (8.-9.
abra). Az E. coli konszenzus szekvenciat alapul véve, az ORF-ek elStt megkerestiik a
lehetséges riboszoma-kotd helyeket (10. abra). Az ORF-eket nem el6zte meg tipikus-10 €s

-35 prométer szekvencia, és nem kovette semmiféle jellegzetes transzkripcids terminator.



38

16-3 fag R R R R R R R R R S SR R R R
a
Fix - - - - - - - - - - - - - - -
TnS 666 674 665 644 667 675 669 678 590 618 608 551634 633 671
b
o - - —— S i | —— -] .
C
compl.e. [ T 11 T 11 [ V]
d I T T T T LI T T I 1 LI I 1
E Sma B Sal Sacl B H H H Sacll Sacll H H B B B E
€ funkeid < zsirsav szintési P €—— modifikici6 és transzfer —————P>

8. dbra. A fix-23 régi6 fizikai-genetikai térképe. (a) A muténsok szimbiotikus nitrogénkots képessége (Fix),
és 16-3 faggal szembeni rezisztencidja (R) illetve szenzitivitasa. (b) A fligg6leges vonalak a Tn5
transzpozonok beépiilési helyét jelzik. (c) A komplementacios csoportok és a feltételezett ORF-ek. (d) A
szubklonozas soran hasznalt restrikcios endonukleazok hasitohelyei: B = BamHI, E = EcoRI, H = HindlIll,
Sacl = Sacl, Sacll = Sacll, Sal = Sall, Sma = Smal. (¢) A régioban talalhatd6 nagyobb géncsoportok

feltételezett funkciodja.

Nemrégiben Reuhs és mtsai. (1995) az rkp elnevezést javasoltdk a Rhizobiumok
kapszularis poliszacharid szintézisében résztvevd génjeinek a megnevezésére. Csatlakozva
az Ujfajta nomenklatiirdhoz a fix-23 régié els6 komplementacios csoportjdban eléz6leg
azonositott 6 ORF-et rkpABCDEF-nek neveztiik at, mig a dolgozat anyagat képez6 tovabbi
ORF-eket folytatolagosan rkpGHIJ...stb.-nek kereszteltiik el (Kiss és mtsai, 1997a).
Kovetve az ORF-ek elnevezését, a dolgozat anyagat képez6 szekvencia szamozisa nem

egyt6l kezdddik. Az itt megadott nukleotid poziciok a fix-23 régio elejétdl értendSek.

8. dbra. (kovetkez6 lap) A fix-23 régié nukleotid szekvencidja. A szekvencia alatt feltiintettiik a régioban
kodolt proteinek aminosav-sorrendjét. A konzervalodott motivumokat (piridoxal-foszfat kétShely, NAD(P)H
kotbhely, alkohol-dehidrogenaz motivum) s6tétebb szedéssel jeldltiik. A csillag stop kodont jelképez. A start
kodonokat sziirke téglalapokkal, a lehetséges riboszoma-kot6 helyeket alahtizassal jeldltik. A fekete nyilak
az adott Tn5 beépiilésének pontos helyét mutatjak. A fix-23 régié komplett szekvencidja az EMBL

adatbazisban talalhato meg az X64131 hivatkozasi szam alatt.



7570 7580 7590 7600 7610 7620
CGTCATGTCGGAGCGGACAAGGAAAAAGCACTGAGTCAATGAGCAACGATGGAAACGGCC
7630 7640 7650 7660 7670 7680
AGACCTTCCCGAAAATGAACAGCAGTCTCAAGGAGAGCCTGTTGGACAGGATGCGGAACA
M R N
rkpG
7690 7700 7710 7720 7730 7740

CGCATCAATCGTCCGAGCGCAACCGGATGGCGCGCTCGGAGCGGGAGTTGCCGCCGGCTC
T H @ S S E R N R M A R S E R E L P P A

7750 7760 7770 7780 7790 7800
CGCGTCGCCAGCAGGCGCGTTTCGAGGATCTGCCCGAGTATAAGCAGGTCCTTACGCAGA
P R R Q ¢ A R P E DL P E Y K Q@ V L T @

7810 7820 7830 7840 7850 7860
AGATCGCCAGCGAGCAGCTCGGCATCGCCAACCCGTTCTACCGGCCGCATCAGACGGCAG
K I A S £E Q L 6 I A N P F Y R P H Q T A

7870 7880 7890 7900 7910 7920
CCGGTGCGACGACGATGATCGATGGCCGCAAGCTGATCAACTTCGCCTCCTATGACTATC
A 6 A T T M I D 6 R K In I N F A 8 X D ¥

7930 7940 7950 7960 7970 7980
TCGGGCTCAACCGGCATGCTCACGTCCTCGAGCGGGCGCGCGAGACGATCGCCGGCTTCG
L 6 L N R HAH VL EURW AWRETTIAG F

7990 8000 8010 8020 8030 8040
GGATTTCCGCGTCGGCGAGCCGCCTCGTTGCCGGCGAACGGCCGCAGCATGTGGAGCTCG
G I s A S A S R L VvV A G E R P Q H V E L

8050 8060 8070 8080 8090 8100
AAGAAAAGATCGCGCAATTCTACGGCGTTGATGCCGCCGTCTGTTTCGTAAGCGGCTACC
E E K I A Q F Y G VvV D A AV C F V S G Y

8110 8120 8130 8140 8150 8160
TGACGAATGTCGCCGCGATCAGCTGCCTGATGGGGCCGAAGGACCTCGTCATCCACGACG
L T N VA AI S CL M G P K DL V I H D

Tn5[590]

8170 ‘ 8180 8190 8200 8210 8220
AGTTCATCCACAACAGCGCGCTCGCCGGGATCAAGCTTTCAGGTGCGACACGCCGCTTCT
E FP I H N S A L A G I K L S G A T R R F

8230 8240 8250 8260 8270 8280
TCAAGCACAACGACACCGCGGATCTCGAGCATGTCCTGCGCACCGTCGCCGGTGACTACC
F K H N DT ADUL E H VL R T V A G D Y
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8290 8300 8310 8320 8330 8340
GGCGCATCCTGGTGATCGTCGAGGGCATCTACTCGATGGACGGCGACGTCGCCAATCTGC
R R I L Vv I VE G I ¥ S M D G D V A N L

8350 8360 8370 8380 8390 8400
CGGCGCTTCTGAAGCTCAGGGCCGAATACGGCTTCTGGCTGATGGTCGACGAGGCGCATT
P A L L K L R A E Y G F W L M V D E A H

8410 8420 8430 8440 8450 8460
CGCTCGGGGTCCTCGGCCGGCACGGCAGGGGCCTCGCCGAACATTTCGGGGCCGATCCGC
s L G Vv L G R H G R G L A E H F G A D P

8470 8480 8490 8500 8510 8520
ACGAAGTCGACATCTGGATGGGAACATTGTCGAAGACGACGTCGAGCTGCGGCGGCTACA
H E v D I W M G T L S K T T s s C G G Y

piridoxal foszfat kot6hely

8530 8540 8550 8560 8570 8580
TAGCAGGAAGCGCCGCCCTGGCGGCCGTGCTAAAGGCATCTGCCGGCGGCTTCGTCTATA
I A G S A AL A AV L KA S AG G F V Y

8590 8600 8610 8620 8630 8640
GCGTCGGCCTCGCGCCCGTGCTTGCCGCATCCGCGGTCGCCAGCCTCGACATCCTGGCAA
s v G L AP VL A A S A V A S L D I L A

8650 8660 8670 8680 8690 8700
GCGAACCGGAACGCACGGCGGCGGTGAGACGCAACGGCAGCCTGTTCCTGAAGCTTGCCA
S E P E R T A AV R RNG S L F L K L A

8710 8720 8730 8740 8750 8760
AGGAGGCCGGCCTCGATACCGGGCTGAGCGGCGGCTTTTCGGTCGTGCCTGTCATCGTCG
K EA G L DTGUL S G G F s Vv VvV P V I V

8770 8780 8790 8800 8810 8820
GGGATTCGCTGCGCGCCGTCCAGCTTTCGAACGACCTGCTCGCCGCCGGCAACGTCCTGC
G b s L R AV QL S N DL L A A G N V L

8830 8840 8850 8860 8870 8880
CGATCATCCACCCGGCGGTGCCGGAAGGACAGGCGCGCCTTCGCGTTCTTCATCACCTGC
P I I H P A V P E G Q A R L R V L H H L

8890 8900 8910 8920 8930 8940
GACCACACCGAGGAACAGATCCGCCGCACCGTCACATTGGAGCTGAACGCCTGAAGGATC
R P H R G T D P P HRHTI G A E R L K D

8950 8960 8970 8980 8990 9000
TCACCGACCGCAATTTCGGCCTCGGGCGCGTCGATATCGAGAAGATGCTGAGTGCGCTCT
L T b RN F G L G R VDI E KMTL S A L
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9010 9020 9030 9040 9050 9060
CGGCATGCTGACCACCAGCCGCCGCACGGCCGCCAACGGGTTCGTCCATGACACATGTGA
S A C ¢« M T H V

rkpH

9070 9080 9090 9100 9110 9120

TCATCACCGGCGGCTCGAGCGGAATTGGCCTCGCGGTCGCCTCGATCTACGLCGGLCCCGCA
I I T 6 6 $s 8§ 6 I 6 L A V A S I Y A A R
NAD(P)H kotéhely

9130 9140 9150 9160 9170 9180
GCCGCGTCTCTCTTGTCGCACGCTCGGCCGATCTTCTGGAGAAGGCAGCACAGAAGCTGG
sS R v s L v A R S A DL L E K A A Q K L

9190 9200 9210 9220 9230 9240
TAGCCGAACACGGTCTCGAGGCCGGAGCGGTCCGCATAGAGGCCGCCGATGTTTCCARAAG
v A E H G L E A G A V R I E A A D V S K

Tn5[618]
9250 260 9270 9280 9290 9300
GAGAGGAGATCGAGGCCGCGGTCTTCCGCTGTGTGGATGCGTTCGGACCCTGCGACGTTC
G E E I E A A V F R C V DA F G P C D V

9310 9320 9330 9340 9350 9360
TCGTGACCTCGGCAGGCGTCGTCGAACCGGCGCCATTCGAGGCGATGCAGGGATCGGCCT
L vwT S A G V V E P A P F E A M Q G S A

9370 9380 9390 9400 9410 9420
TCCACCGGCAGATGGAAACGAACTTTTCGGGCACGGTGCATGCCGTGCGCGCAGTTTATC
F H R Q M E TN F S G T V H A V R A V Y

9430 9440 9450 9460 9470 9480
CGGACATGAAGAACAGGCCGCGGCATATTCTGATGGTTTCTTCGGGTGCCGGCCTGATCG
P DM K NR P RHTI LMV S S G A G L I

9490 9500 9510 9520 9530 9540
GCATCTACGGATATACCGCCTACTGCGCCTCGAAGTTCGCGCTTAACGGCTTCGCCAGGC
G I ¥ G Y T A ¥ C A S K F A L NG F A R

ribitol tipusi alkohol-dehidrogenaz motivum

9550 9560 9570 9580 9590 9600
GCTGCGCAGCGAACGCACGCCCACAATGTCGGCATTTCGATCTGCTTTCACCCGATACGG
R ¢C A A NAIR P QCIRHUF DL L S P DT

9610 9620 9630 9640 9650 9660
AGACGCCGCAATTCAAGAGGGAGCTTGCCGCCCGGCCAGTGGAGGCAAGCGTAATCATGG
E T p Q F K R E L A A R P V E A S V I M

9670 9680 9690 9700 9710 9720
GAACCGTCCGCCCATGGACGGCCGAGGCGGTCGCGCGAAAGATCGTCAAGGGCATCGACC
G T v R P W T A E A V A R K I V K G I D
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9730 9740 9750 9760 9770 9780
GGCGGCGCTTCGAGATTTATTTTGGCGCGGCCTTGTATCTTCTGCCGCTTCGGGCCGGCG
R R R F E I ¥ F G A A L Y L L P L R A G

9790 9800 9810 9820 9830 9840
GTCAGGCCTTTCCTCAATTGGTGGTTCGACCGGGCGATCGCGCGCAACAGTGGACTGTGA
G Q A F P 0 L VvV V R P G D R A Q Q W T V

9850 9860 9870 9880 9890 9900
CGGCGGCGCCCGCGGCCATGCTTGTGCCAGCCAATATTAGGCTTTAAGTGTCGGGAGAAG
T A A P A A M L V P A N I R L *

Tn5[608]
9910 9920 9930 9940 9950 9960
CCTTCTGCCGAGGCGGCGACGGTGAAATGGCTCAAAGGTATCGGCTTGGCGCTCATTCCC
M K w L K GG I G L A L I P

rkpI

9970 9980 9990 10000 10010 10020
TTCAACCTGCATGACTACCCGATAGCCTTGACCCTCGGGTGCTACCTGCTGTCCTGCGCG
F N L H D Y P I A L T L G C Y L L S C A

10030 10040 10050 10060 10070 10080
GTGATCTTCTATACGGACCGGTTCGCCCTTCCGGCGCGCGAACGCAGGAAGAACGCACCG
v I r ¥ T D R F A L P A R E R R K N A P

10090 10100 10110 10120 10130 10140
AAATACGGGCGCAATCGGGACAGGATCGACCATCTCGCCCGGCTGCCGGTCATCGCGCTC
K ¥y G R N R DRI D HU LA AIRTL P V I A L

Tn5[551]

10150 10160 10£7O 10180 10190 10200
GTCTTTGCCGGCTTCTTCGCGATCTCGTGGCGGCCCCTCTATGCCGCCGCCGGCACGATG
v F A G F F A I S W R P L Y A A A G T M

10210 10220 10230 10240 10250 10260
AGTTTCTTCATCATTTTCACCGGCATTTCCCGCGCGAAGTTCAAGTTCATCCGTGAGCCG
s ¥ F I I F T G I S R A K F K F I R E P

10270 10280 10290 10300 10310 10320
CTGGTCTTTTCCGATATCGCCCTGGTCGCGGATGTCTTCAAGTACAAGACGATCTTCTAT
L vF¥ 8§ DI AL V A DV F K Y K T I F Y

10330 10340 10350 10360 10370 10380
GCGAGTTCGCTGAACATCGTCTTCTGGATCGTCGCCTTCCTTTACGTGTTCGGCGTATCG
A S S L N I V F W I V A F L Y V F G V 8

10390 10400 10410 10420 10430 10440
GCACTTTACATGTATTTCGAGCCGACGATCCTGCCCGARAAGAAGCAGGCTCTTCTGGGTT
A L vy M Yy F E P T I L P E R S R L F W V
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10450 10460 10470 10480 10490 10500
CTGGTGATGGTGGGGATCGCCGCCGGACCCTGGGGACTGTTGTTTTACGGGCCCGTGAAC
L vM™M VG I A A G P W G L L F Y G P V N

10510 10520 10530 10540 10550 10560
CGCCCGACGGCCGCTCTCGTGCAGAGGCTGGTGAAGGCGATCAACGTCAAGATGAACACG
R P T A A L V Q R L V KA I NV KMNT

10570 10580 10590 10600 10610 10620
GTGCGTTTCGGTACCTTCGCTTCCGTCGTCTTCCATTTCATCATCTGGCTCGGCGTCAAG
vV R F G T F A S V V FH F I I W L G V K

10630 10640 10650 10660 10670 10680
CGCGACAAGATCGTCGCCGAATTGTCGGAAATACTGCGCGCCGCGGTGCACGACCTCATC
R D K I v A E L s E I L R A A V H D L I

10690 10700 10710 10720 10730 10740
GGCCACGAGGAGGCCCCGCTGATCATCGTATGGCAGTCGGAGTCCTTCATCGACATGCGG
G H E E A P L I I V W Q S E S F I D M R

10750 10760 10770 10780 10790 10800
CATTTCGGTGTCGATTCGATCAAGCTTCCGACGGTCGACCGGTTGCGCAAGCAGGCGGTG
H F GV D S I K L P T V D R L R K Q A V

10810 10820 10830 10840 10850 10860
CAATGGGGGCGCTTGAGCAATGTCTTCGAGGGCGGCTACACGCTGCGCACCGAATTTGCC
Q W 6 R L sS NV F E G G Y T L R T E F A

10870 10880 10890 10900 10910 10920
GTCCTGAGCGGCCTTGTGCCCGACGACATCCACGTCGATGCCAGCTATCCTTATCTCCGT
v L s G L vpP DDI HV DA AJS Y P Y L R

10930 10940 10950 10960 10970 10980
GCCGCGCACTATGCCGATATCGTCTGGCCCGGAAAGCTCAAGCGCGGCTGGCGCACGCAT
A A H Y A DI V W P G K L K R G W R T H

Tn5[634]
10990 11000 11010 11020 11030 11040
TTCATTCATCCCTATGACCGGACGTTCTTCCTGCGGCACAAGGCGATGCCCCTGCTCGGL
F I H P ¥ DR T F F L R H KAMUP L L G

11050 11060 11070 11080 11090 11100
TTCGAGAAGCTTACCATGCTCGATGCCTTCGACCATAAACCGGAGCGGGACGGGCTTTAT
F E XK L T M L D A F D H K P E R D G L Y

11110 11120 11130 11140 11150 11160
GTCTCCGACGCCACGCTGGCAGCCCGCGTGCTCGCCGAAGTCGAGAAGCTGCCGGAAGAG
v s b AT L A ARV L A E V E K L P E E
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11170 11180 11190 11200 11210 11220
GAGAGCGGCTTTTTCTTCGTCGCCTCGATGGCAAATCACGGCCCCTGGGAACCGGGGCGC
E S G F F F vV A S M A N H G P W E P G R

11230 11240 11250 11260 11270 11280
GTCGGTACGCTCACCAATCCCGTCGATATCTACCTGGCCATCCTCGAGCAGTCTGACGCT
v 6 T L T N P V DI Y L A I L E Q S D A

11290 11300 11310 11320 11330 11340
GCGTTGAAGCAGCTGATCGACGGCCTCAACAAGCTCGACCGGCCGGTCTGGTTCGTCTTT
A L K ¢ L I D G L N K L D R P V W F V F

11350 11360 11370 11380 11390 11400
TACGGCGACCACGCGCCCCTTCTGAAATCTTTCGCGGATCCCTTCCCGGATCCCCGCACG
Y G D H A P L L K S F A D P VF P D P R T

11410 11420 11430 11440 11450 11460
GATTATTTCATCGTGCCGCTCGCCAAGGCGCGCGCCGCGGCCCACAGCCCGAAGCGGLGG
by ¥ I V P L. A X A R A A A H S P K R R

11470 11480 11490 11500 11510 11520
AAGGACGAGGATCCTTGGAACCTGCTCGGCTCCATGCTGAAGCACGCCAATCTGCACAAG
K b E D P W NL L G S M L K H A N L H K

11530 11540 11550 11560 11570 11580
GACGCGCTGCAATAGCGCTGACTTCCGGAAATCCGCCCGATGACAGCAGTAACGACCATA
D A L Q * M T A V T T I

rkpJd
11590 11600 11610 11620 11630 11640

GTACCCGCGCCGCCAAGAACCTTCCTGTTCTTGCAGGGACCGGCGTCGCGCGTCTTCGCC
v P AP P R T F L F L Q G P A S R V F A

11650 11660 11670 11680 11690 11700
AAGGTCGCCGGGCATCTCGAAGTGCTGGGCCATTGCTGTCTGCGCATCAACCTCAATCCC
K v A G H L E VL G H COCUL R I N L N P

11710 11720 11730 11740 11750 11760
GGCGACCAGATATTCTGGCGGCGCCGGGCGGCCATAACTACCGTGGACTCGTTGGCGCGG
G b I F W R RIR AW ATI T T V D S L A R

11770 11780 11790 11800 11810 11820
TGGCCGGCCTATGTGGAGGCCTTTATCCGCCGCCACGCCGTCACCGACCTCGTCCTGCTC
W P A Y V E A F I R R H A V T D L V L L

11830 11840 11850 11860 11870 11880
GGCGAAGAGCGCCCCTATCACCGGATCGCCACAGCGGCCGCGCGAAARAGCCGGCGTCCGC
G E E R P Y H R I A T A A A R K A G V R
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11890 11900 11910 11920 11930 11940
GTCTTTGTGGTCGAAATGGGCTATCTCAGGCCGGACTGGTTGACGCTCGAGCGCGGCGGC
vV F v V £ M G Y L R P D WL T L E R G G

11950 11960 11970 11980 11990 12000
ATGTCGTCCAACTCGCACTTTCCGGTCGATCCCGCGCAAATCCTGCGAGCGGCAATGGGA
M S S N S H F P V D P A Q I L R A A M G

Tn5[633]

12010 12020 12030 12040 12050 12060
CTGCCCGAGCCCGACTGGCAACGGCTCTACCGGCAGAGCTTTCTTGCGGAGGCGGCATAC
L P E P DW QR L Y R Q S F L A E A A Y

12070 12080 12090 12100 12110 12120
GACCTCCTCTACAACCTGCCGAACGTGTTTTTCTGCTTCCTCTTTCGCTACCCGCGGCAC
b L LY N L P NV F F C F L F R Y P R H

12130 12140 12150 12160 12170 12180
GGCATCTTTCATCCGCTCGCCGAATATGCCGGGTGGATCCGGATCCGGCGGCTGGCGGCC
G I F H P L A E Y A G W I R I R R L A A

12190 12200 12210 12220 12230 12240
GGCAAACGCGAGCAGCGGCGCGCGGATGCGTTGATCCGCTCGCTTTCGGCGAAAAATGCG
G K R E Q R R A DAL I R S L S A K N A

12250 12260 12270 12280 12290 12300
CCGTACTTCGTCTATCCGCTTCAACTTGAAACGGACTATCAATTGCGTGCGCATTCACCC
P Y F v Yy P L Q L E T D Y Q L R A H S P

12310 12320 12330 12340 12350 12360
TTCGGCAGCCAGCGGGAAGCGATCGACGGCATCCTTGCCTCTTTCGCGCACCGTGCGCCG
F G S ¢ R E A I D G I L A S F A H R A P

12370 12380 12390 12400 12410 12420
GCAGGAACCAGGCTCGCCGTCAAGGTGCACCCGCTCGACAACAGCCTGATCTCCTGGCGC
A G T R L A V K V H P L DN S L I S W R

12430 12440 12450 12460 12470 12480
AGGATCGTCGCGGACAAGGCCGCCTCACTCGGTGTCGGCGACAGGGTCCTCTATCTCGAC
R I v A D K A A S L G V G D R V L Y L D

12490 12500 12510 12520 12530 12540
GGCGGCAATCTCGATTCGCTCACGGAGCACAGTTGCGGAATGGTAACGGTCAACTCGACC
G G N L DS L T EH S CGMV T VN ST

12550 12560 12570 12580 12590 12600
GCCGGACTGCATGCTCTGAAGCAGGGCAAGCCCGTGAAGGTCCTGGGAAAGGCCGTCTTC
A G L H AL K Q G K P V KV L G K A V F

45
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Tn5[671]
12610 12620 12630 12640 12650 12660
GACATTGCCGGTCTCACCGACCAGCAGCCGCTCGACGCGTTCTGGACGGCGCCCGAGGCC
D I A G L T D OQ QP L DA ATFWT AP E A

12670 12680 12690 12700 12710 12720
CCGGATCCGGTGCTGAGCGGGGCAATGTTCAGGCTGATGGCCGCTTCGATCCAGGTGCGC
p D PV L $S GA M F RL MA A S I Q V R

12730 12740 12750 12760 12770 12780
GGGAACTTCTATTCCGTGCGGGTACGGATGCCGGCCGCAAGGCCATCGCCGCAGGCTGCA
G N F ¥Y S VR V R M P A A R P S P Q A A

12790 12800 12810 12820 12830 12840
CCGCAACGACGTCAATGAACCGGGGCCCTTCGTCGACCCGCCGCCCCGGCCAAAAGCCGG
P Q@ R R 1Q *

12850 12860 12870 12880 12890 12900
TGAAACTCAGCGAAGATCAGGCGACGCCGGCGCGCAGCAGATCGTGAATGTGCAGGATGC

12910 12920 12930 12940 12950 12960
CGACCGGGGCGCCGGCCTCGTCGACGAGGAACAGCACGGTGGACCTTGTGGTCCTGCATG

12970
AATTC

A négy ORF altal meghatarozott aminosav szekvencidkat szamitégéppel analizaltuk. A
vizsgalatok célja az volt, hogy egyrészt megallapitsuk a feltételezett fehérjék masodlagos
szerkezetét (Argos és Rao, 1986) és hidrofobicitasi tulajdonsagaikat (Eisenberg és mtsai,
gének altal meghatarozott aminosav-sorrendeket a Blast homoloégia keresd programcsomag
segitségével (Altschul és mtsai, 1990) Gsszehasonlitottuk adatbankokban tarolt fehérje
szekvencidkkal. Olyan konzervalodott szekvencia motivumokat kerestiink, amelyek
biokémiai funkcidja mar kisérletesen bizonyitott (pl. szubsztrat kotShelyek, aktiv
centrumok stb.), abbol a célbol, hogy ismert funkcidju fehérjékkel valé hasonlésag esetén
kovetkeztetni tudjunk az altalunk analizalt fehérjék biokémiai szerepére. Az ily modon
nyert adatok természetesen nem szolgaltatnak abszolit bizonyitékot az altalunk vizsgélt

fehérjék tulajdonsdgaival kapcsolatban, azonban sok esetben hasznos informaciot
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nyujtanak a tovabbi céliranyos kisérletek tervezéséhez, amelyek segitségével a biokémiai

funkcié pontosan megallapithato.

4.1.1. Az rkpG analizise

Az els6é Ujonnan azonositott ORF harom lehetséges, a 7599., a 7635. és a 7671.
nukleotidnal talalhatd start kodonnal rendelkezik. A harmadik ATG kodon el6tt 13 bp-
nyira egy potencidlis riboszéma-kétShelyet azonositottunk, aminek alapjan ugy gondoljuk,
hogy ez az ORF a 7671. nukleotidnal kezdddik és a 9011. nukleotidnal ér véget. Az igy
meghatarozott kpG gén 1341 nukleotid hosszl, melynek feltételezett fehérje terméke 446
aminosavat tartalmazé, 48,2 kDa molekulatomeg( fehérje.

A peptidszekvencia szamitégépes szerkezetanalizise 6t hidrofob szakasz jelenlétét
mutatta ki. Ezek kozil két hidroféb domén elegendd hossziisagn ahhoz, hogy a
sejtmembrant ativelje, és a fehérjét a membranhoz lehorgonyozza, a masik harom
feltehetSleg a belsé membranhoz vagy mas fehérjék hidroféb szakaszaihoz kapcsolodik
apolaros-apolaros kolcsonhatas révén, avagy a molekula térszerkezetének kialakitasdban
lehet szerepe.

Az RkpG adatbanki szekvencidkkal vald Osszevetésével nagyfoki hasonléségot
mutattunk ki a kettes tipusu acil-transzferazok kozé tartozé enzimekkel (10. dbra). A
homolégiat mutatod fehérjék mindegyike piridoxal-foszfat prosztetikus csoportot igényel a
mikodéséhez. Feladatuk is nagyon hasonld, altalaban valamilyen acil csoportot
kapcsolnak mas vegyliletekhez. A legnagyobb egyezést a filogenetikailag rokon
Bradyrhizobium japonicumbdl szarmazd HemA proteinnel kaptunk. A két fehérje kozotti
aminosav azonossag 36%, a hasonlé aminosavak aranya pedig 56%-nak adddott.
Azonositottunk egy, a piridoxal foszfat prosztetikus csoport kotéséért felelds szekvencia
motivumot (GTLSKTTSS), amely er8s konzervaldédast mutatott minden vizsgalt fehérje

esetében.
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Biof Bacsh L. oo 5 S EE B R SR R F .............
Lorf L wdamad b i PR (NP MNDRIGIRELQVIEE QGL TRK LR L F S
Bioce Ecoli L g oot pd Sl S oSt auEts SW{ 2 IRRYPVA . . . ..........
Heml Rhoca B (o0 e b W06 Rk R e D Y[} LAAD! "-‘s‘éQL Y‘I‘FIDIE .............
Rkpg 8 ERNRVIARSERE%PPAP RQQARFEDIAPE YK[OJPAT zglcgﬁ .............
Lcb2 Yeast 61 HLLTYLNYLILIILGHV DFB&I’I‘FQK@HD »HDﬁPWFSN ESFYVRRIKMRIDD
Heml Braja T o sueais 6 8 43§ B e e e e o ) 01 ey 0 B ) S B 81 BTAY @ ] e ) T 90001 1 941 £8TR w0 £61 5 0 e 10 v
Biof Bacsh 26 ......[{NH....... EE ..........

Lorf 30 ... .. e, L. L. L. 1V VMNG KK F [,

Bioe Ecoli 2B :..80. QEAG. . ... .. RWILNADDROQY . . .. ......

Heml Rhoca 28 ...... REKG QWNEPDGGKQDI ..........

Rkpg 55 o0 PFYRPHOTLAGATTMIDEREL . . .. ... ...

Lcb2 Yeast 121 CFSRPTHEVPGRFIRCIDEESH] Ima}:r:' [YSGAVYPC

Heml Braja 1 ; .MDYS§|SE\DRETRRY};{YADRMAGRHAWH SKGKRDV,

Biof Bacsh
Lorf

Bioe_ Ecoli
Heml Rhoca
Rkpg

Lcb2 Yeast
Heml Braja

Biof Bacsh
Loxf

Bioe_ Ecoli
Heml Rhoca
Rkpg

Lcb2 Yeast
Heml Braja

Biof Bacsh
Lorf

Bioe Ecoli
Heml Rhoca
Rkpg

Lcb2 Yeast
Heml Braja

Biof Bacsh
Lorf

Bioe Ecoli
Heml Rhoca
Rkpg

Lcb2 Yeast
Heml Braja

Biof Bacsh
Lorf

Bioe Ecoli
Heml Rhoca
Rkpg

Lcb2 Yeast
Heml_ Braja

Biof Bacsh 342
Lorf 346
Bioe Ecoli 342 CW .............. Al
Heml Rhoca 356 ;VQPINFPTVPKGQERLRF .............. TPSPVH
Rkpg 382 YL . .PMIHFANSIEORNAN L HHLRPHRGTDPPHRHIG

Lcb2 Yeast 478 xhﬂVV}AYPﬁTPLIESR*RF .............. usg L. I b I
Heml Braja 267 IWDREKESAR . . . oo v vn e e it et ettt ee i tee s et mmaaeeann

TVMATHTIEQLDMYISKIKKIGKEMG
TVMATHTIEQLDMISKIKKIGKEMG
ALIEM EVLHGN[. . . .

10. abra. Az RkpG protein illesztése a II. tipusu piridoxal foszfat fiiggé acil-transzferdz csaladba tartozo

enzimekkel. Biof Bacsh=8-amino-7-oxonanoate szintaz, Bacillus sphaericus (sp:P22806); Lorf=eddig nem
jellemzett szekvencia (gp:A02597), Bioe Ecoli=BioE, E. coli (gp:A11542); Heml Rhoca=5-
aminolevulinsav szintdz, Rhodobacter capsulatus (sp:P18079); Lcb2 Yeast=serine-palmitoil transzferaz 2,
Saccharomyces cerevisiae (sp:P40970); Hem1 Braja=5-aminolevulinsav szintaz, Bradyrhizobium japonicum
(sp:P08262). A fenti szekvencidk hivatkozasi szamai zardjelben talalhatoak: sp=SWISS-PROT Protein
Sequence Database, gp=GenPept Protein Sequence Database. A fix-23 régi6 teljes nukleotid szekvencidja az
EMBL adatbankban talalhatd, az X64131 hivatkozasi szam alatt. A fekete alapon fehér betiik aminosav

egyezést, a sziirke alapon fehérek aminosav hasonlésagot jelolnek.
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4.1.2. Az rkpH analizise

A 840 bp hosszisagu (9048-t6l a 9887. nukleotidig) rkpH gén egy 279 aminosavbdl allé
polipeptidet kddol, melynek szamitott molekulatomege 29,7 kDa. Az inicidciés kodon el6tt
nem talaltunk jellegzetes riboszéma-kotd helyet. Az rkpH-rél atirt aminosav szekvencia
szerkezetének vizsgalata harom erésen hidrofob részt tart fel, amelyek flexibilis hidrofil
szakaszokkal valtakozva helyezkednek el.

Fehérje adatbankokkal valo Osszevetés soran nagyfoki homologiat kaptunk az RkpH
és a ribitol, vagy mas néven rovid lanchossziisagu alkohol-dehidrogenazok enzim-
csaladjanak szamos tagjaval. Ezek az enzimek altalaban szerves molekulék redukcidjaban
vesznek részt. A legnagyobb hasonlésagot (32% a.s. azonossag, 54% hasonlosag) az FVT-
1 nevli human génnel kaptuk, ami follikularis sejtek elrakosodasdban jatszik szerepet
(Rimokh és mtsai, 1993). A homoldgok kozott talalhatd még a R. meliloti NodG fehérjéje
is, ami a Nod-szignal zsirsav részének szintézisében vesz részt. Ezek az enzimek
mukodésiikhoz NADH-t vagy NADPH-t igényelnek, melynek kotShelye (TGGSSGIG) az
egész enzim-csaladban konzervaldédott (Jornvall és mtsai, 1984), és a fehérje N-
termindlisanak kozvetlen kozelében helyezkedik el. A polipeptid kdzepén egy masik
konzervalddott szekvencia motivum (YCASKFALNGEF) talalhato, amely az enzim aktiv
centrumanak a kialakitasaért felelés (Persson ¢és mitsai, 1991). Az RkpH
peptidszekvencidban a megfeleld pozicioban mindkét motivum megtalalhato. Erdekes
moddon mindkét konzervalddott szekvencia egybeesett egy-egy hidrofob, a szamitogépes

predikcid alapjdn membran-kotott régidval.
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11. abra Az RkpH protein Osszehasonlitasa ribitol-tipust dehidrogenazokkal.

Fvtl_Human=Follikularis

Variaci6t okozé Transzlokacios Protein 1 prekurzor (sp:Q06136); Nodg Rhme=NodG, R. meliloti (gp:Y00604);
Fabg_Cupla=3-ketoacil-acil carrier protein reductase, Cuphea lanceolata (sp:P28643); Ac-CoA=acetoacetyl-CoA
reduktaz, Chromatium vinosum (PIR:S29279); Sord Klepn=Szorbitol-6 foszfat 2-dehidrogenaz, Klebsiella
pneumoniae (sp:P37079); Dhbl Human= 17-béta -hidroxiszteroid dehidrogenaz (sp:P14061).
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Az rkpl analizise

A harmadik komplementacids csoport nukleotid sorrendjének kodon-preferencia
analizise egyetlen nagy ORF létét valoszintGsitette. A program altal megadott leolvasasi
szamitogépes analizise alapjan ugy gondoljuk, hogy ez az ORF a 9922. nukleotidnal levd
GTG kodonnal kezdddik, és a 11535. bp-ig tart. Igy az rkpl gén egy 445 aminosav
hosszusagu, 61,1 kDa molekulatomegi polipeptidet kodol. A feltételezett GTG start
kodontdl 12 bp-nyira 5'irdnyban egy potencialis riboszéma-kots helyet azonositottunk. Az
aminosav szekvencia topoldgiai vizsgalata 6 membran ativeld domént jelzett a polipeptid
els6 felén, amelyek nagy valdszinlséggel a fehérjét a membranhoz rogzitik. Az rkpl altal
kodolt peptid szekvenciat adatbazisokkal 6sszehasonlitva sem konzervéalodott régidt, sem

homolég gént nem talaltunk.

4.1.4. Az rkpJ analizise

A negyedik komplementacids csoportban szintén egy potencidlis kddolé ORF-et
azonositottunk a 11560. nukleotidtol a 12798-ig. Az ATG start kodon eldtt 8 bp-ra egy
lehetséges riboszoma-kotShelyet talaltunk, amely azt sugallja, hogy az rkpJ gén egy kiilon,
a tobbi ORF-td1 fiiggetlen atirddasi egységet alkot. Az rkpJ egy 412 aminosavbol allo, 45,8
kDa molekulatomegli polipeptidet hataroz meg. Az RkpJ hidrofil tulajdonsagu, nem
tartalmaz membran ativel6 szakaszokat és membranhoz asszocidlt hélixeket sem, nagy
valoszinliség szerint a citoplazméban talalhaté fehérje. Adatbanki szekvencidkkal
Osszevetve hasonldsagot (32% a.s. azonossag, 55% hasonldsag) fedeztiink fel az E. coli
KpS (Pazzani és mtsai, 1993), és a N. meningitidis LipB fehérjéjével (Frosch és mitsai,
1993). Ez a két fehérje azonos funkcidju, mindkettd a baktérium kapszuléris
poliszacharidjanak szintézisében és transzportjaban vesz részt. Mutéciojuk esetén a KPS-
hez nem kapcsolodik lipid, és nem jut ki a sejt felszinére, hanem a sejt citoplazmajaban

halmozddik fel.
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12. abra Az RkpJ illesztése KPS transzportban résztvevé enzimekkel. Kss5=KpsS, E. coli (sp:P42218);

Lipb=LipB, Neisseria meningitidis (sp:Q05014).



53

4.2. A fix-23 mutansok altal termelt KPS vizsgilata
A fix-23 régid vizsgalatanak egy masik lehetséges utja a régidba térképez6d6 mutansok
altal termelt KPS szerkezetének biokémiai analizise volt. Reméltiik, hogy a muténs és a
vad tipust Rhizobiumok poliszacharidjainak dsszehasonlitidsa informéciét nyujt a mutaciok
altal inaktivalt gének szerepére vonatkozodan. Ezeket a vizsgalatokat R. W. Carlson és
munkacsoportjaval (Complex Carbohydrate Research Center Athens, Georgia, USA) valo

kooperacionk keretében J. Kim és B. Reuhs végezték el.

4.2.1. A poliszacharidok PAGE analizise

A fix-23 régid els6 komplementacios csoportjdba térképez6d6é mutansok altal termelt
poliszacharidokat Petrovics Gyorgy és a fent emlitett amerikai kollégak (1993) analizaltak.
Kimutattdk, hogy a mutaciok kovetkeztében a baktériumok rezisztensek lettek a 16-3
faggal szemben, mivel a mutans baktériumok feliiletér6l hidnyzik a bakteriofag
receptoraként szolgald nagy molekulatomegt kapszuléris poliszacharid.

A jelen vizsgalatunk targyat képez6 tovabbi harom komplementacios csoportba tartozo
mutansok kett@ kivételével szintén rezisztensnek bizonyultak a 16-3 faggal szemben. A
PP608 és a PP618 torzsek atmeneti, kissé szenzitiv fenotipust mutattak. Ezért feltételeztiik,
hogy a fagrezisztens mutdnsok a mar analizaltakhoz hasonléan képtelenek a fag tapadasi
helyéil szolgalo KPS termelésére, vagy pedig olyan eltéré szerkezetli poliszacharidokat
termelnek, amelyeken a fagok mar képtelenek megtapadni.

A kérdés eldontésére a mutdns és a vad tipusi baktériumokbdl poliszacharid
izolatumokat készitettiink, amelyeket poliakrilamid géleken futtattunk meg (13. abra). Az
altalunk hasznalt forré fenolos extrakcioval a KPS és LPS molekulak elegyét kaptuk. A
zavar6 LPS mintazat kikiiszobolésére KPS specifikus festési eljarast hasznaltunk. A
géleket eldszor Alcian kékkel kezeltik. Ez egy kationos festék, ami a savas
poliszacharidokhoz kot6dik. Ezutén eziist festést alkalmaztunk. Ily moédon csak a KPS

molekuldk fest6dtek meg. Mivel minden egyes megfuttatott minta azonos mennyisegi
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kiinduldsi baktériumbol szarmazott, a PAGE gélen lathato eltéré fest6dési intenzitas
aranyban all az egyes baktérium torzsek eltér6 KPS termelésével. A KPS termelés
szempontjabdl vad tipusi AK631 (1. minta) nagy mennyiségli poliszacharidot termel.
Kiilonosen er6s a festédés a nagy molekulatomegi HMW-KPS tartomanyaban. A
mintdkban a HMW-KPS alatt lathaté 1étraszerli mintazat a poliszacharid molekulék eltérd

polimerizéacids foka miatt alakul ki.

123 456

HMW-KPS

LMW-KPS

13. abra. KPS izolaitumok PAGE analizise. A gélre felvitt mintdk sorrendje: AK631 (1); PP590 (2);

PP551 (3); PP608 (4); PP618 (5); PP671 (6).

crer

PP608 tobb HMW-KPS-t termel (4.6s 5. minta), mint az rkpG, rkpl és az rkpJ gén
mutansai (2., 3., 6. minta), de jéval kevesebbet, mint az AK631. A gélen az is jol lathato,
hogy a kiilonb6z6 polimerizacids foku KPS-ek aranya az egyes mintdkban eltérd. A vad
tipusu baktériumbol szarmazé mintdban a HMW-KPS dominél, az alacsony polimerizéacios
foku termékek aranya kicsi. Ugyanez mondhaté el a PP618-r6l is, s6t ez a mutans
magasabb polimerizacios foku KPS-t is termel, mint a vad, amit a kisebb mobilitasu, tehat
nagyobb molekulatomegli KPS megjelenése bizonyit az 5. minta tetején. A PP608 joval

kevesebb HMW-KPS-t termel, és a legnagyobb mennyiségben jelenlevd poliszacharid
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polimerizacids foka is alacsonyabb, mint a PP618-ban. A masik harom vizsgélt mut4nsban,
az els6 komplementécids csoport mutansaihoz hasonl6an, hidnyzik a vad tipusra jellemz8
HMW-KPS, viszont a kis polimerizacids fokil KPS aranya magasabb, mint a vadban. A
PAGE analizis eredményei egybevagnak a fagtapadasi tesztek adataival, miszerint a
PP590, PP551, PP671 mutansok a HMW-KPS hianyaban fag rezisztensek lettek, mig a
mutéansok koziil a legtobb HMW-KPS-t termeld PP618 jobban, a kevesebb és alacsonyabb
molekulatomegli KPS-t eldallité PP608 kevésbé Grizte meg a vad tipust baktériumra

jellemzd szenzitivitasat a 16-3 faggal szemben.

4.2.2. A poliszacharidok immunkémiai analizise

Az els6 komplement4cidos csoportba tartozd mutdnsok immunkémiai vizsgalataibol
(Petrovics és mtsai, 1993; Reuhs és mtsai, 1993) kideriilt, hogy ezek a torzsek csak igen kis
mennyiségli LMW-KPS termelésére képesek, viszont ezek a mutaciok nem befolyasoljak

az LPS mintazatot.

12345 6

HMW-KPS

RLPs [

14. abra. KPS izolatumok immunkémiai analizise. A mintdk sorrendje megegyezik az el6z8 abraéval. A

nagy molstilya (HMW) KPS valamint a durva (R) LPS fest6dési helyét jeleztiik.



56
Az el8z8 alfejezetben targyalt baktérium torzsek 4ltal termelt poliszacharidok
vizsgéalatat a vad tipusi R. meliloti 41 torzs sejtfelszine ellen indukalt poliklonalis
ellenanyag segitségével végeztiik el. A PAGE géleken megfuttatott poliszacharid mintakat
Nytran membrénra vittik at, majd a membranokat kezeletlen (14. 4bra), vagy kiilonb6zd
baktérium sejtekkel preadszorbeadltatott (15. abra) anti-Rm41 ellenanyaggal festettilk meg.
Az AK631 és a PP618 torzsbdl szarmazé HMW-KPS (14. abra, 1. és 5. oszlop) erSsen
kototte az ellenanyagot. Igen halvany, a fényképen mar ki sem vehetS festdést
tapasztaltunk a PP608-bdl szarmazé mintdban (4.), mig a tobbi minta egyaltalan nem
fest6dott. Erdekes médon az alacsonyabb polimeriziciés foki LMW-KPS egyetlen
mintiban sem fest6dott jol, annak ellenére, hogy a HMW- és LMW-KPS szerkezete és
Osszetétele szinte teljesen azonos, vagy csak igen kis mértekben kiilonbozik (Reuhs és
mtsai, 1995). A jelenség egyik lehetséges magyarazata az, hogy a kisebb tagszamiu LMW
polimer kevesebb epitopot szolgaltat az ellenanyag szdmara. Az is elképzelhetd, hogy az
LMW-KPS transzfere a gélbdl kevésbé hatasos, vagy az kevésbé kotédik a membranhoz.
A fenti kisérletekben poliszacharid kivonatokat hasznaltunk, azaz a mintdk egyarant
tartalmazték a sejtek belsejébdl valamint a sejtek kiils6 feliiletérdl szarmazé molekulékat.
Az anti-Rm41 ellenanyag a vad tipusu baktérium sejtfelszine ellen késziilt, tehat csak az ott
prezentalt, vagy azokkal azonos szerkezetli molekuldkat ismeri fel. A tovabbi kisérletekben
az ellenanyagot kiilonb6z8 baktérium sejtekkel elinkubalva ebbdl az ellenanyag
keverékbdl kivontuk az adott baktérium sejtfelszinére specifikus antitesteket. Az ily moédon
el6kezelt ellenanyag mintdban maradt antitesteket AK631-b6l szdrmazd poliszacharid
kivonat segitségével teszteltiik (15. abra). Pozitiv kontrolként magat az AK631 baktériumot
hasznaltuk (1. minta), ami a szérumban talalhaté Osszes ellenanyagot kikototte a
preadszorpcié sordn, ezért az immunoblotton mar nem kaptunk festddést. A masodik
immunfestés (negativ kontrol) a kezeletlen ellenanyag felhasznalasaval késziilt. Ennek
kovetkeztében az immunoblotton a vad tipusu extraktumra jellemz6 teljes festSdési

mintazat (Id. el6z8 é&bra) lathatd. A harmadik szérum mintat PP674-el (rkpA::Tn5)
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kezeltiik, amely kikototte az Osszes LPS és LMW-KPS antitestet, csak a HMW-KPS

specifikus antitesteket hagyva hétra.

HMW-KPS

15. abra. AK631-b6l szarmazé KPS izolatumok festése el6z6leg kiilonboz8 baktérium tenyészetekkel kezelt

ellenanyaggal. AK631(1), baktérium nélkiil (2), PP674(3), PP618(4).

A HMW-KPS fest6dési intenzitdsa nagyjabdl megegyezett a negativ kontrolléval, ami
meger0sitette a korabbi eredményeket, melyek szerint az eddig vizsgalt fix-23 mutansok
nem termelnek, vagy a sejtfelsziniikre nem exportalnak jelents mennyiségli HMW-KPS-t.
Az LPS specifikus antitestek teljes kikotése azt jelzi, hogy a fix-23 mutdciék nem
befolyéasoljak az LPS szerkezetét. A negyedik szérum mintat az rkpH mutans PP618-al
kezeltik, ami a HMW-KPS specifikus antitestek egy részét is eltavolitotta, amit az
immunoblotton lathaté gyengébb festddés jelez. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a PP618
sejfelszinén korlatozott mennyiségl, de a vad tipustval szerkezetileg megegyez6 HMW-
KPS talalhat6. A tobbi mutanssal valo elGinkubacié a PP674-el megegyez6 fest6dést
eredményezett (ezeket kiilon nem mutatjuk be), jelezvén a HMW-KPS hidnyat a

baktériumok felszinén.
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4.2.3. A poliszacharidok ELIZA analizise
A kiilonb6zd mutans baktériumok sejtfelszinén talalhaté KPS egyméshoz viszonyitott
mennyiségének meghatdrozasara ELIZA tesztet alkalmaztunk (16. abra). A kisérletekhez
olyan anti-Rm41 szérumot hasznéltunk, amelyet el6z6leg PP674 baktériumokkal
preadszorbealtatva HMW-KPS specifikussa tettiink. A vad tipusu R. meliloti 41 és AK631
megkozelitdleg azonos valaszt adott, jelezve, hogy e két baktériumnak kozel azonos
mennyiségli KPS taldlhaté a feliiletén. Ezt a KPS mennyiséget 100%-nak véve a fag
szenzitiv mutansok esetében a kovetkezd relativ értékeket kaptuk: PP618, 50%; PP60S,
33,5%. A fag rezisztens mutansok esetében (PP590, PP551, PP671) ez az érték 4-7%

kozott volt.

100~

%

(6]

o
\

AK631 Rm41 PP618 PP608 PP590 PP551 PP671

16. abra. A mutans baktériumok ELIZA eredményei a vad tipusit AK631 altal adott érték fiiggvényében. Az
itt megadott szazalékos értékek 6 fliggetlen ELIZA mérés (OD,,,) eredményének atlagolasabol szarmaznak.

Az  abrazolt értékek atlagtél wvalo eltérése minden esetben kevesebb, mint 2% volt.




59

4.2.4. NMR analizis
A PP618-as mutansbol szarmaz¢ tisztitott KPS NMR spektrumat 6sszehasonlitottuk az

AK631 baktériumbdl izolalt KPS-ével (17. abra). Megallapitottuk, hogy a KPS f&bb
alkotéelemeit jelentS acetatot (2,0 és 2,1 PPM), B-hidroxi-butiratot (1,2 és 2,35 PPM),
valamint 2-keto-3,5,7,9-tetradeoxi-5,7-diaminononulonsavat (1,1; 1,7; 2,6; 4,0 PPM)
reprezentald rezonancia gorbék a PP618-as mutans €s a vad tipusu baktérium esetében
azonosak, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a PP618 a vad tipussal megegyez8
szerkezeti KPS-t termel. Az rkpH tehat inkdbb a KPS exportjdban, mintsem a
szintézisében jatszik szerepet, hiszen mutacidja nem érinti a termel6d6é KPS szerkezetét,

csupan a sejfelszinen valé mennyiségét.

L r y r T—— T T g g p—
4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

PPM

17. abra. Az AK631 (feliil) és a PP618 (alul) baktériumokbél izolalt KPS '"H NMR spektruma.
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4.3. A R. meliloti Kkapszularis poliszacharid szintézisében résztvevé tovabbi
géncsoportok azonositasa és analizise
Az eddig targyalt kisérleteinkben a fix-23 régié jobb oldaldn elhelyezkedd harom
komplementacids egységet vizsgaltunk, melyekben négy gént azonositottunk: az rkpGHI
és rkpJ géneket. Eredményeink szerint a fix-23 régidban talalhatd Osszes gén, beleértve a
korabban azonositott rkpABCDEF géneket, esszencialis szerepet jatszik a R. meliloti KPS-
ének szintézisében és/vagy sejtfelszinre vald transzportjaban. A régidé 4altal kédolt
fehérjéknek a homoloégidk alapjan feltételezett funkcidja azonban inkabb a KPS lipid
részének felépitése, modositasa, és a komplett poliszacharid sejtfelszinre juttatasa, mintsem
a poliszacharid prekurzoroknak a szintézise. Ezek alapjan feltételeztiikk, hogy a fix-23
région kivil még tovabbi gének jatszanak szerepet a KPS poliszacharid véazanak a
szintézisében.

A tovéabbiakban azonositott rkp régidk izolalasat Kereszt Attila, az 0 rkp mutansok altal
termelt poliszacharidok analizisét pedig Putnoky Péter végezte. A mutacidkat
komplementald DNS szakaszok szubklonozasa, szekvencidjanak meghatdrozasa és
analizise a fix-23 régional mar ismertetett modon tortént. A dolgozat limitalt terjedelme
sajnos nem teszi lehet6vé, hogy a fent emlitett kisérleteket teljes terjedelmében
ismertessem.

Eredményeink szerint a KPS termelésében hibas R. meliloti baktériumok rezisztensek a
16-3 faggal szemben. Eppen ezért, a fig alkalmas eszkoznek tiint 0j szerkezeti mutansok
azonositasara (18. dbra). A baktérium random TnJ5 transzpoziciés mutagenezise utan
kivalogattuk a 16-3 fagra rezisztens mutdnsokat és fagtapadasi vizsgalatok, genetikai
komplementécids kisérletek, valamint névényi tesztek segitségével jellemeztiik Sket.

Kivalogattuk a mutansok koziil azokat, melyek feliiletére nem kot6dott ki a 16-3 fag,
jelezve, hogy a kialakult fagrezisztencia felszini valtozas eredménye. Az igy elkiilonitett
mutaciokat tovabb osztilyoztuk genetikai komplementacios kisérletekben. Megvizsgaltuk,

melyeket nem lehet komplementalni a korabbi munkank soran azonositott fix-23 régidval.
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Feltételeztiik, hogy a nem komplementalhaté mutaciok segitségével izolalni tudjuk a még

ismeretlen bioszintézis géneket.
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18. abra. Az rkp-2 és rkp-3 régidk izolalasanak stratégiaja. A lekerekitett téglalapokkal szimbolizalt
baktériumokon talalhat kis fekete haromszégek a 16-3 fag tapadasi helyét jelolik. A téglalapok belsejében
lathaté nagyobb szabélytalan gorbe vonal a Rhizobium kromoszémajat, a harom kisebb gorbe pedig 2
megaplazmidjat és egy kisebb plazmidjat jelolik. A A::Tn5 beépiilési helyeit felfelé mutatd fekete nyilak
mutatjak.
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Hat fliggetlen mutanst sikeriilt a fentiekben leirt médon azonositanunk. Ezek hib4sak
voltak a szimbidzis kialakitdsdban (Fix™ fenotipus), valamint a fagrezisztens fenotipusuk és
PAGE analizisiik alapjan ezek a mutansok mind sériiltek a KPS termelésben is.

Az 1) mutansok segitségével egy R. meliloti génbankbodl izoladltuk a mutaciokat
komplementaldo DNS szakaszokat. Kivalogattuk azokat a génbank klonokat hordozd
baktériumokat, melyek a lucernaval miik6d6 szimbi6zist tudtak létrehozni (Fix" fenotipus).
E kozmid klénok visszaizolalasaval és a mutansokba vald 0jbdli bejuttatasaval igazoltuk,
hogy valéban a muticidkat komplementaldé DNS szakaszok vannak a keziinkben. Ily
modon egy kiilonalld (rkp-2 régid) és két, egymassal atfed6 (rkp-3 régio) kozmid klont
azonositottunk. (A R. meliloti KPS szintézisben résztvevd gének illetve géncsoportok
egységes elnevezése érdekében a fix-23 régiét rkp-1 régionak neveztik at.)

Az 0j régidk helyspecifikus transzpoziciés mutagenezisével meghatiroztuk a KPS
szintézisben szerepet jatszd gének elhelyezkedését, és elkezdtiik bazissorrendjiik

meghatarozasat.

4.3.1. Az rkp-2 régioé analizise

Az rkp-2 régi6 helyspecifikus A::Tn5 mutagenezisét a pAT330 kozmid klonon hajtottuk
végre. A Tn5 inszerciok Rhizobium genomba vald juttatdsaval kapott homogenotik egy
része sokkal lassabban nétt és kisebb telepet képzett a megszokottnal. Egyes LPS
mutansok esetében hasonld fenotipust tapasztaltak (Lagares és mtsai, 1992), ezért
megvizsgaltuk az altalunk izolalt mutansok LPS termelését. [rodalmi adatok alapjan ismert
volt, hogy az LPS mutinsok érzékenyek a detergensekre, mivel membranjuk kevésbé
ellenalld a hidroféb molekuldkkal szemben (Lagares és mtsai, 1992). Mutansaink
detergensekkel szembeni érzékenységét deoxy-kélsav (DOC) tartalmu taptalajon valod
novesztéssel ellendriztiik. A vad tipusu AK631 novekedésére a DOC nem volt hatassal, a
mutédnsok azonban 10%-10°-szer kevesebb koléniat képeztek az 1 mg/ml detergens tartalmi

taptalajon, valdszindsitve, hogy a mutaciok LPS termelésben résztvevd géneket érintenek.
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A mutansok altal termelt poliszacharidokat az rkp-I/ régié analizise soran mar
ismertetett forrd fenolos moddszerrel izolaltuk, amely a KPS és LPS molekuldk egytittes
tisztitasat tette lehetdvé (Reuhs és mtsai, 1993). Az izoldtumokat parhuzamosan két PAGE
gélen futtattuk meg. Ezek egyikét eziisttel festettiik meg (Tschai €s Frisch, 1982), ami az
LPS mintazat vizsgalatat tette lehet6vé. A masik gélt Alcian kékkel kezeltiik, ami pedig
csak a KPS specifikus csikokat tette lathatéva (Reuhs €s mtsai, 1993).

Megallapitottuk, hogy a mutansok LPS mintdzata kiilonbdzik a vad tipustdl, ez
alatdmasztja azt a korabbi feltételezést, hogy a mutacidk LPS géneket érintenek. A fag
rezisztens mutansok esetében a PAGE géleken KPS-t nem detektaltunk, mig a fag szenzitiv
mutansokbdl izolalt KPS a vad tipussal megegyezének bizonyult.

A mutansok szimbiotikus képességeit giimbzési tesztben vizsgaltuk. A KPS és LPS
termelésben egyarant hibds mutinsok egyben képtelenek voltak effektiv szimbidzis
létrehozaséra, azaz Fix', mig a csak eltéré LPS mintdzatot mutaté torzsek Fix" fenotipust

mutattak (19. dbra).

4.3.1.1. Az rkp-2 régio szekvencia analizise

A régidban taldlhatd  gének megismerése érdekében  meghatiroztuk a
nukleotidsorrendjiiket. A szamitogépes szekvencia analizis 2 egyirdnyban atir6do,
Rhizobiumokra jellemzd kodonhasznalatot mutat6 ORF jelenlétét valoszinlsitette (19.
abra). Mindkét ORF elGtt azonositottunk az E. coli prométer szekvencidhoz (-35, -10
régié) hasonld motivumokat, valamint riboszéma kotShelyeket, amib8l arra
kovetkeztettiink, hogy a két ORF feltehetSleg kiilonalld transzkripcids egységet alkot.
Hipotézisiink helyességét plazmid integraciés mutagenezis segitségével sikeriilt
bizonyitani.

A Tn5 inszerciok pontos helyét, mint az rkp-1 régié esetében is, a transzpozont hatarol6
IR szekvencidhoz tervezett primerrel valo szekvenalassal hatdroztuk meg. Az igy kapott

szekvencia adatok analizise soran kideriilt, hogy csak a masodik ORF-be térképez6dd TnS
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inszerciok okoznak 16-3 fagra rezisztens, KPS  és Fix fenotipust, mig az els6 ORF-be
ékel6dott transzpozonok csak az LPS szintézist befolyasoljak. Ezek alapjan a KPS
termelésért felelés masodik ORF-et rkpK-nak, mig az LPS eldallitasdban résztvevd elsd
ORF-et ripA-nek neveztiik el.

Az ripA feltételezett fehérje terméke 307 aminosav hosszlisagu, 38 kDa szamitott
molekulatomegii polipeptid, amely kiilonb6zé nukleotid-difoszfo cukrok szintézisében
résztvevd epimeraz enzimekkel mutat hasonlésagot. A legnagyobb homoloégiat (51%
aminosav azonossag, 67% hasonlésag) a Staphylococcus aureus kapszularis
poliszacharidjanak szintéziséhez sziikséges N-acetil-amino-galakturonsav eldallitasaban
résztvevé Capl proteinnel kaptuk (Lin és mtsai, 1994). Hasonlé mértékldi aminosav
egyezést kaptunk az E. coli poliszacharidok lanchosszisdgat meghatarozd cld régidban
kédolt epimerazzal (Bastin és mtsai, 1993), valamint a Streptococcus pneumoniae UDP-
galakturonsav epimerdzaval (Munoz és mtsai, 1997). Erdekes moédon csak nagyon
korlatozott mérték(i homoldgiat (22.9% aminosav azonossag) kaptunk a R. meliloti EPS
szintéziséhez sziikséges, bizonyitottan UDP-gliik6z epimeraz aktivitasi ExoB proteinnel
(Buendia és mtsai, 1991).

A rkpK egy 437 aminosav hosszusagu, 47,2 kDa molekulatomegl fehérjét kodol, ami
difoszfo-cukor dehidrogenazokkal mutat tobb mint 50%-os hasonlésagot. Az rkpK UDP-
gliikéz dehidrogenaz funkcidjat enzimaktivitdas méréssel is bizonyitottuk. Az rkpK
mutacidja esetén specifikus enzimaktivitast nem tudtunk kimutatni, mig a pAT330
komplementalé klon bevitelével az UDP-gliikéz dehidrogenaz aktivitas helyreallt, s6t 9-

szer magasabb volt, mint a vad tipust kontrolban (Kereszt és mtsai, bekiildve).



© N~ -
™ o (2]
Tn5 i e o
Fix + - -
Doc S S S
16-3 S R R
_ _ = _ - _ - e I
£ 52 E E SSET8s 5 BES =9t o=
w . > E > oy VWY w oawmw noymy om
1 | I | ] | 11 111 ] Il Ll |
| ripA > | rkpK >
B Tn5-238 Tn5-207 Tn5-231 AK631 wh)
|
HMW < <
< P
- 8 8
LMW

kps LS ks P kps LPS kps PS

19. abra. A: az rkp-2 régi6 3,6 kb hosszusagt Sphl-BamH] fragmentjének genetikai térképe. Feltiintettiik a
vizsgalt TnS mutaciok helyét, fenotipusat (Fix= nitrogénkotési képesség; Doc= dezoxi-kolsav érzékenység;
16-3= fagszenzitivitas/rezisztencia) a régid szubklonozasahoz hasznalt restrikcios enzimeket, valamint a két
azonositott gén helyzetét. B: a vizsgalt mutansok LPS és KPS mintazata. A nyilhegyek a vad tipustol val6

eltéréseket jelzik.; HMW=nagy molekulatomegli KPS/LPS, LMW=kis molekulatomegl KPS/LPS.
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4.3.2. Az rkp-3 régioé kezdeti analizise
A régio vizsgalatakor az el6z8ekben jol bevalt stratégiat kovettilk. Az egymassal atfedd
pAT339 és pAT401 kozmid klénokon iranyitott Tn5 mutagenezist hajtottunk végre. A
mutacidokat homolég rekombindcioval visszajuttattuk az AK631 genomba, majd a 16-3
fagra rezisztens rekombinansokat restrikcios emésztések és Southern hibridizacio

segitségével térképeztiik (20. abra).
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20. 4abra. Az rkp-3 régié genetikai térképe és mutansainak poliszacharid mintazata. A Tn5 inszercidk helyét
fiiggbleges vonalak mutatjak. A mutansok fenotipusat az el6z6 abraval megegyez6en jeldltik. B=BamHI,

E=EcoRI, H=HindIII. Alul egyes reprezentativ mutansok KPS mintazatat mutatjuk be.

A fagrezisztens mutaciok talnyomd tobbsége egy csoportba, a két kozmid atfedd
régidjaba esett, csupan harom mutacié térképezddott a pAT401 kozepére. A mutansok
szimbiotikus  képességeit novényi tesztben ellendriztik, az altaluk termelt
poliszacharidokat pedig PAGE géleken vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a 16-3 faggal
szemben rezisztens baktériumok mind Fix™ és KPS™ fenotipustiak. A fenti eredmények mind
egybevagtak az el6z6 két régiondl tapasztaltakkal. Ezért feltételeztiik, hogy ez esetben is a

TnS inszerciok olyan géneket érintettek, amelyek a KPS szintézisével vagy exportjaval
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kapcsolatosak. Erdekes médon két mutins (AT158, AT168) meg6rizte a vad tipusra
jellemzd fag szenzitivitdsat, azonban a fag rezisztens mutansokkal megegyezden Fix™ és
HMW KPS fenotipust mutattak (20. abra). FeltehetSleg ezeknek a mutansoknak a
sejtfelszinén a szimbiotikus funkcid betoltéséhez kevés, PAGE vizsgalattal mar
kimutathatatlan mennyiségii KPS talalhatd, amely még elegendd tapadasi helyet szolgaltat
a 16-3 fagok szamara.

A régié mutacidk altal behatarolt darabjat a 19. dbran feltiintetett restrikcidos enzimek
segitségével szubklonoztuk. Meghataroztuk a két kozmid klén atfeds, 8,5 kb hosszisagu
darabjanak nukleotid sorrendjét, a pAT401 klon tovabbi szekvendldsa pedig folyamatban
van. Ezeddig az atfed6 szakaszon 8 ORF-et azonositottunk, melyek koziil az els6 hét balrél
jobbra, mig az utolsé ezzel ellentétesen irddik at (21. abra). A Tn5 inszerciok pontos
helyének, a hatarol6 szekvenciak meghatarozasaval valé megallapitésa soran kidertilt, hogy
az els6 Fix és KPS  fenotipust valamint fagrezisztenciat okozé transzpozon (ATI187) a
masodik ORF-be térképezddik. Ebbdl kovetkezbleg valdszindsithetd, hogy az els6 ORF
altal meghatarozott fehérje, amely hidroxi-metil transzferdzokhoz hasonld, nem jatszik
szerepet a KPS termelésben, €s a szimbidzis soran. Az elsd két ORF kozott talalhatod tobb
mint 600 bp-os tavolsadg, valamint a masodik ORF (rkpL) elStt azonositott, az E. coli
promoterekhez hasonld, -35-0s és -10-es régio, valamint riboszéma kotShely tovéabbi
bizonyitékul szolgalnak arra, hogy az elsé ORF a tcbbitdl fiiggetlen. A tovéabbi
konzervalodott promoter szekvenciak hianya, valamint az ORF-ek kozotti kis tavolsag (1-
20 bp) arra enged kovetkeztetni, hogy a hat, azonos iranyt gén (rkpLMNOPQ) egy
fiiggetleniil irodik at.

ElGzetes szekvencia adatok alapjan a pAT401 kléonban még egy OFR-et (rkpS)
azonositottunk, aminek pontos helyzete és orientdcidja azonban még nem ismert.
Adatbanki protein szekvencidkkal 6sszevetve az 0ij rkp gének éltal meghatarozott fehérjék

kiilonboz6 cukor, illetve poliszacharid bioszintézisben résztvevd enzimekkel mutatnak
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hasonldésagot (3. tablazat). Els6 pillantasra szembeotld az rkp-3 régidban kodolt, és a
Methanococcus jannaschii kapszularis poliszacharidjanak bioszintézisében résztvevd
proteinek (Bult és mtsai, 1996) kozo6tti nagyfoku hasonldsag, hiszen a nyolc feltételezett
Rkp fehérjébdl ot kiillonb6z6 Sps proteinnel mutat homologiat, amib8l arra lehet
kovetkeztetni, hogy e két baktérium KPS bioszintézise hasonlé séma alapjan mehet végbe.
Sajnos az Sps proteinek pontos biokémiai funkciéja még ismeretlen, ezért ezekbdl a
homolo6gidkb6l nem tudunk messzemend kovetkeztetéseket levonni. Szerencsére mas
enzimekkel valé hasonlosagukat alapul véve kovetkeztetni tudunk az altalunk azonositott
gének lehetséges feladatara. A szekvencia homologidkon til az rkpLMNOPQ,R gének KPS
bioszintézisben betdltott szerepére utal, hogy mutaciéjuk a KPS mintazat megvaltozasat

eredményezte (20. abra).
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21. abra. Az rkp-3 régioban azonositott gének térképhelyzete. A fligg6leges vonlak a Tn5 inszercidkat
jelzik. Az abra aljan lathato6 fekete nyilak a feltételezett transzkripcids egységeket mutatjak.

Az rkpL fehérje terméke 334 aminosav hosszisagu, 37,2 kDa molekulatomegii
polipeptid, amely a Methanococcus jannaschii SpsD proteinjével mutat 45%-0s aminosav
azonossagot. Hasonlé mértékli aminosav egyezést mutattunk ki szdmos mas baktériumban
azonositott hex6z epimerazokkal és dehidratazokkal, amelyek nukleotid difoszfattal
aktivalt cukormolekulak atalakitasaban vesznek részt.

Az rkpM éltal meghatarozott polipeptid 384 aminosav hosszisagi, 424 kDa
molekulatomegili fehérje, amely 35%-0s aminosav azonossagot mutat a Methanococcus

Jjannaschii SpsC proteinjével. Tovabbi hasonldésagot fedeztiink fel az RkpM és a Bordatella
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pertussis bplF génje altal kodolt galaktdz transzferaz kozott, ami a KPS polimerizacidjat
inditja el azaltal, hogy az els6 cukormolekulat kapcsolja arra a lipid hordozéra, amelyen a
kapszuléris poliszacharid szintézise torténik (Allen és mtsai, 1996).

Az rkpN egy 227 aminosav hosszisagu, 25,7 kDa molekulatomegii fehérjét kodol, ami
az E. coli NeuA (Zapata és mtsai, 1996) és KpsU (Pazzani és mtsai, 1993) proteinjeivel
mutat 26%-os illetve 28%-0s azonossagot. Ezek a fehérjék két KPS alapvegyiiletnek, az N-
acetil neuraminsavnak (NeuNAC), illetve a keto-deoxi-oktulonsavnak (KDO) ciklikus
monofoszfattal (CMP) valé aktivalasat végzik.

Az rkpO altal kodolt fehérje 378 aminosavat tartalmaz, molekulatomege 41,1 kDa.
Adatbanki szekvencidkkal osszevetve az RkpO csak az SpsH proteinnel mutat 31%-os
aminosav egyezést, aminek a KPS szintézisben betoltott pontos funkcidja még ismeretlen,
feltehetSleg egy cukor-transzferdz. Az rkpO-t kiilondsen érdekessé teszi, hogy a fejezet
elején emlitett fagszenzitiv, de Fix™ fenotipust okoz6 TnS inszerciok (AT158, AT168) ebbe
a génbe térképezddtek.

Az rkpP gén 177 aminosavat hataroz meg, ami egy 21,1 kDa molekulatomegii
polipeptidet alkot. Az RkpP csak az SpsG proteinnel mutat 23%-0s azonossagot, ami
szintén transzferaz enzim lehet.

Az rkpQ altal kodolt polipeptid 353 aminosav hosszusagu, 38,6 kDa molekulatomeg
fehérje, ami nagyfoka homologiat (41% aminosav egyezés) mutat az SpsE proteinnel,
valamint az E. coli NeuB (32% aminosav egyezés) fehérjéjével (Annunziato és mtsai,
1995), ami a NeuA-val egyiitt az N-acetil neuraminsav szintéziséért felelGs.

Az RkpR 415 aminosavat tartalmazd, 46,1 kDa molekulatomeg(i polipeptid, amely
kiilonb6z6 KPS exportban résztvevé enzimekkel mutat hasonlésagot. A legnagyobb
aminosav egyezést (28%) az E. coli KpsE proteinjével kaptuk (Russo és mtsai, 1998),
amely a KPS periplazmatikus téren keresztiil valé transzportjdban vesz részt. Hasonld

mértéki{i homoldgiat mutattunk ki mas, szintén KPS exportban résztvevd proteinekkel mint
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pl. a Haemophillus influenzae BexC (Kroll és mtsai, 1990) és a Neisseria meningitidis
CtrB (Frosch és mtsai, 1991).

Az rkpS 413 aminosav hosszusagu, 44,8 kDa molekulatomegi polipeptidet kédol, ami
az E. coli KpsM (Pavelka és mtsai, 1991) proteinjével mutat 31%-0s azonossagot. Hasonlo
mértékd homologiat mutattunk ki a Haemophillus influenzae BexB (Kroll és mtsai, 1990)
és a Neisseria meningitidis CtrC (Frosch és mtsai, 1991) proteinjével. Ezek az enzimek a
kapszularis poliszacharidok sejtmembranon keresztiili transzportjaban vesznek részt. Mivel
a pAT401 szekvencidjat még nem hataroztuk meg teljes egészében, ezért az rkpS gén
pontos helyzetét sem ismerjiik a pAT399-el atfed6 szakasztél kozvetleniil jobbra
elhelyezkedd 8,5 kb-os EcoRI-BamHI fragmenten beliil (20. és 21. abra). Erdekes médon
ezen a DNS szakaszon egyetlen 16-3 fagra rezisztenciat okozé Tn5 inszerciét sem
azonositottunk, ami felveti annak a lehetGséget hogy az itt elhelyezked6 gének nem a fag
tapadasi helyéiil szolgadlé KPS szintézisében és/vagy transzportjaban vesznek részt.
Valoészinlibbnek tlinik azonban az a feltételezés hogy, nem minden rkp génben okozott
mutacid jar egylitt fagrezisztens fenotipussal. Ezt tdmasztja ald az rkpH génbe térképez6dd
PP618 (1d. rkp-1 régid), valamint az rkpO-ba ¢ékelédott AT158 és AT168 Tn5 inszercio,
amelyek szintén nem okoztak fagrezisztens fenotipust.

A pAT401-ben szigetszerlien elhelyezkedd, fagrezisztenciat okozd (AT66, AT232,
AT35) Tn5 inszercidkat hatarolé szekvencidkat adatbankokkal Osszehasonlitva nem
kaptunk meggy6z6 homolodgidkat. Valoészinilleg ezek a muticidk Uj tipusu gént, vagy
géneket érintenek.

A feltételezett Rkp proteinek masodlagos szerkezetének szamitdgépes vizsgélata sordn
kideriilt, hogy az RkpP és RkpQ kivételével az Gsszes polipeptidben kimutathatok erdsen
hidrofob szakaszok, amelyek valoszindsitik, hogy ezek a fehérjék vagy a sejtmembranba
agyazodnak, vagy hidroféb doménjeikkel Osszekapcsolédva enzimkomplexeket hoznak
létre. Az RkpR és RkpS proteinekben ezek a hidroféb motivumok membréanativeld

szakaszokat is alkothatnak, amelyek vagy a sejtmembranhoz val6 erSs kapcsolodasban,
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vagy transzportkomplexekre jellemz8 membranpérusok kialakitdsaban jatszhatnak
szerepet. Ezeket a szamitégépes predikciokat alatdmasztjak irodalmi adatok is, melyek
szerint a kapszuldris poliszacharidok szintézise a sejtmembran belsé feléhez lazan
kapcsolod6 enzimkomplexek kozremiikodésével megy végbe (Whitfield and Valvano,
1993), a  poliszacharidok  exportjdban  pedig = membranporusokat  alkotd

transzportkomplexek, az un, ABC-transzporterek vesznek részt (Higgins, 1992).



72

Gén | Feltételezett | Homolég Baktérium Homolég Aminosayv Hivatkozas
funkcio gén protein """°““(V,/‘:;‘““'é”‘g
orfl Mycobacterium 25/36 sp:Q10505
tuberculosis
hidroxi-metil 3-metil-2-oxobutanoat
transzferaz panB Bacillus subtilis | hidroximetil-transzferaz 25/40 sp:P52996
E. coli 25/40 Jones és mtsai,
1993
rkpL spsD Methanococcus poliszacharid szintézis 45/65 Bult és mtsai,
dNDP-hex6z Jjannaschii gén 1996
dehidrataz/
epimeraz capSE Staphylococcus UDP-gliik6z epimeraz 42/58 Sau és mtsai,
aureus 1997
rkpM spsC Methanococcus poliszacharid szintézis 35/56 Bult és mtsai,
hex6z- Jjannaschii gén 1996
transzferaz
bplF Bordatella galaktoz-transzferaz 33/50 Allen és mtsai,
pertussis 1996
rkpN neud E.coli CMP-NeuNAC szintaz 26/42 Zapata és
KDO- mtsai, 1989
aktivalas kpsU E.coli CMP-KDO 28/54 Pazzani és
’ szintaz mtsai, 1993
rkpO ? spsH Methanococcus poliszacharid szintézis 27/48 Bult és mtsal,
Jjannaschii gén 1996
rkpP ? spsG Methanococcus poliszacharid szintézis 23/38 Bult és mtsai,
Jjannaschii gén 1996
rkpQ spskE Methanococcus poliszacharid szintézis 41/57 Bult és mtsal,
Jjannaschii gén 1996
KDO
szintézis neuB E.coli NeuNAC-kondenzald 32/50 Annunziato és
enzim mtsai, 1995
rkpR kpsE E.coli 28/50 Russo és mtsai,
1998
KPS export
a bexC Haemophilus KPS export protein 27/51 Kroll és mtsai,
periplazma- influenzae 1990
tikus
téren ctrB Neisseria 27/50 Frosch és
keresztiil meningitidis mtsai, 1991
rkpS kpsM E.coli 31/56 Pavelka és
mtsai 1991
KPS export
a bexB Haemophilus KPS export protein 25/57 Kroll és mtsai,
sejtmembra- influenzae 1990
non
keresztiil ctrC Neisseria 24/55 Frosch és
meningitidis mtsai, 1991

3. tablazat. Az rkp-3 régidban azonositott gének és homologjaik. A kézlés el6tt 4ll6 szekvenciak esetében a

SWISS-PROT adatbank hivatkozasi szamait adtuk meg.
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5. MEGVITATAS

A dolgozat a Rhizobium meliloti 41 olyan géncsoportjainak analizisét mutatja be,
amelyek egyarant szerepet jatszanak a baktérium kapszularis poliszacharidjainak
szintézisében, és sejtfelszinre vald juttatasaban, kovetkezésképpen a gazdanévénnyel vald
szimbidzis kialakitdsaban.

Az altalunk izolalt harom fiiggetlen géncsoportban kozds, hogy a gének mutacidja
esetén (a) a baktériumok nem képesek effektiv szimbidzis létrehozasira a lucerna
novénnyel (az ripA kivételével), (b) a mutans baktériumok sejtfelszinén (négy kivételével)
nem képesek megtapadni a 16-3 fag részecskék, (c) sejtfelszini poliszacharidjaik

mennyisége és/vagy mintdzata megvaltozik.

5.1. A rkp mutansok pleiotréop fenotipusa
A Rhizobiumok szimbidtikus képességének hianyat (Fix) okozhatja: (a) a
nitrogénkotéssel (Nif'), valamint (b) a baktériumok megvaltozott fizioldgiai kdrnyezetéhez

val6 alkalmazkodas biztositasaval kapcsolatos enzimfunkcidk hibéja (tap- és energiaellatas,

NH,; transzport), vagy (c) olyan egyéb funkcidk hianya, melynek kovetkeztében a

baktériumok nem képesek behatolni a fejlédd giimSsejtekbe (Inf"). Egyes R. meliloti EPS

(Leigh és mtsai, 1987; Long és mtsai, 1988), valamint més Rhizobiumok LPS (de Maagd és
mtsai, 1989; Priefer és mtsai, 1989) mutansai Inf fenotipusuak, ami bizonyitja, hogy a
Erdekes médon a R. meliloti AK631 tdrzse annak ellenére, hogy az exoB gén spontan
mutacidja kévetkeztében nem termel EPS-t, mas Rhizobium torzsek eps mutansaival
ellentétben megérzi Fix" fenotipusat. Csoportunk kordbbi vizsgélataibol kideriilt, hogy az
rkp-1 régié mutansai csak AK631 (EPS") hattérben okoznak Inf fenotipust (Putnoky és
mtsai, 1990), mely feltételezte olyan stuktura meglétét, amely pétolhatja az EPS-t bizonyos
koriilmények kozott.. A késébbiekben bizonyitast nyert, hogy az rkp-1,€s a kézelmultban

izolalt rkp-2 és rkp-3 régid6 mutinsai is sejtfelszini poliszacharidok (KPS, LPS)



74

termelésében hibasak (Putnoky és mtsai, 1990; Petrovics és mtsai, 1993, Kiss és mutsai,

1997; Kereszt és mtsai, bekiildve). Az rkp muticiok esetében az Inf fenotipus egyik

lehetséges magyarazata tehdt, hogy a gazdandvény nem kapja meg a giiméfejlédés ezen
stadiumaban sziikséges bakterialis szignal molekulat, amely egy- vagy tobbféle sejtfelszini
poliszacharid jellegli molekula.

A vad tipustol kiilonbozé sejtfelszin az oka a mutans baktériumok eltérd fag-
rezisztencidjanak is. A mutaciok kovetkeztében feltehetSleg megvaltozott, vagy eltiint a
16-3 fag sejtfelszini receptoraként funkcionald poliszacharid, melynek kovetkeztében a
mutansokon nem képesek megtapadni a fag részecskék (Putnoky és mitsai, 1990). Ezt
tamasztja ala, hogy a kis mennyiségli KPS-t termeld PP608 és PP618 mutansok részben
megOrizték fagszenzitivitadsukat, mig a KPS termelésére képtelen rkp mutdnsok mind
fagrezisztensek lettek.

A sejtfelszini poliszacharidok szerepe a gazda szervezet altali felismerés folyamataban
mind a patogén (Cross, 1990), mind a szimbionta (Kannenberg és Brewin, 1994)
baktériumok esetében bizonyitott. A human patogén baktériumok poliszacharid burka
védelmet jelent a fagocitozis és a komplement-rendszer altal indukalt bakteriolizis ellen
(Jarvis és Vedros, 1987), ennek hidnyaban a kérokozok nem képesek megfertézni a
célsejteket.

A KPS szerepe a szimbionta-gazdandvény interakcidoban azonban nem ilyen egyértelmii.
A vad tipusi Rhizobiummal valamint patogén baktériumokkal fert6zott ndvényben
egyarant megfigyelhetd a salkon szintdz és mas, a fenilpropanoid bioszintézis utba tartozé
gének expresszidjanak novekedése. Az indukcid kinetikaja azonban a két esetben
kiilonboz6, jelezve, hogy a szimbionta baktérium altal kivaltott valasz nem azonos a
korokozok altal indukalt védekezési mechanizmusokkal. Fix™ Rhizobiumokkal fert6zott
lucerndban szintén emelt szintli salkon szintdz génexpressziot mutattak ki, amibdl arra
kovetkeztettek, hogy ezek a baktériumok indukéljak a gazdanovény védekezési

mechanizmusait (Grosskopf és mtsai, 1992). Egy masik kisérleti renszerben, vad tipusu
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Rhizobiumokat lucerna levélbe oltva a védekezési gének egy igen gyors, atmeneti, majd
néhany ora elteltével egy erSsebb, hosszantartd aktivalodasa figyelhetd meg (Bequart-de
Kozak és mtsai, 1997). Meglepé modon az AK631 torzs rkp-1 régiéjanak mutansai (EPS,
KPS, Fix) nem valtjak ki a salkon szintaz, salkon reduktaz és az izoflavon reduktaz gének
gyors és atmeneti expresszidjat, csak a masodikat (Bequart-de Kozak és mtsai, 1997).
Ugyanezeket az rkp-1 mutaciokat R. meliloti 41 (EPS’, KPS, Fix") hattérben vizsgalva a
védekezési gének expresszidjanak elsd fazisa szintén elmaradt, ami bizonyitja, hogy az
EPS jelenléte az adott kisérleti koriilmények kozott nem befolyasolta ezeknek a géneknek
korai miikodését. Azaz, a fent emlitett gének indukcidjdhoz a KPS molekuldk jelenléte
szilkséges (Bequart-de Kozak és mtsai, 1997). A levél-injektalasos kisérletek alapjan a
KPS-specifikus novényi génexpresszid valtozas feltehetSleg a ndvény-baktérium
kommunikéacié egy kozbiilsé allomasa, ami utan mindkét partner részérdl tovabbi szignal
molekuldk jelenléte vagy hidnya viszi a folyamatot a védekezési reakcid, avagy a

szimbiotikus egylittmiikodés iranyaba.

5.2. Az rkp gének feltételezett szerepe, a rhizobidlis KPS szintézisének modellje

A kapszularis poliszacharidok bioszintézise altaldban a kdvetkezd f6bb 1épésekbdl all:
(a) a cukor molekulék szintézise, (b) a cukormolekulék aktivalasa, (c) az aktivalt cukrok
polimerizaciéja, (d) az alaplanc médositésa, (e) a kész molekula transzportja a sejt
felszinére.

A R. meliloti kapszuléris poliszacharidja valészintileg egy KDO variansbol, a-keto-
3,5,7,9-tetradeoxi-5,7-diaminononulonsavbol és 4-deoxy-4-amino-glitkuronsavbol épiil fel
(Reuhs 1997). Ez utébbi komponens szintézisében feltehetSleg az rkp-2 régioban talélhaté
RkpK protein és kiilonb6z6 exo gének vehetnek részt. A szintézis els6 1épéseként az exoC
gén altal kédolt foszfoglitko-mutaz enzim gliikdz-6-foszfatbol gliikoz-1-foszfatot allit eld.
Az exoC gén kiilonb6z6 poliszacharidok szintézisében betdltott kdzponti szerepére utal,

hogy a gén mutacidja nem csak az EPS, hanem a KPS bioszintézisét is befolyasolja. Mas
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exo mutacidkkal ellentétben ugyanis a R. meliloti 41 exoC mutansa egyben Fix™ fenotipusi
is, ami a KPS hianyara enged kovetkeztetni (Brzoska és Signer 1991).

A gliikdz-1-foszfat aktivalasat UDP-gliik6zza az exoN gén altal kodolt pirofoszforilaz
enzim katalizlja. Az exoN gén mutaciéja azonban nem okozza az EPS termelés teljes
hidnyéat, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a R. melilotiban egy masik UDP-gliikéz
pirofoszforilazt kodold génnek is kell lennie (Becker és mtsai, 1993a), amely képes az
exoN feladatit részben ellatni. Az UDP-glikézt az RkpK enzim oxidalja UDP-
gliikuronsavva, amit feltehetGen az rkp-3 régidban kodolt enzimek alakitanak 4-deoxy-4-
amino-gliikkuronsavva.

A masik alapvegyiilet, a KDO szintéziséért majd az azt kovetd aktivalasaért
valoszintileg az rkp-3 régioban kodolt rkpQ és rkpN gén terméke felelGs, amelyek mas
baktériumok f& KPS-prekurzorainak a szintézisében és aktivilasdban résztvevd gén-

parokkal mutatnak hasonldséagot.

Régio Gén Feltételezett fehérje termék Funkcio

rkp-1 rkpA B-ketoacil-szintaz lipid hordoz6 szintézis

rkp-1 rkpB aciltranszferaz lipid hordozo szintézis

rkp-1 rkpC dehidrataz lipid hordozé szintézis

rkp-1 rkpD enoil-reduktiz lipid hordoz¢ szintézis

rkp-1 rkpE keto-reduktaz lipid hordoz6 szintézis

rkp-1 rkpF acil carrier protein lipid hordozé szintézis

rkp-1 rkpG aciltranszferaz modositas/transzport

rkp-1 rkpH dehidrogenaz modosités/transzport

rkp-1 rkpl ? modositas/transzport

rkp-1 rkpJ lipid transzport protein modositas/transzport

rkp-2 ripA epimeraz LPS szintézis

rkp-2 rkpK UDP-gliik6z dehidrogenaz amino-hexuronsav szintézis

rkp-3 rkpL UDP-gliik6z epimeraz amino-hexuronsav szintézis

rkp-3 rkpM galaktoz-transzferaz az els6 cukoregység kapcsolasa
a lipid hordozéhoz

rkp-3 rkpN CMP-KDO szintéz KDO-aktivalas

rkp-3 rkpO poliszacharid szintézis gén alegységek polimerizacioja?

rkp-3 rkpP poliszaccharid szintézis gén alegységek polimerizécioja?

rkp-3 rkpQ KDO-szintézis protein KDO szintézis

rkp-3 rkpR KPS export protein KPS export a periplazmatikus téren

keresztiil
rkp-3 rkpS KPS export protein KPS export a sejtmembranon keresztiil

3. tablazat. Az rkp gének és az altaluk kodolt fehérjék feltételezett funkciojanak dsszefoglalasa
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A prekurzor molekuldk poliszacharid lancca valé polimerizéldsa egy, a sejtmembran
belsd feléhez kihorgonyzott hordozén megy végbe. A lanc ndvekedése kétféleképpen
torténhet: (a) kozvetleniil egymas utan kapcsoldodd prekurzor molekuldk utjan, (b) vagy a
monoszacharid egységekbdl elébb egy kis tagszamu oligomer szintetizalodik egy koztes
lipid hordozén (ami éltalaban undekaprenol-foszfat), majd ezeknek az Un. ismétlédési
egységeknek Osszekapcsolodasaval jon létre a kész polimer (Jann és Jann, 1990). Egy
masodik lipid hordozé részvételét a KPS polimerizacidban és transzportban aldtdmasztjak
tobb Gram-negativ baktérium vizsgalata soran nyert kisérleti adatok is (Whitfield és
Valvano, 1993). E. coliban a KPS-t felépité oligoszacharid ismétlédési egységek a
citoplazmamembran belsd feléhez kapcsolodd baktoprenol-foszfaton szintetizdlodnak. A
kpsD mutansban viszont foszfatidsavhoz kotott KPS periplazmatikus térben valod
felhalmozddasat mutattak ki (Kroncke és mtsai, 1990). Tehat az ismétlddési egységek
polimerizacidja, vagy a polimer sejtmembranon keresztiili transzportja soran a KPS
molekuldk az oligoszacharid egységek polimerizacidjanak szinteréiil szolgald elsédleges
lipid hordozorél egy masodik lipid molekuléra keriilnek at.

A Rhizobium meliloti KPS szintézise feltevéseink szerint tobb lépésben torténik. E16szor
KDO-bdl és amino-gliikuronsavbdl allé diszacharid egységek jonnek 1étre, amelyek egy, az
EPS-ek és az LPS-ek bioszintézisében is szerepet jatszo membrankotott elsédleges
hordozén 10-15 tagszamu oligomerekké szintetizdlodnak az rkp-3 régidban kodolt,
poliszacharid szintézis fehérjékkel homolog enzimek kézremiikddésével. Ezek a kb. 5-7
kDa molekulatomegii cukorlancok egy KPS specifikus, az rkp-1 régioban koédolt zsirsav
szintdz enzimek (RkpABCDEF) altal el6allitott lipid hordozéra keriilnek at az RkpGHI,J
fehérjék kozremiikodésével, és szerelédnek Ossze HMW-KPS-¢. Feltételezésiinket
alatdmasztja, hogy az rkp-1 régidban okozott egyes mutaciok (rkpABCDEF és J) hatasara
csak alacsony molekulatomegli (LMW) KPS képzddik, mig az rkpGHI muticidja esetén
kiilonb6zé mértékben redukalt méreti KPS termelddik, ami a sejtekben halmozédik fel. A

kapszularis poliszacharidok lipid molekuldkhoz valé kapcsolodasa a Gram-negativ
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baktériumok (E. coli, Neisseria meningitidis) KPS transzportjanak elengedhetetlen feltétele
(Bronner és mtsai, 1993ab; Frosch és mtsai, 1993; Pazzani és mtsai, 1993). A masodik
lipidhez val6é kapcsolodéasért E. coliban a KpsS fehérje (Bronner és mtsai, 1993b), R.
melilotiban feltehetGleg a vele homolég RkpJ felelGs. A kddold gének muticidja mindkét
esetben a KPS citoplazmaban val6é felhalmozdodasat eredményezi, a kpsS hianyaban
azonban a poliszacharid polimerizaciés fokénak emelkedését irtak le (Bronner és mtsai,
1993a), mig az rkpJ génben hibas Rhizobium csak alacsony polimerizéaciés foku (LMW)
KPS termelésére képes. A kpsS és az rkpJ gének mutacidja altal okozott eltérd fenotipust
magyarazhatjuk ugy, ha feltételezziikk, hogy a masodik lipid molekula a két
mikroorganizmusban a KPS szintézis eltér6 szakaszaiban jatszik f&szerepet. E. coliban
feltehetGleg a kész polimer keriil 4t a masodik lipidre, kdzvetleniil a sejtfelszinre vald
transzport el6tt, igy a lipidcsere hianyaban a KPS lanc tovabb néhet az elsddleges lipid
hordozén. R. melilotiban a masodik lipid az oligoszacharid egységek polimerizaci6jdban
jatszhat els6dleges szerepet. Ezt tdmasztja ala, hogy az rkpJ muticidja kovetkeztében csak
LMW KPS képzddik, mivel a masodik lipid hordozéhoz val6é kapcsolédas hidnyaban a
tovabbi polimerizacid gatolt.

A poliszacharidok polimerizacios fokat az un. cl/d (chain lenght determinant) gének
szabalyozzak (Batchelor és mtsai, 1992; Dodgson és mtsai, 1996; Franco és mtsai, 1996;
Stevenson és mtsai, 1995). Rhizobium melilotiban az E. coli kpsC génjével homolog rkpZ
latja el ezt a feladatot (Pazzani és mtsai, 1993; Reuhs és mtsai, 1995). A nagyfoku
szekvencia azonossag ellenére a két gén feladata részben eltér6. A kpsC mutécidja
befolyasolja a poliszacharid szerkezetét, méretét és a sejtfelszinre vald exportjat is
(Bronner és mtsai, 1993a,b), mig az rkpZ mutacidja csak a molekula méretre van hatéssal
(Reuhs és mtsai, 1995). Az RkpZ protein nem esszencidlis a KPS termeléshez, hidnya
esetén a vad tipusuval megegyez6 mennyiségli ¢és alapszerkezetli, de nagyobb
polimerizaltsagi foki KPS taldlhatd a Rhizobiumok felszinén. MikodSképessége nem

korlatozédik a R. melilotira, mivel az rkpZ gén bevitele az azt nem tartalmaz6 R. fredii
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USDA205 torzsbe a KPS molekula méretének csokkenését okozza, annak ellenére, hogy
ennek a torzsnek a poliszacharidja szerkezetileg eltér a R. melilotiétol (Reuhs és mtsai,
1995). A KpsC hianyaban a termelt poliszacharid mennyisége drasztikusan csokken, az
nem transzportalodik az E. coli felszinére, hanem a sejt belsejében halmozodik fel
(Bronner és mtsai, 1993a).

Az RkpZ altal meghatarozott méret-tartomanyt elért poliszacharidok el6bb a
sejtmembranon keresztiil a periplazmatikus térbe, majd onnan a sejtek felszinére
transzportaldodnak. A sejtmembranon keresztiil valé transzport altaldban az un. ABC-
transzporterek segitségével torténik (Saier, 1994). A transzporter komplexet két fehérje
alkotja, amelyek egyike ATP megkdtésére és elbontasara képes (pl. KpsT), mig a masik
(pl. KpsM) erdsen hidroféb doménjeivel egy pérust formal a plazma membranon keresztiil
(Pavelka és mtsai, 1991, 1994). R. melilotiban ezt a funkcioét feltehetdleg a KpsM-mel
homolég RkpS és az ezeddig még nem azonositott KpsT-homolég ATP-az fehérje latja el.
A periplazmatikus téren és a kiils6é membranon keresztiili transzport az E. coliban a KpsE
€s D proteinek kozremiikodésével zajlik (Silver és mtsai, 1987; Wunder és mtsai, 1994;
Rosenow ¢€s mtsai, 1995). A KpsE fehérjével valdo homoldgidja alapjan R. melilotiban az
RkpR protein jatszhat ilyen szerepet, valdszintlleg mas fehérjékkel egyiittmiikodve.

Az eddig vizsgalt kapszularis poliszacharidok esetében a sejt felszinére jutott molekulak
lipid résziikkel a kiils6 membranba meriilve kihorgonyzddnak (Roberts €s mtsai, 1996).
Feltételezésiink szerint R. melilotiban a KPS-specifikus lipid hordozé reciklizalédik. Erre
utal, hogy az izolalt KPS molekuldk kémiai elemzésével nem sikeriilt lipid oldallancot
kimutatni, habar lehetséges, hogy a forrd fenolos extrakcié sordn a poliszacharidot a
lipiddel Gsszekoté gyenge gliikkozidos kotés felszakad és a lipid rész a tisztitds soran
elveszik. Tovabbi bizonyitékul szolgalhat azonban az, hogy a HMW KPS termelése
lucerna gyokérkivonat hatasara fokozodik (Reuhs és mitsai, 1995), mikdzben az rkp-I1

gének expresszidja nem valtozik (Petrovics és mitsai, 1993). Novekvé mennyiségli KPS
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exportja azonos mennyiségl lipid hordozd segitségével csak gy képzelhetd el, ha a
hordoz6 visszakeriil a sejt citoplazmajaba.

A sok, feltehetSen azonos funkcié ellenére a rhizobidlis KPS szintézise €s exportja
nagymértékben eltér az eddig részletesen vizsgalt patogén baktériumokétél. Ennek legfébb
oka feltételezésiink szerint a rhizobialis KPS szignal funkcidjdban keresends. A
Rhizobiumok a gazdanovény gyoOkerébdl felszabaduld elicitor molekulak hatasara
emelkedett szintli KPS termeléssel vélaszolnak (Reuhs és mtsai, 1995). Valoszint, hogy az
LPS molekuldk strukturalis adaptacidjahoz hasonléan (Whitfield, 1995) a baktériumok
altal szintetizdlt KPS molekuldk szerkezete is valtozik, azaz a valtozd komyezeti
tényez6khoz alkalmazkodva gyors KPS szintézisre és exportra van szikség. Az
exportalhatd KPS mennyiségét konnyebb fokozni ugy, hogy a HMW KPS mair eldre
Osszeszerelt és a sejtben tarolt 10-15 egységbdl allé blokkokbdl épiil fel, mintsem
diszacharid prekurzorokbdl. Masrészrél a KPS-specifikus lipid hordozé elSsegitheti, hogy
a gazdanOvény hatasara bekovetkezd KPS szint emelkedése més, a k6z6s prekurzorokért
kompetalé poliszacharidok termelésétSl fliggetleniil kovetkezhessen be. Ilymoédon a
reciklizal6dé hordozdk meggyorsithatjak a szignalcserét a szimbidtikus partnerek kozott.

Modelliink az Rkp proteinek homoldgiak alapjan feltételezett funkcidjan, valamint a
kodolé génekben mutans baktériumok altal termelt KPS vizsgalataval kapott
eredményeken alapul. A KPS bioszintéziséhez és sejtfelszinre val6 transzportjdhoz
sziikséges gének nagy részét azonositottuk. Mas baktériumok tanulmanyozasa soran nyert
adatok alapjan azonban még tovabbi gének azonositdsa varhaté (pl. ApsT homolog).
Reméljik a jovében modellinket a hianyz6 gének azonositdsaval finomithatjuk,

helyességét pedig az egyes 1épéseket alatdmasztd tovabbi kisérleti adatokkal igazolhatjuk.
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22. 4bra. A kapszularis poliszacharidok szintézisének modellje R. melilotiban. LC-1 az elsédleges, LC-2 a

KPS-specifikus lipid hordozo. A prekurzorokat téglalappal és korrel jeloltiik.
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6. OSSZEFOGLALAS

A dolgozat a lucerna partnere, a Rhizobium meliloti szimbidtikus giimé6fejlédésben
résztvevs harom géncsoportjanak (rkpl-2-3) szerkezeti és funkcionalis analizisét targyalja.
Vizsgalataink soran a kovetkez eredményekre jutottunk:

-Megallapitottuk, hogy mindhirom régié egy olyan kapszularis poliszacharid

szintéziséért és transzportjaért felelGs, amely egyben a 16-3 fag receptoraként is

szolgal.

-rkp régidk mutansai Fix" fenotipusuak, valamint a KPS termelésben €s exportban

hibasak.

-M13 és pUC19 vektorokba épitett atfed6 DNS-fragmentek szekvencia analizise

segitségével meghataroztuk az rkp-1 és rkp-2 régié teljes valamint az rkp-3 régié

8,5 kb-os darabjanak nukleotid-sorrend;jét.

-Szamitégépes analizissel a harom régidban Osszesen 15 1j nyitott leolvasési

keretet (ORF) azonositottunk. Az ORF-eket orfl, rkpGH,IJ K, LMNOPQ,R,S és

rlpA géneknek neveztiik el.

-Kimutattuk, hogy a gének (az orfl kivételével) altal kodolt fehérjék olyan

bakteriélis fehérjékhez hasonlitanak, melyek szintén sejtfelszini poliszacharidok

szintéziséért és transzportjaért feleldsek.

-Sajat és kooperacids partnereink eredményei alapjan felallitottuk a KPS szintézis

¢és export modelljét R. melilotiban.
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7. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALO

Symbiotic nitrogen fixation represents a major source of utilisable nitrogen for the
organisms in nature and it is of great importance also in agriculture. For that reason, and
because of the fundamental cell biological processes involved, the Rhizobium-legume
symbiosis has been investigated intensively.

The establishment of nitrogen-fixing root nodules is highly specific and requires
multiple interactions involving signal exchanges between the partners. The host plant
releases specific flavonoid compounds that activate the nodulation (nod, nol, noe) genes in
conjunction with the regulator NodD protein. Different flavonoids interact with different
Nod proteins and this specific perception represents the first level of host specificity of
nodulation (Schultze et al, 1996). The NodD protein binds to conserved sequence
elements (nod boxes) located in the promoter regions of nod operons, forming the nod
regulon (Rostds et al., 1986). The products of nodulation genes are involved in the
biosynthesis and transport of the lipo-chitooligosaccharide Nod signal molecules (Nod
factors) required for initiating nodule organogenesis (Lerouge et al, 1990). The basic
structure of Nod factors is determined by the common nod4BC genes which are
functionally conserved showing strong sequence similarity in all rhizobia. The nod genes
determining host specificity code for enzymes required for the host specific substitution of
the lipo-chitooligosaccharide backbone. The Nod factors serve as return signals eliciting
cortical cell division in the roots of the partner leading to the formation of nodules
(Schultze et al., 1993; Dénarié et al., 1996).

Additional communication between the two partners is likely to be required for
nodule infection by rhizobia, where cell surface polysaccharides, such as acidic
exopolysaccharides (EPS), capsular polysaccharides (KPS) and lipopolysaccharides (LPS)

determined by exo, rkp and Ips genes, respectively, are implicated.
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In R. meliloti, the symbiotic partner of alfalfa (Medicago sativa), EPS was reported to
be involved in the infection process while the importance of the LPS has not been
demonstrated so far. The production of EPS I containing octasaccharide repeating units of
seven glucose and a galactose, substituted with pyruvyl, acetyl and succinyl groups was
shown to be necessary for the infection thread development and the invasion process. It has
also been shown that R. meliloti had a latent capability to produce a second type of
exopolysaccharide, EPS II, containing glucose-galactose disaccharide subunits carrying
pyruvyl and acetyl modifications. A second-site mutation allows several EPS I non-
producing bacteria to synthesize EPS II and helps to overcome their invasion defect in
some host plants, suggesting that EPS II can substitute for EPS I in the infection process
(Leigh and Walker 1994).

Recently, it was demonstrated that some rhizobia possess surface polysaccharides
analogous to group II K antigens (KPSs) of Escherichia coli (Reuhs et al., 1993; Reuhs et
al.,, 1996). In R. meliloti this type of surface polysaccharide can also compensate for exo
mutations suggesting that the KPS can provide the same functions as the EPS during
symbiotic nodule development (Petrovics et al, 1993). Though the complete structure of
the R. meliloti KPS has not yet been determined, present data indicate that it is polymerized
from disaccharide repeating units (Reuhs et al,, 1995). The KPS isolated from R. meliloti
showed a banding pattern that corresponds to the degree of polymerization which is
affected by the rkpZ gene. The low molecular weight (LMW) form of KPS consists of 8-15
repeating units and the high molecular weight (HMW) KPS is composed of 32-40
repeating units. This molecule is likely to be a surface component that binds bacteriophage
16-3, and is structurally analogous to the group II K antigens of E. coli (Petrovics et al.,
1993; Reuhs et al., 1993).

We have isolated a gene cluster designated as rkp-1 (formerly fix-23) of AK631, an Exo’
derivative of R. meliloti 41, required for the KPS production. Mutants in this gene cluster

are not able to adsorb the strain-specific bacteriophage 16-3 and cannot invade the plant
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host (Putnoky et al., 1990). The rkp-1 region harbors 10 Open Reading Frames (ORFs)
designated as rkpA-J genes, respectively, coding for proteins exhibiting high degree of
similarity to different domains of fatty acid synthases as well as to enzymes participating in
the modification and transfer of capsular polysaccharides (Petrovics et al., 1993; Kiss et
al., 1997). These gene products might be involved in the synthesis of a putative lipid
anchor of the polysaccharide, or more likely in the production of a specific lipid carrier
required for the biosynthesis of the KPS.

The rkp-1 region does not code for proteins participating in the biosynthesis and
polymerization of the KPS precursors, therefore a new screening for mutants was carried
out to identify novel rkp genes required for these latter functions. Since most of the rkp
mutants isolated so far were resistant to phage 16-3, by isolating additional phage resistant
strains new mutations affecting the KPS synthesis could be collected. These mutants
represented two novel rkp gene clusters, designated as rkp-2 and rkp-3 regions
respectively, and were shown to be defective both in KPS-production and in the invasion
of the developing nodule.

Molecular genetic analysis of the rkp-2 region revealed the presence of two ORFs
transcribed in the same direction. Analysis of the mutants obtained in the region showed
that both genes are required for wild type LPS-production, however only the second ORF
designated as rkpK, is involved in the synthesis of KPS. The predicted protein products of
the two ORFs exhibited high degree of similarity to enzymes necessary for the metabolism
of nucleotide-diphospho-sugars. The product of the first ORF (r/pA) showed high degree of
homology to epimerases, while RkpK shared high degree of identity with different UDP-
glucose dehydrogenases. Our results suggest that these two enzymatic activities are
probably required for the formation of UDP-galacturonic acid from UDP-glucose, which is
the source of galacturonic acid during polysaccharide synthesis.

Nucleotide sequence analysis of the 8.5 kb DNA fragment of the r/kp-3 region harboring

most of the phage resistant mutants revealed 8 open reading frames assigned to genes rkpL-
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S. Homologies of the deduced gene products to proteins of known functions suggest that
genes located in the rkp-3 region encode proteins involved in KPS synthesis and transport.
The protein products of the #kpLNQ genes are homologous to enzymes participating in the
biosynthesis of sugar precursors of the KPS polymer. The rkpMOP genes may encode
proteins involved in the further polymerization of these precursors. The transport of the
mature KPS polymer probably facilitated by the RkpR and RkpS enzymes showing
significant homology to KPS transport proteins from other microorganisms.

Based on the biochemical and genetical data gathered so far, we propose a model for
KPS production and export in R. meliloti. The disaccharide repeating unit of the KPS is
composed of a-keto-3,5,7,9-tetradeoxy-5,7-diaminononulonosic acid, a variant of 3-deoxy-
d-manno-2-octulosonic acid (KDO) and of a yet undetermined 4-deoxy-4-amino-hexuronic
acid which might be 4-deoxy-4-amino-glucuronic acid (Reuhs et al, 1997). The
biosynthesis of the latter component involves enzymatic steps catalyzed by the RkpK
protein as well as by the protein products of different exo genes. As the first step, glucose-
6-phosphate is converted to glucose-1-phosphate by the phosphogluco-mutase enzyme

encoded by the exoC gene. The mutation in this gene affects the synthesis of most of the

rhizobial polysaccharides (EPS I, EPS II, LPS, cyclic B-glucan) including KPS, since, in

contrast to other exo mutants of R. meliloti 41, the exoC mutant is Fix  indicating the lack
of KPS (Brzoska and Signer 1991). The reversible conversion of glucose-1-phosphate to
UDP-glucose is catalyzed by the UDP-glucose pyrophosphorylase encoded by the exoN
gene. UDP-glucose is oxidized by the RkpK protein to form UDP-glucuronic acid which is
in turn converted to the aminohexuronic acid by the enzymes that might be encoded in the
rkp-3 region. The synthesis of the KDO, the other component of the dissacharide repeating
unit may be catalyzed by the RkpN and RkpQ enzymes showing similarity to KDO-
synthase proteins of different bacteria.

The initial polymerization of the repeating units catalyzed by another set of enzymes

encoded in the rkp-3 region may take place on a lipid carrier anchored to the inner
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mérnbrane, yielding oligosaccharides of 10-15 disaccharide wunits. Exportable
polysaccharides may then be assembled on a KPS-specific carrier, determined by the rkp-1
region, resulting in high molecular weight (HMW) polymers formed from the above
mentioned oligosaccharide subunits. There is considerable evidence for the involvement of
two lipid carriers in the synthesis and export of surface polysaccharides in Gram-negativ
bacteria (Whitfield and Valvano, 1993). Data show that repeat units are made and, at least
partially, polymerized on a lipid carrier, such as bactoprenol phosphate, then the polymer is
transferred through the cytoplasmic membrane, and ligated to the lipid anchor (lipid-A or
phosphatidic acid) found in the mature polysaccharide. KpsD mutants of E. coli accumulate
KPS in the periplasm, that is still attached to phosphatidic acid (Kréncke et al., 1990)
suggesting that transfer across the cytoplasmic membrane must involve “trans-lipidation”,
i.e. transfer from bactoprenol phosphate to phosphatidic acid.

Until a certain size range the polymerization is terminated which might be determined
by the rkpZ gene product acting as a chain length determinant. Upon termination of the
polymerization process, the KPS would be exported to the cell surface possibly in
conjunction with the second lipid carrier facilitated by transport proteins like RkpS and
RkpT. The rkpGHI and J genes appear to modify some aspect of this system since
mutation in rkpGHI genes resulted in limited release of HMW KPS, while the rkpJ mutants
were the most deficient in KPS polymerization and export, producing only small amounts
of LMW KPS that was not exported to the cell surface. The fact that fatty acids were not
detected in purified KPS suggests that (a) the lipid molecules are removed during export to
the surface, or (b) there is a novel lipophilic molecule that does not contain the usual fatty
acids. Genetic data seem to support the assumption that the lipid part is removed from the
polysaccharide and then recycled since no induction of the rkp genes has been found using
lacZ reporter gene fusions (Petrovics et al, 1993) even though alfalfa root extracts
specifically elicited the increased expression of HMW KPS (Reuhs et al, 1995).

Polymerization of larger blocks (of 6000 Da) attached to the second carrier rather than 500
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Da repeating units allows a larger pool of subunits to be available, thus a lipid carrier
specific for KPS would facilitate and separate the polysaccharide production and export
(for example induced by the host plant) from other polysaccharides and the production of
KPS could be more easily adjusted to the requirements.

The involvement of the rkp genes in the KPS production and transport, is supported in
that (a) mutants of the rkp-2 and rkp-3 region necessary for the synthesis of the sugar
precursors and their polymerization did not produce any KPS, while rkp-/ mutants,
participating in the production of the lipid carrier involved in the further polymerization of
the oligosaccharide subunits, produced only the LMW form of the KPS; (b) immunological
studies indicate that these LMW molecules are harbored intracellularly indicating that the
rkp-1 region also plays a role in the transport of the KPS to the cell surface.

The surface polysaccharides may have an essential role in symbiotic nodule
development, presumably acting as signals for the plant host in some strains (Franssen et
al.,, 1992). In fact, a recent report shows that the KPS of R. meliloti AK631 acts to elicit
specific mRNA accumulation in alfalfa (Becquart-de Kozak et al., 1997). Another report
shows that KPS production by rhizobia is widespread, and these cell surface components
are strain-specific antigens (Reuhs et al., 1997), i.e. unlike EPS, the K antigens differ in
structure from strain to strain within the same species. These facts, along with the apparent
ubiquity of the rkp region in rhizobia (including Agrobacterium) suggest a somewhat
sophisticated mechanism for modifying the bacterial capsule in response to environmental

and/or host-plant factors.
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