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BEVEZETES

Az él6 szervezeteket felépité egyik leggyakoribb elem a nitrogén. A fold nitrogén
készletének jelentGs része gaz halmazallapotl, amelyet az él6lények tilnyomé tobbsége
nem képes kozvetlenil beépiteni sajit anyagaiba. Az ugynevezett diazotréf
mikroorganizmusok rendelkeznek azonban azzal a képességgel, hogy a molekularis
nitrogént ammonidva redukaljdk, novelve a talaj hasznosithaté nitrogéntartalmat. Az
ammoénia mar képes beépiilni a ndvények aminosavaiba, onnan pedig mds nitrogén
tartalmi vegyiileteibe. A lebontd, denitrifikdlo folyamatok eredményeképpen a szerves
vegyiiletekbdl felszabaduld nitrogén visszakeriil a légkorbe. Az Gkoszisztéma nitrogén
korforgalmanak egyensulyahoz tehat folyamatos Ny —» NH3 étalakulds, azaz nitrogénkotés

sziikséges.

A termdteriiletek intenziv mezGgazdasagi tevékenység miatti nitrogénveszteségét
napjainkban miitragyazassal poétoljak. Ez azonban csak igen rovid tdvon nyujthat
megoldast, hiszen ez a modszer igen koltséges és nagymértékben karositja a kornyezetet. A
talajb6l az élGvizekbe mosddd nitrogén-sok tonkreteszik azok él6vilagat, szennyezik az
ivoviz készleteket, és a tavak eutrofizacidjahoz vezetnek. A gyartas soran a légkorbe keriild
nitrogén-oxidok fokozzak az liveghazhatast, ami bolygonk globalis felmelegedését segiti
el6. Mindez belathatatlan veszteséget és veszélyt jelent az emberiség szdmdra. Becslések
szerint 2020-ra a Fold lakéinak szama elérheti a 9 millidrdot. Az emberiség élelmiszer
ellatasa oriasi terhet fog jelenteni a mezGgazdasdgnak. ElStérbe keriilnek tehat azok a
kutatasi teriiletek, amelyek eredményei felhasznalhatok az élelemtermelés fokozasara. A
biologiai uton megkotott nitrogén mennyiségének novelése tehat a probléma elméleti
érdekességén tul, égetd gyakorlati sziikségszerliség is. fgy érthetS, hogy a kutatasok egy
része a biologiai nitrogénkotés megismerésére, fokozasdnak és kiterjesztésének
lehet&ségeire iranyul.

A diazotr6f mikroorganizmusok egy része szabadon élve (pl. Klebsiella, Azospirillum),
mig mas résziik csak magasabbrendii novényi partnerrel szimbiézisban (pl. Rhizobium)
képes a levegd nitrogénjének megkotésére. A Np-kotés szimbidtikus forméaja a
leghatékonyabb, hiszen itt a folyamat magas energia igényének nagy részét a novény
fedezi. A nitrogénkotd szimbidzis kialakuldsa soran mindkét partner genetikai
rendszerének Osszehangolt miikodésére van sziikség, melyet a novényi sejtek és a
baktériumok kozotti egyedi szignalmolekuldk cseréjén alapulé kommunikaci6 biztosit.
Ennek eredményeként jon létre a bakteroidokat tartalmazé szimbidtikus gyokérgiimd,
melyben a levegd nitrogénjének megkotése torténik. Kutatécsoportunk, az MTA Szegedi
Biol6giai Kozpont Genetikai Intézetének Nitrogénkotési csoportja elsGsorban a szimbidzis

" kialakulasanak bakteridlis oldaldval foglalkozik. Erdeklgdésiink kozéppontjiban a
Rhizobium meliloti és a lucerna (Medicago sativa) kozott létrejové szimbidzis soran
szerepet jatsz6 bakterialis szigndlmolekulak, és az ezeket meghatarozo gének 4llnak.

A sejtfelszini molekuldk meghatdroz6 szerepet jatszanak mind a parazita, mind a
szimbionta mikroorganizmusok gazdasejtekkel valé kolcsonhatdsakor. Ezek az anyagok
keriilnek elGszor kozvetlen kapcsolatba a sejtek egyméssal valé érintkezése soran, ezért
joggal feltételezhetjiik, hogy a sejtek feliiletén talalhaté molekuldk donté modon
befolyasoljak a felismerési és kommunikéciés folyamatokat. A baktériumok felszinét
tilnyomo tobbségben poliszacharid jellegili anyagok boritjak. Helyzetiikb6] ad6déan ezek a
molekuldk hatarozzdk meg elsGsorban a baktériumok és komyezetiik kapcsolatit. Egyre
tobb kisérleti adat tamasztja ala azt a feltételezést, hogy a sejtfelszini poliszacharidok
kulcsszerepet jatszanak a szimbidtikus giimd invazidja soran is, mint specifikus bakteridlis
szignalmolekuldk.



KUTATASI ELOZMENYEK

A dolgozatban leirt munka folytatdsa a csoportunk 4ltal elkezdett kutatisi téma egy
részének. A teljes program a szimbi6tikus giimé fejlddésében szerepet jatszé bakteridlis
gének izolalasa és jellemzése, valamint a novény és baktérium kolcsonhatdsaban betoltott
szerepiik felderitése.

A csoportban mar kordbban izoldlt nitrogénkotésre képtelen (Fix) R. meliloti
mutdnsokat Putnoky Péter és mtsai. csoportositotték aszerint, hogy a szimbiézis a
giiméfejlédés melyik stddiumaban 4ll le az adott muticié hatasara. ErdeklGdésiik
els6sorban azon mutinsok felé fordult, melyek 4ltal indukélt giimékben nem
expresszalodnak a szimbidzis-specifikus novényi gének, valamint a baktérium
nitrogénkétési génjei (nif) sem fejez6dnek ki, azaz a giiméfejlédés még ezen 1épések el6tt
ledll. Ennek egyik oka lehet az, hogy a novény nem kapja meg az adott szakaszban
sziikséges bakteridlis szignalt. E mutdnsok segitségével lehetség nyilhat olyan bakterialis
gének azonositdsara, melyek a novény szdmdra kiildott, az adott fejlédési stadiumban
sziikséges jelmolekula elGallitdsdban vesznek részt.

Felhasznélva a korai stddiumu Fix" mutédnsokat R. meliloti génbankbdl komplementaci6
segitségével izolaltak 4 kiilonboz6, fix géneket hordozé szakaszt (Putnoky és mtsai, 1988).
Ezek kozil legrészletesebben a fix-23 régiét jellemezték. Kideriilt, hogy a régioba
térképezhet6 Fix” muticiok egyben rezisztencidt okoznak a R. meliloti 41 torzs specifikus
bakteriofagjaval, a /6-3 faggal szemben. E rezisztencia okdnak az bizonyult, hogy a fix-23
muténs baktériumok sejtfelszinén nem képesek megtapadni a fagrészecskék (Putnoky és
mtsai, 1990). A jelenség feltételezheté magyarazata, hogy a fag receptora megvaltozik a
régiéban tortént mutécié kovetkeztében. Ez esetben ugyanez a struktira, vagy ennek egy
része jatszhat szerepet a szimbidtikus giim&fejlédés soran is.

A fix-23 régi6 bal oldaldnak szerkezeti és funkciondlis analizisét Petrovics Gyérgy
végezte. Vizsgalatai sordn a kovetkezd jelentSsebb kovetkeztetésekre jutott:

Megillapitotta, hogy a fix-23 gének olyan sejtfelszini struktira felépitésében vesznek
részt, ami poliszacharid természetli fégreceptorként szolgdl. Izolalta és tisztitotta a
struktirédt, melynek kromatografids vizsgélatai szerint a fix-23 gének éltal meghatarozott
molekula egy 1j tipusi sejtfelszini poliszacharid. Meghatérozta a fix-23 régi6 els
komplementiciés egységének nukleotid sorrendjét. A komputeres analizis szerint a
feltételezett fehérjetermékek kiilonb6z6 zsirsav szintiz, és poliketid szintdz enzimekkel
mutatnak homol6gidt. A szekvencia analizis alapjan feltételezett hat 0j zsirsav szintiz
génben létrehozott muticié nem okozza a baktérium pusztuldsit, vagyis ezek a gének nem
a R. meliloti esszencidlis zsirsav szintéziséért felelGsek. A kisérleti eredmények alapjan
valészinisithetd volt, hogy ezen gének egy szimbidzis specifikus sejtfelszini struktiira
zsirsav részének felépitésében vesznek részt (Petrovics és mtsai, 1993). A feltételezett
poliszacharid molekula biokémiai vizsgilatira csoportunk egyiittmiikodést alakitott ki a
Complex Carbohydrate Research Centerben (Athens, Georgia, USA) tal4lhat, R. Carlson
vezette csoporttal, amelynek f6 kutatasi teriilete a bakteridlis sejtfelszini poliszacharidok
analizise. Az AK631 torzs éltal termelt poliszacharidok részletes biokémiai vizsgélata
sordn kideriilt, hogy a fix-23 régi6 nem LPS, hanem egy R. melilotiban még nem
azonositott kapszuldris poliszacharid szintéziséhez sziikséges (Petrovics és mtsai, 1993;
Reuhs és mtsai, 1993). Megdllapitottdk, hogy a fix-23 régié elsé komplementicios
csoportjdba térképez6d6 Fix' mutinsok sejtfelszinérdl hidnyzik ez a KPS molekula
(Petrovics és mtsai, 1993). Ez volt az els§ bizonyiték arra vonatkozéan, hogy a KPS
szerepet jatszik a szimbidzis kialakuldsaban.



CELKITUZESEK

A dolgozat eredményeit képez6 munka megkezdésekor ismeretes volt, hogy a R.
meliloti 41 torzs fix-23 régidjaban egy uj tipusi sejtfelszini poliszacharidnak (KPS) a
bioszintéziséhez sziikséges gének taldlhatok. Ezek koziil hat gén (az 1. komplementacids
csoportban) a zsirsav szintiz génekkel mutatott homolégiat. Ismeretlenek voltak azonban a
poliszacharid alegységek szintéziséhez sziikséges gének.

Ennek ismeretében tliztem ki célul a KPS termelésben résztvevd tovabbi gének
izolalasat és analizisét, az altaluk meghatarozott bakterialis jelmolekula vizsgalatat.

A célt az alabbi részfeladatok megoldésa soran probaltam elémi:

- A fix-23 régi6 jobb oldalan talalhato 4.5 kb-nyi DNS szakasz szubklénozasa

- Az itt talalhaté komplementacios egységek szekvencidjanak meghatarozasa

- A kapott szekvencidk komputeres analizise, a lehetséges kodold nyitott leolvasasi keretek
(ORF-ek) azonositisa

- A feltételezhetd fehérje termékek Osszehasonlitidsa adatbazisokban tarolt aminosav
szekvenciakkal.

- A R. meliloti 41 torzs infekcios képességében fontos szerepet jatszo6 KPS molekulat
kédold tovabbi genomi régidk azonositdsa, izolaldsa, és az azonositott gének szerepének
megismerése a fix-23 régional ismertetetett munkamenethez hasonlé médon.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

-Tn5 transzpozon mutagenezis

-rekombindns DNS-technikéak

-DNS bazissorend meghatarozas

-komputeres szekvencia analizis

-kapszularis poliszacharidok izolélasa

-poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)
-immunoblot analizis

-magneses magrezonancia vizsgalat (NMR)
-enzimko6tott immuno-adszorpeids (ELIZA) vizsgalat

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. A fix-23 régié IL., IIL., és IV. komplementiciés egységének szekvencia analizise
A fix-23 régi6 jobb oldalan elhelyezked6 harom komplementacids csoportban taldlhaté
. gének megismerése érdekében meghatdroztunk a kordbban irdnyitott Tn5 mutagenezis
segitségével behatérolt régié nukleotidsorrendjét.

A DNS-szekvenciat szdmitogépes programcsomagok felhasznaldsaval analizéltuk.
Azonositottunk a lehetséges fehérje kddol6 régiokat, az ugynevezett nyitott leolvasasi
kereteket (Open Reading Frame, ORF). Ezeknek a vizsgalatoknak az eredményeképpen
négy, egy iranyba atirodo, tipikus R. meliloti kodonhasznalatot mutat6 ORF-et sikeriilt
azonositanunk, amelyet rkpGHIJ géneknek neveztiink el.

A négy ORF éltal meghatdrozott aminosav szekvencidkat szamitogépes analizisnek
vettetiik ald. A gének altal meghatarozott aminosav sorrendeket a Blast homologia keresé
programcsomag  segitségével  Osszehasonlitottuk  adatbankokban tarolt  fehérje
szekvencidkkal. Megallapitottuk, hogy az RkpG kettes tipusu acil-transzferazokkal, az
RkpH ribitol-vagy més néven rovid lanchosszisagi alkohol-dehidrogenazokkal, az RkpJ
pedig baktériumok kapszularis poliszacharidjanak szintézisében és transzportjiban
résztvev enzimekkel homolég. (Kiss és mtsai, 1997)

2. A fix-23 régiéba térképez6dd mutansok altal termelt KPS biokémiai analizise
A fix-23 mutins és a vad tipusi Rhizobiumokbol poliszacharid izolatumokat
készitettiink, amelyeket poliakrilamid gélelektroforézis segitségével analizaltunk.
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Kimutattuk, hogy a muticidk kévetkeztében baktériumok feliiletérél hidnyoznak a nagy
molsulyu kapszuldris poliszacharidok.

Elvégeztiik a baktérium torzsek altal termelt poliszacharidok immunkémiai vizsgalatat,
a vad tipusi R. meliloti 41 torzs sejtfelszine ellen indukélt poliklonilis ellenanyag
felhasznéldsdval. Megallapitottuk, hogy a vizsgélt fix-23 mutdnsok nem termelnek, vagy a
sejtfelsziniikre nem exportélnak jelentds mennyiségii nagymolstilyi KPS-t.

ELIZA-val meghatiroztuk a kiilénb6z6 muténs baktériumok sejtfelszinén talalhaté KPS
egymashoz viszonyitott mennyiségét.

Az egyik muténsbdl szirmaz$ tisztitott KPS NMR spektrumat 6sszehasonlitottuk a vad
tipusii baktériumbél izoldlt KPS-ével. Megéllapitottuk, hogy a KPS fobb alkotéelemeit
jelentd rezonancia gorbék a mutdns és a vad tipust baktérium esetében azonosak, amibGl
arra kovetkeztettiink, hogy a mutans baktérium a vad tipussal megegyezd szerkezet{i KPS-t
termel (Kiss és mtsai, 1997).

3. A R. meliloti Kkapszularis poliszacharid szintézisében résztvevg tovabbi
géncsoportok azonositisa

A R. meliloti baktérium random Tn5 transzpoziciés mutagenezise utan, tovabbi KPS
termelésében hibas mutdnsokat izolaltunk amelyeket fag tapadasi vizsgilatok, genetikai
komplementéci6s kisérletek valamint névényi tesztek segitségével jellemeztiink.

Az Ujonnan izoldlt mutinsok segitségével egy R. meliloti génbankbdl izolaltuk a
mutéciékat komplementdlé DNS szakaszokat. Ily médon egy kiilénallé (rkp-2 régid) és
két, egymassal atfed6 (rkp-3 régid) kozmid klént azonositottunk.

Az 1j régidk helyspecifikus transzpoziciés mutagenezisével meghatiroztuk a KPS
szintézisben szerepet jatszd gének elhelyezkedését (Kereszt és mtsai, bekiildve).

4. Az rkp-2 régi6 mutinsainak analizise

Az rkp-2 régidba térképez6d6 mutinsok altal termelt poliszacharidokat izolaltuk és
PAGE gélen analiziltuk. Megéllapitottuk, hogy egyes mutinsok KPS termelésére
képtelenek, valamint a mutédnsok lipopoliszacharid (LPS) mint4zata is kiilénbézik a vad
tipustol.

A muténsok szimbidtikus képességeit giimozési tesztben vizsgaltuk. A KPS és LPS
termelésben egyarant hibds mutinsok egyben képtelenek voltak effektiv szimbidzis
létrehozéséra, azaz Fix', mig a csak eltérd§ LPS mintdzatot mutat6 torzsek Fix* fenotipust
mutattak (Kereszt és mtsai, bekiildve).

5. Az rkp-2 régi6 szekvencia analizise

A régi6ban taldlhaté gének megismerése érdekében meghatéroztuk a 3,6 kb hosszisagi
Sphl-BamHI fragmentjének nukleotidsorrendjét. A szamitogépes szekvencia analizissel 2
egyirnyban atir6d6, rhizobium-szeri kodonhasznalatot mutat6 ORF-et azonositottunk,
amelyeket IpsX és rkpK géneknek neveztiink el.

Megéllapitottuk, hogy a két gén éltal kédolt fehérjék difoszfo-cukrok bioszintézisében
résztvevd enzimekhez hasonléak (Kereszt és mtsai, bekiildve).

6. Az rkp-3 régi6 mutinsainak analizise

A muténsok 4ltal termelt poliszacharidokat PAGE géleken vizsgéltuk. Megallapitottuk,
hogy a baktériumok KPS" fenotipusiiak.

A mutinsok szimbiétikus képességeit novényi tesztben ellendriztik. Megallapitottuk,
hogy a KPS™ mutansok egyben Fix™ fenotipusiiak (Kiss és mtsai, kozlés eldtt).

7. Az rkp-3 régié szekvencia analizise

A régi6 muticiok éltal behatirolt 8,5 kb hosszisigli darabjat szubklénoztuk, majd
nukleotid sorrendjét meghatéroztuk. 7 ORF-et azonositottunk, amelyeket rkpLMNOPQR-
nek neveztink el. ElGzetes szekvencia adatok alapjan még egy ORF-et (rkpS)
azonositottunk, ennek pontos helyzete és orienticidja azonban még nem ismert. Adatbanki
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protein szekvencidkkal Gsszevetve mind a kilenc ORF hasonlésagot mutat kiilonb6zd
cukor, illetve poliszacharid bioszintézisben résztvevd enzimekkel (Kiss és mtsai, kozlés
elétt).

8. A KPS szintézis és export modellje
A dolgozatban targyalt uj eredmények birtokdban Osszedllitottuk a R. meliloti KPS
szintézisének és sejtfelszinre valo exportjénak modelljét (Kiss és mtsai, kozlés eltt).

OSSZEFOGLALAS

A dolgozat a lucerna partnere, a Rhizobium meliloti szimbidtikus giiméfejlédésben
résztvev$ harom géncsoportjanak (rkpl-2-3) szerkezeti és funkcionalis analizisét targyalja.
Az altalunk izolalt harom fliggetlen géncsoportban k6zos, hogy a gének mutacidja esetén
(i) a baktériumok nem képesek effektiv szimbidzis 1étrehozésara a lucerna ndvénnyel, (ii) a
mutdns baktériumok sejtfelszinén nem képesek megtapadni a 16-3 fag részecskék, (iii)
sejtfelszini poliszacharidjaik mennyisége és/vagy mintazata megvaltozik. Vizsgélataink
soran a kovetkez6 eredményekre jutottunk:

-Megéllapitottuk, hogy mindhdrom régié6 egy kapszularis poliszacharid
szintéziséért felelds.

-rkp régidk mutéansai Fix" fenotipusiak valamint a KPS termelésben és exportban
hibésak.

-M13 és pUC19 vektorokba épitett atfed6 DNS-fragmentek szekvencia analizise
segitségével meghataroztuk az rkp-1 és rkp-2 régioé teljes valamint az rkp-3 régié
8,5 kb-os darabjanak nukleotid-sorrendjét.

-Szdmitégépes analizissel, a harom régioban Osszesen 14 Uj nyitott leolvasasi
keretet (ORF) azonositottunk. Az ORF-eket rkpGHIJ,K,LMNOPQ,R,S és ripA
géneknek neveztiik el.

-Kimutattuk, hogy a gének altal kodolt fehérjék olyan bakteridlis fehérjékhez
hasonlitanak, melyek szintén sejtfelszini poliszacharidok szintéziséért felelsek.
-Eredményeink alapjén felallitottuk a R. meliloti kapszuléaris poliszacharid
szintézisének és transzportjanak modelljét.

AZ ERTEKEZES TARGYKOREHEZ TARTOZO KOZLEMENYEK:

KISS, E., REUHS, B.L., KIM, J.S., KERESZT, A., PETROVICS, G., PUTNOKY, P.,

- DUSHA, I., CARLSON, R.W., and. KONDOROSI, A. (1997). The rkpGHI and J genes
are involved in capsular polysaccharide production of Rhizobium meliloti. J. Bacteriol.179,
2132-2140.

KERESZT, A. KISS, E, REUHS, B., CARLSON, R. W., KONDOROSI, A,
PUTNOKY, P. Novel rkp gene glusters of Rhizobium meliloti involved in capsular
polysaccharide production and the invasion of the symbiotic nodule : rkpK gene encodes
for a UDP-glucose dehydrogenase (J. Bacteriol. bekiildve).

KISS E., PERTROVICS GY., PUTNOKY P., KERESZT A., DUSHA I., KONDOROSI
A. The fix-23 genes of Rhizobium meliloti are involved in the production of a capsular
polysaccharide which play a role in nodule development. In: Kiss GB, Endre G, eds.
Proceedings of the 1st European Nitrogen Fixation Conference and the Workshop on the
"Safe application of Genetically Modified Microorganisms in the Environment". Officina
Press, Szeged, p.317., 1994.

KISS, E., PETROVICS, GY., PUTNOKY P., KERESZT A., DUSHA, I., KONDOROSI
A. (1994). The fix-23 genes of Rhizobium meliloti are involved in the production of a






