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Bevezetés

A kozelmdultban nagyszamu prokariota genom teljes
DNS szekvenciaja valt ismertté, és az eredmények
feldolgozasa a mikrobialis DNS és fehérje adatlokzis
gyors novekedeését eredményezte. Az igy felhalmadzodo
adattomeg ékegitette a baktériumok kromoszomajan es
plazmidjain jelenlég nagyszamu toxin-antitoxin (TA)
modul azonositasat is.

Az el TA modulokat, mint plazmidokon #R6d6
poszt-szegregacios eliminald rendszereket irtakElmek
funkcioja a plazmid nélkili utédsejtek elszaporaésk
megakadalyozasa. Ezt kogenh kromoszomalis TA
stresszhatasokat koden a transzlacido altalanos
szintjének modulalasa. A tipikus TA modul két kiseté
géentdl allo operon, melyben az élsgén egy instabil
antitoxint, a masodik gén pedig egy stabil toxihéget
hataroz meg. A két fehérje komplexet képez, igy
akadalyozza meg az antitoxin a toxin letalis hatasa

Stressz koérulmények kozott az antitoxint kilonboz



proteazok elbontjdk, ekképpen a szabad toxin
aktivitasanak hatasara a transzlacio gatlasa kéxiktle.

Hét TA geéncsaladot irtak le, melyek kozil a
legnépesebb a  Gram-pozitivn és  Gram-negativ
baktériumokban, valamint az Archaeakban is jelenhlév
vapBC csalad. Ebben a csaladban az antitoxin fehérje az
AbrB/MazE fehérjékkel, a toxin partner pedig a PIN
doménnel mutat homologiat.

A Sinorhizobium meliloban kordbban azonositott
ntrPR operonrol kimutattuk, hogy szerv@iese és az
altala kodolt fehérjegk domeéen strukturgja wapBC
csaladhoz tartoz6 TA modulokéval megegyezik. niR
génben 1é§ Tn5 Inszerci6 a gulképzési és
nitrogénkotési genek megnodvekedett transzkripciojat
okozta a szimbidzis korulmeényei kozott, és ez aadat
kllso ammoniumforras jelenlétében még fokozottabb volt.
Ezért azt feltételeztilk, hogy az NtrR fehérjénekod és
nif gének nitrogénszabalyozasaban van szerepe. Azonban
a vad tipusu és aatrR mutans torzs teljes genomjanak
geénexpresszios mintazatat 0Osszehasonlitva azt az

eredményt kaptuk, hogy a mutans térzsben méglep



nagy szamu gén mutatott megvaltozott expressziogesz
mely arra utalt, hogy az NtrR fehérjének altalabbsa

funkcigja lehet.

Célkitiizes

Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, vajon az NP
NtrR fehérje autoregulacios tulajdonsaga, komplex
képzése és funkcidja alapjan aktiv TA rendszervisép
e, tovabba, hogy meghatarozzuk ennek az operonnak a

lehetséges fizioldgiai szere@@inorhizobium meliloban

Eredmeények

Az NtrPR fehérjék autoregulacioban jatszott szérep
kilonbdd modszerekkel vizsgaltuk: meértik a#rPR
promoter aktivitdsat, valamint a fehérje-DNS koldséitas
meghatarozasara elektroforetikus mobilitas valtbzas
detektalo és DNazl footprint” méréseket vegeztink.

Kimutattuk, hogy antrPR operon a bakterialis toxin-

antitoxin modulok jellegzetes regulacios tulajdawaal



rendelkezik, az NtrP antitoxin felismer egy DNS kszszt
gyenge. A toxin komponens Onmagaban nem képes
kotédni ehhez a DNS régidhoz, de az NtrP és NtrR
komplexe efsen kobddik a promoterhez, igy a komplex
negativ autoregulaciot idézoelAz NtrP N-terminalis fele
felelés a promoter DNS-sel valé kdlcsonhatasért, mig a C-
terminalis rész a fehérje-feherje kolcsonhatashoz
szlkséges.

Az NtrR toxicitasanak vizsgalata bizonyitotta, f10g
ennek a fehérjének az expresszioja a sejtnOvekesiés
telepképzés gatlasat okozza.

Megvizsgaltuk az ntrPR modul indukciojat
Sinorhizobium melilotiban A mazEF TA csalad
inducerének, a ppGpp-nek nem volt hatasa naPR
operonra, mig a transzkripciot vagy a transzlagato
antibiotikumok gyengén befolyasoltak a modul
expressziojat.

Ha a toxin-antitoxin modulok stressz hatasara
mukodeésbe 1ep modulatorként jatszanak szerepet, akkor a

Sinorhizobium melilotiigen hasznos teszt organizmus



lehet a hasonlé rendszerek megismerésében. Ennek a
szimbiotikus nitrogénkdtbaktériumnak a metabolizmusat
ugyanis igen sokféle kills tényesd befolyasolhatja,
melyeket képes toleralni és tulélni: megtalalha@bsadon

élo allapotban a talajpan, vagy a pillangdos novenyek
gyokeren fejpdé glinvkben, életkepes aerob kérilmények
kozott, de a baktérium differencialodott formajaban
bakteroidként funkcidképes alacsony oxigén
koncentraciok mellett is. Egy masik jellegzetes
tulajdonsdga a Sinorhizobium  melilotingk hogy
szimbiotikus  allapotban  specialis metabolizmussal
rendelkezik: a nitrogénkotéshez energiat biztosito
dikarbonsavakat, melyek a bakteroidok altal felhatz
szenforrasok, a ndvény metabolizmusa biztositjag mi
cserébe, a kotott nitrogén a bakteroidokbdl a ngiven
sejtekbe szallitodik, és a bakteroidok ammonium
asszimilacios rendszere inaktiv.

A baktérium kromoszéomalis toxin-antitoxin

rendszereinek fontos szerepe lehet az egyik eteéfiodl a



masikba valé atmenet soran, és meghatarozhatjak a
valtozo kornyezeti feltételekhez valo alkalmazkadas

A korabbi kiseérletek, melyekben kimutattuknad
nif és fix gének megnodvekedett expresszidjat ramRR
mutansban szimbiodtikus koértlmények kozott, valanant
nagyaranyd transzkripcios valtozasok a baktérium
genomjaban mind arra utalnak, hogy @azPR operon
segithet a baktérium sejteknek azokban a metabagizm
érintd valtozasokban, melyeket a szabad@nadlpotbdl a
szimbiotikus allapotba valé atmenet indukal, hiseenaz
atmenet jelerdis metabolikus atalakulasokkal jar.

Fehérje homoldgia, domén  felépités és
génszomszédsag analizis alapjafirorhizobium meliloti
1021 tdérzs genomjaban 17 TA modult azonositottunk,
melyek kulonb6é géncsaladokhoz tartoznak. A 17
modulbdl 10 asrapBCgéncsalad tagja, és ezek mindegyike
a baktérium kromoszomajan helyezkedik el. Vajon mi
lehet az oka, hogy ilyen nagy szamapBCmodul van a
genomban, és miert csak a kromoszoma hordoz teljes
modulokat, mig a plazmidokon csak maganyos és

valdszirileg inaktiv toxin gének talalhatok? Figyelembe



véve ezeknek a moduloknak a stresszkezelésbendietol
lehetséges fiziologiai szerepét, nagy szamban valo
eléfordulasuk aSinorhizobium melilotgenomjaban talan
nem meglep. A TA rendszerek segithetnek a
baktériumnak a kilonbéz metabolikus &atmenetek
kezelésében.

Eredményeinket  0sszefoglalva,  kisérleteinkben
jellemeztik az el§ szimbidtikus baktériumban jeleniev
TA modult. Tovabba, az AbrB/SpoVT domeént tartalmazo
fenérjegk DNS k& képességét meghatarozva Ui
informaciot nyertiink avapBC géncsaladrol. Adataink,
melyek azntrPR modul szerepét mutatjak a szimbiotikus
allapothoz valo alkalmazkodasban, Uj perspektiaatak
fel arrol, hogy aRhizobiumokmiként alkalmazkodnak
metabolikus folyamataikkal a valtozé koérnyezeti

kovetelményekhez.
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