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Munkéank hosszu tavl célja, hogy megismerjik a szimbiotikus giimé invazidjaban szerepet
jatszd bakterialis géneket és ezen genek szerkezetének, funkciojanak és szabalyozéasanak
ismeretében megértsik, hogy milyen mechanizmusok réven képes egy baktérium (Sinorhizobium
meliloti) bejutni a gazdandvény (lucerna — Medicago sativa) sejtjeibe.

E célok elérése érdekében azonositottunk szamos olyan bakteridlis mutaciot, melyek a

fertézesi folyamatot megakadalyoztak (infekcioban hibas, Inf- fenotipus), majd a mutansok
segitségével izolaltuk a folyamatban szerepet jatsz6 géneket. E gének szerkezetének és
funkciojanak elemzése révén sikerilt a késébbiekben elséként bizonyitékot szolgaltatni arra,
hogy a kapszuléris poliszacharidnak (KPS) — hasonléan az exopoliszacharidhoz — szerepe
lehet az invazié folyaman, valamint leirtunk egy Uj géncsoportot (phaABCDEFG gének),
melynek a ndvény belsejében 1évé viszonyokhoz valo alkalmazkodasban van szerepe.
Feltétélezésiink szerint a pha géncsoport egy K'/H" antiportert kddol, amelynek funkcidja
feltehetéen a sejtek belsé pH-értékének szabalyozasa. A palyazat keretében célul tiiztik ki a
kapszularis poliszacharid bioszintéziseben fontos rkp gének és az altaluk kodolt fehérjék
szerepének pontosabb megértéset, valamint a pha gének szerepének tovabbi tisztazasat.

1. Az rkp gének elemzése
1.1. A teljes rkp-3 régio szekvenciajanak meghatarozasa

Koréabbi eredményeink szerint a S. meliloti 41 baktérium rkp génjeinek a Kg5 antigennek
nevezett kapszularis poliszacharid bioszintézisében van szerepe. E poliszacharid szerepet jatszik
mind a szimbiotikus gimé invazidjaban, mind pedig a 16-3 bakteriofag fertézési folyamataban.
Az rkp-3 régid foleg torzsspecifikus geneket tartalmaz, melyek mas S. meliloti térzsekben nem
talalhatok meg. Az itt elhelyezkedé rkpL — rkpZ géneket kddold DNS-szakasz elemzését mar a
palyazat beadasa elétt elvégeztilk, azonban a régid jobb oldalanak, az rkpY gén kornyékének,
szekvenciaanalzise még nem volt kész (1. abra).
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1. dbra: Az rkp-3 régio6 génjei (magyarazat a szévegben)
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Ez tovabbi 12 kb hosszusagu szakasz meghatarozasat jelentette, amin belul csak az rkpY gen
mutans fenotipusat ismertik (lasd 1.3. fejezet). A tdbbi feltételezett génrél csak a bioinformatikai
elemzések nyujtottak némi informéaciot. Ezek alapjan a régioban talalhatdo egy inszercios
szekvencia (ISRm26), valamint egy protein kindzt (PK) és egy ABC-transzportert (ABC) kodol6
nyitott leolvasasi keret. (1. abra). E régio genetikai elemzéserdl a késobbi fejezetekben lesz szo.

1.2. Az RkpM fehérje a 16-3 fag receptoranak alkotdja

Eredmenyeinknek az 1.2.1.-1.2.5. fejezetekben &sszefoglalt részét mar publikaltuk (J
Bacteriol 186:1591-1597).

Munkank sorén szerettiik volna tovabb pontositani ismereteinket a Kg5 antigén szimbidzisban
betoltott szerepet illetéen. Arra voltunk kivancsiak, hogy létezik-e olyan funkcionalis
molekularészlet, bioszintézisben bekovetkez6 utdlagos modositds, melynek hianyaban a
szimbiozis az infekcios lépésben elakad. Erre kisérletes bizonyitéek néhany rhizobium torzs
exopoliszacharid (EPS) termelésért felelés génjeinek esetében mar van. A kapszuléris
poliszacharid szerkezetének gazdaspecifikus vonatkozasait olyan feltételezett mutans
baktériumtdrzsek izolalasa révén szerettik volna megismerni, amelyek felszinén a Kg5 antigén
modosult valtozatban van jelen. Ezen fenotipust okoz6 genetikai mutacio(k) helyének pontos
behatéarolasaval a feltételezett gazdaspecifitasért felelés gén(ek) meghatarozhato(k), és esetleg a
bioszintézisben részt vevé ismeretlen genek azonositasara is lehetéség nyilhat.

1.2.1. Spontan fagreceptorhibas baktériumtdérzsek izolalasa

Els6é célunk olyan baktériummutéansok izolalasa volt, amelyek felszinén modosult szerkezetii
Kr5 antigén van jelen. Mivel feltételeztik, hogy a Kr5 antigén egyuttal receptorként szolgal a
16-3 fag szamara, a bakteriofagot alkalmaztuk szelekcids eszkdzkent. Ebben az esetben azonban
nem egyszeriien a fagra rezisztens mutansokat kerestiink, hanem olyanokat, amelyeken host
range fagmutansokat is lehet izolalni. Ez a fenotipus azt jelenti, hogy a baktériummutans
felszinén a fagreceptor mddosult formaban van jelen, és a fagpopulacidban eléforduld spontan
mutansok kozott talalhatok olyan egyedek, amelyek képesek felismerni ezt a modosult receptort.

Egy ilyen mutéciot sikerdlt is talalnunk kordlbeltl 100 flggetlendl izolalt fagrezisztens
mutans bakterium atvizsgalasa soran. Ezt GH4046 térzsnek, mig az altala hordozott mutans allélt
rkp-4046 lokusznak neveztlk el, gyanitvan, hogy az rkp gének valamelyike sériilt a mutansban.
A GH4046 torzson izolalt host range fag (16-3 h5) oldalan is elindult a jelenség vizsgalata (1.2.5
fejezet).

1.2.2. A receptormutacié az rkp-3 régié bal oldalan talalhato

A mutans gén azonositasahoz elsé 1épésben meg kellett allapitanunk, hogy az rkp-4046
mutécié eddig meég nem azonositott, vagy mar ismert rkp gént érint-e. Ennek eldontésére
genetikai komplementécios kisérleteket végeztiink. A GH4046 tdrzsbe egyenként bejuttattuk az
rkp-1 (pPP428), rkp-2 (pAT330), rkp-3 (pAT399, pAT401) régiokat hordoz6 kozmidklonokat. A
fagérzékenység helyreallasat vad tipusu 16-3 faggal teszteltik. Az rkp-1 és rkp-2 régiok
bejuttatdsaval nem tudtuk helyreéllitani a vad fenotipust. A teljes rkp-3 régiot ket atfedé kozmid
klon tartalmazta, mivel a régié tébb mint 50 kb kiterjedésii. Ezek kozil a pAT401 nem, mig a
pAT399 képes volt a fagérzékenység helyredllitasara, tehat az rkp-4046 mutécid az rkp-3 région
beliil, annak bal oldali szakaszan talalhato.
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1.2.3. Az rkp-4046 az rkpM gén muténs allélja

A tovéabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az rkp-3 région belll melyik gén allélja az rkp-4046.
Ujabb komplementacios kisérletek soran olyan kozmidklonokat juttattunk be a GH4046 térzsbe,
amelyek ismert helyzetii Tn5 transzpozon inszerciét hordoztak egy-egy rkp génben. Ha a
bejuttatott kozmid kldnban a transzpozon nem ugyanazt a gent érinti, mint a GH4046 térzsben
lévé rkp-4046 mutacio, akkor minden bioszintézisgén legalabb egy, hibatlan kopiaja jelen van a
sejtben, vagyis komplementacio torténhet, a Kg5 antigén bioszintézise helyreall. A Tn5 inszercid
esetleges poléris hatasa befolyasolhatja az eredményeket. A komplementacié hianyat vagy
megtorténtét ismét fagteszt segitsegevel allapitottuk meg. Eredmeényeink szerint csak a pAT399
rkpM::Tn5 klén nem tudta helyreéllitani a vad fenotipust, ami azt jelenti, hogy a GH4046
bakteriumtdrzs az rkpM egy mutans alléljat hordozza. Ezt rkpM4046 allélnak neveztik el.

Poliakrilamid-gélelektroforézis (DOC-PAGE) segitségével kimutattuk, hogy a GH4046 torzs
egyaltalan nem termel kapszularis poliszacharidot. Ebb6l a szempontbdl pontosan Ugy
viselkedik, mint az el6zéleg mér jellemzett rkpM::Tn5 mutans. Viszont a Tn5 inszerciét hordozé
mutanson host-range fag nem izolalhato, azaz ennek felszinérél a receptort alkotd struktira
feltehet6en elttint, vagy jelentésen megvaltozott.

Mindez arra utal, hogy — kezdeti feltételezéstinkkel ellentétben — a 16-3 fag receptora
valoszintileg nem a Kg5 antigén. A receptor alkotoeleme, az RkpM fehérje és az rkpM4046 allél
egy kiloénleges mutaciot hordoz, amely egy megvaltozott szerkezetii fagreceptort eredményez.

1.2.4. Az rkpM4046 allélban egy missense mutacio talalhato

Az rkpM gén pontos bazissorrendjét mar meghataroztuk, ami lehetévé tette a mutans allél
izolalasahoz (PCR), illetve szekvendlasahoz sziikséges oligonukleotidok megtervezéseét.
Kimutattuk, hogy az rkpM4046 mutans és az rkpM41 vad tipusu allél kozott csak egy eltérés
van, a gén 3' végének kozelében: a vad tipusu allél leucint (L,s2) meghatarozé TTG kodonja
fenil-alanint (P2s,) jelentd TTC kodonna valtozott.

1.2.5. A 16-3 fag h5 host range mutacidja aminosavcserét okoz.

A fagreceptor mutans GH4046 baktériumon a vad tipust fagpopulacio egy toredéke (kb. 50
10® fag koziil) "visszanyerte" fertézoképességét. Feltételeztiik, hogy ezek a fagok egy host-range
mutaciot hordoznak a farki rostot meghatarozd h génben, és ez teszi lehetévé a megvaltozott
RkpM4046 receptorfehérje felismerését. Mivel a fag h génjének szekvenciagja meg nem volt
ismert, csak kortlbellli helyzete a fag fizikai-genetikai térképén, ezért el6szor a vad tipusua allél
bazissorrendjét hataroztuk meg.

Ezek utan lattunk neki két mutans allél (h5, h15) pontos szerkezetének felderitéséhez.
Mindkét allél esetében pontosan ugyanolyan missense mutaciot talaltunk a feltételezett H
fehérjét kddolo régidban. Ahol a vad tipusu fag esetében GGC, azaz glicint kédolo triplet volt,
ott a mutansokban GAC kodont talaltunk, ami aszparaginsavat hataroz meg .

A h5, h15 allélokban 1évé missense mutacio bizonyitja, hogy a feltételezett h gén altal kodolt
fehérje szerepet jatszik a fagreceptor felismeréseében. Az aminosavcsere helye arra utal, hogy a
kodolt fehérje C-terminalis része fontos szerepet tolt be ebben a folymatban.
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1.3. Az rkpY gén két kulonb6zé poliszacharid bioszintézisét befolyésolja

Az rkp-3 régié jobb oldalan Tn5 inszerci6t tartalmazd mutansok egy, csak rajuk jellemzé,
viszonylag kis lanchosszusagu poliszacharidot termelnek (2. abra), szimbiozisban képtelenek a
novény invazidjara és rezisztensek a 16-3 bakteriofagra. A mutansok altal Iétrehozott
poliszacharidrdl feltételeztlik, hogy az a Kgr5 antigén prekurzora. Célul tiiztuk ki a mutaciok altal
érintett gén(ek) megismerését és a termelt KPS jellemzését.

1.3.1. Az rkpY gén egy Uj tipusu fehérjét kodol

Meghatazoztuk a mutans fenotipust eredményez6 Tn5(35), Tn5(66) és Tn5(232) transzpozon
inszerciok pontos beépilési helyét. Az érintett régidban egyetlen, az atlagosnal joval hosszabb,
nyitott leolvasasi keretet talaltunk, amelyet rkpY génnek neveztink el (2. dbra). A gén 1011
aminosavbol allo, feltételezett terméke nem mutat hasonlésagot semmilyen adatbazisban lévé
fehérje szekvenciaval, nem hordoz ismert domént vagy motivumot. Egyediili jellegzetessége,
hogy — feltételezhetéen — 2 vagy 3 transzmembran doment tartalmaz, néhany predikciéra
alkalmas program értékelése szerint.
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2. dbra: Az rkpY gén szerkezete és a mutansok poliszacharid termelése

felil: A régi6 fizikai térképe, a Kg5 antigén termelését és invazids képességét érintd Tn5 inszercidkat
hosszu fliggéleges vonal jelzi. A meghatérozott szekvencian az rkpY gént jelent6 ORF mellett még egy
masik, feltételezett kddold régio eleje is megtalalhatd (PK), amelynek feltételezett terméke
proteinkinazokkal mutat hasonldsagot. Ez utobbi gént érinté Tn5(205) inszercidnak, illetve a régidban
izolalt Tn5(215) és Tn5(50) inszercioknak a baktériumok ndvekedésére, szimbiotikus képességére vagy
poliszacharidtermelésére semmilyen hatasat nem észleltik.

alul:A DOC-PAGE gélképek: (1) kontroll, vad tipusi KPS (AK631), (2) rkpL::Tn5(187), (3)
rkpO::Tn5(158), (4) rkpQ::Tn5(121) (5) rkpY:Tn5(66). A nyil az rkpY mutansokra jellemzé
poliszacharidsavra mutat. LMw/HMW: kis/nagy molekulatdmegii KPS.
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1.3.2. Az rkpY mutans altal termelt poliszacharid nem prekurzora a Kg5 antigénnek

Ha az rkpY mutans altal termelt poliszacharid a Kgr5 antigén bioszintézisének valamiféle
koztes terméke, akkor a Kgb antigén bioszintézisét egyértelmiien gatld mutacidknak ennek a
kisebb molekulatémegii poliszacharidnak a termelését is meg kell akadalyoznia. A kérdést kettos
rkp muténsok létrehozésaval meg lehet valaszolni.

E mutansok létrehozasahoz egy rkpY spontan mutéaciot hasznaltunk fel. A 16-3 fag
segitségével szelektalt fagrezisztens baktériumokat eldbb az altaluk termelt poliszacharid
vizsgalataval jellemeztik (DOC-PAGE), eés kivalasztottuk azokat, amelyek az rkpY::Tn5
mutansokhoz hasonld, egyedi poliszacharid mintazatot mutattak (2. abra). Az rkpY gént hordozé
BamHI fragment bejuttatasaval a kivalasztott mutansok esetében helyredllithatd volt a vad tipusu
Kr5 antigén termelése. Ezzel bizonyitottuk, hogy ezek a mutansok valéban az rkpY génben
sérultek. A Kkettés rkp mutansok létrehozasahoz az rkpY3222 allélt hordoz6 NE3222 torzset
hasznéltuk.

Az rkpY3222 mutécié mellé, homoldg rekombinacid segitségével, kilon-kilon bejuttattunk
olyan Tn5 inszerciokat, amelyek az rkp-1, rkp-2 és rkp-3 régiok reprezentans génjeit érintették.
E mutaciok helyzetét korabbi munkaink réevén mar szekvenciaszinten is meghataroztuk, tehat
pontosan tudtuk, hogy mely géneket érintik. A kettés mutansok létrehozzasa utan DOC-PAGE
segitségével jellemeztiik az altaluk termelt poliszacharidokat. Eredményeinket a 1. tablazat
foglalja 6ssze.

1. tblazat: Az rkp kettés mutansok poliszacharid termelése

torzs genotipus termelt KPS
3222  rkpY3222 rkpy
4141 rkpY3222 + kpA::Tn5(666) rkpY
4140 rkpY3222+ rkpB::Tn5(665) rkpY
4139 rkpY3222 + rkpC::Tn5(644) rkpY
4199 rkpY3222 + rkpK::Tn5(207) rkpY
4201 rkpY3222 + rkpL::Tn5(187) rkpY
4202 rkpY3222 + rkpM::Tn5(212) rkpY
4200 rkpY3222 + rkpQ::Tn5(124) rkpY

Az rkpA, rkpC, rkpB, rkpK, rkpL, rkpM, rkpQ gének mutécidi a dupla mutansokétol
teljesen kiilénb6z6, altalaban poliszacharidot nem-termel6 fenotipust
eredményeztek.

Lathato, hogy a masodik rkp mutacidnak nincs hatasa az rkpY3222 allél fenotipusara — nem
tanik el a kisebb molekulatdmegii poliszacharid —, tehat valoszint, hogy a két bioszintézisut, az
rkpY gén kivételével, nem tartalmaz kdzos elemet.

1.3.3. Az rkpY mutansok egy Kdo-homopolimert termelnek

A genetikai kisérletek nem tamasztottak ala, hogy az rkpY mutansok altal termelt
poliszacharid a Kg5 antigén prekurzora. A cukorkémiai vizsgalatok hasonlé eredményre
vezettek. Az rkpY mutans baktériumbdl szarmazd poliszacharidot Dr. Bradley L. Reuhs,
laboratériumaban elemezték (Whistler Center for Carbohydrate Research, Purdue University,
West Lafayette, IN). A mutansok altal termelt poliszacharid és a Kg5 antigén 1D NMR
spektruma jelentésen eltért egymastdl, ami bizonyitja, hogy a két tisztitott poliszacharidot nem
azonos épitokovek alkotjak. Az elemzések szerint a Kg5 antigén diszacharid egységekbél all
(GIcA és PseSNAC7N(B-OH-But), az rkpY mutansok pedig egy homopolimert termelnek, amely
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3-deoxi-D-manno-oktulozonsav (Kdo) egységekbdl épiilé fel (Kdo-PS). A 2D NMR analizis
eredmeénye szerint a polimer a kdvetkezéképpen irhato fel:

[->7)-beta-D-Kdop-(2->].

Ez a szerkezet, a Kg5 antigénnel egyditt, sok hasonlésagot mutat az Escherichia coli kettes
csoportba tartozo K-antigenjeivel.

1.3.4. Az rkpR a Kdo-PS bioszintéziseben vesz reszt

Mivel az rkpR és rkpST gének kozvetlenul az rkpLMNOPQ gének mellett helyezkednek el (1.
abra), és termékik a KPS-transzportfehérjékhez hasonld, feltételeztilk, hogy a Kgr5 antigén
transzportjaban van szerepiik. Ezt azonban a korabban létrehozott mutansok fenotipusa nem
igazolta, mivel az inszerciok nem géatoltadk a Kg5 antigén bioszintézisét. Az rkpR génnek nevezett
szakaszon sikerilt aktiv 'phoA transzlacids fuziot izolalnunk (TnphoA), amely bizonyitotta, hogy
az rkpR egy membranfehérjét kodold, miikdds gén. Az 1.3.2. fejezetben leirt kisérletek utan
kézenfekvo volt, hogy megvizsgaljuk az rkpR gén szerepét a Kdo-PS bioszintéziseben. A
létrehozott rkpR / rkpY kettés mutdns nem volt képes a Kdo-homopolimer termelésére, ezért
feltehet6, hogy az RKpR és valoszint, hogy az RkpS és RkpT fehérjék is ennek a polimernek a
transzportjaban nélkiilozhetetlenek.

A régidban talalhaté tobbi gén (ABC, PK — 1. abra) szerepét hasonl6 modon szeretnénk
tisztazni, miel6tt eredményeinket publikaljuk. Ez feltehet6en egy éven belul megtorténik.

1.4. Egyes Rkp fehérjék funkciojanak biokémiai vizsgélata és az rkp gének regulacioja

Az rkpK és IpsL genek termékeirdl, féleg bioinformatikai elemzés révén, feltételezzik, hogy
az UDP-glukdz atalakitasat végzik. Az RkpK egy feltételezett UDP-gliikoz-dehidrogenaz, amely
oxidalja az UDP-glikozt UDP-glikuronsavvd, Ez a Kg5 antigén egyik alkotoja. Az UDP-
glukuronsav UDP-galakturonsavva alakulasat végezheti az LpsL fehérje, amely egy UDP-
glikuronsav epimerdz lehet. E két gént, a pontos funkcié bizonyitasa érdekében, PCR
segitségével izolaltuk és tobb lépésben expresszids vektorba klonoztuk. Mindkét esetben
gyengébb expresszidt kaptunk a vartndl, de az SDS-PAGE gélen felismerhetok a vart
molekulatdmegt fehérjék. A klonozas, termeltetés es az aktivitas vizsgalata esetében is tébb
nehézségbe Utkoztink, igy ez a munka a tervezettnél lassabban halad. Jelenleg a termeltetett
enzimek aktivitdsdnak mérését probaljuk beallitani, illetve tervezzik jobban termel6 kl6nok
elkészitéseét.

Az rkp-3 régidban taldlhatd gének szabalyozésardl is szerettiink volna tébbet megtudni.
Ennek érdekében lacZ riportergén konstrukciokat izolaltunk a Tn10LK transzpozon segitsegével,
és szekvencia szinten is igazoltuk, hogy a létrejott faziok valdban a megfelelé leolvasasi
keretekben talalhatok.

Ezt kovetéen kezdtik vizsgalni, hogy a riporter genflziok aktivitdsa hogyan véltozik
kilonbozo fiziologiai korilmények, és kilonbdzo rkp génekben bekdvetkezé mutaciok hatasara.
Kisérleteinknek itt is még csak az elején jarunk, és a kovetkezé honapokban tudjuk majd
megvalaszolni, hogy a hémérseklet, a mikroaerob korilmények, illetve gyokér exudatum és
luteolin (a nod gének inducere) hogyan befolyasoljak a génexpressziot. Ez utdbbi két esetben
meghatarozzuk a baktériumok altal termelt KPS mennyisegét is. Ezekbél a Kisérletekbol valaszt
kaphatunk arra, hogy milyen faktorok befolyasoljak a KPS termelését, van-e hatdsa a ndvény
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altal Kkibocsajtott vegyileteknek a KPS bioszintézisre. A munka jelentés részét egyetemi
hallgatok bevonasaval végeztik és végezziik, ami sokszor hatraltatja a kisérletek elvégzését.

1.5. A pH adaptacidban résztvevé Pha fehérjék szerepének vizsgalata

Korédbban izolaltuk a szimbiotikus gimé invazigjaban fontos phaABCDEFG géncsoportot,
amelyrdl feltételezziik, hogy egy, a pH homeosztazisban szerepet jatsz6 K*/H*-antiportert kddol.
Ezt Kisérletekkel az elmult években sikerllt jobban alatamasztani kooperacios partneriink, Dr.
Tatsunosuke Nakamura segitségével ( Laboratory of Membrane Biochemistry, Faculty of
Pharmaceutical Sciences, Chiba University, Chiba, Japan).

| min
——

pPP664 (phat)

pPP2450) (pha') A N
KCl NaCl NH4Cl

3. abra: A pha gének K*/H" antiportert kodolnak

Az E. coli antiportereket nem tartalmazé TO114 (AnhaA, AnhaB, AchaA) térzsbe bejuttatuk a
pPP664 (pha®) (A), a pPP684 (pha®) (B) vagy a pPP2480 (phaAl::Tn5) (C) kozmidklonokat.
Ha a bejuttatott DNS K'/H" antiportert kodol, akkor a transzforméansokbdl készitett
kiforditott membranvezikulumok KCI adasara (A) H'-ionokat bocsajtanak ki. Ez pH-
véltozast okoz, ami egy fluoreszcens fesék segitségével mérheté (fluorescence quenching).

1.5.1. A pha gének egy K*/H" antiportert kodolnak

A K*/H" antiporter aktivitasanak vizsgalatara az E. coli esetében mar régota hasznalatosak a
kiforditott membranvezikulumok. A vezikulumokban a K*/H" antiporter a kiilsé K*-koncentracio
novelésekor K*-ionokat szallit a belsé térbe és H'-ionokat bocsajt ki. A novekvd kiilsé H*-
ionkoncentracio egy fluoreszcens festék segitségével nyomon kévetheté (3. abra).

Az S. meliloti vadtipusi és pha mutans baktériumokbol megprobalkoztunk Kiforditott
membran vezikulumokat izolalni, de a vad tipusu mintdk esetében sem tudtuk az alapvetd
antiporter-aktivitasokat (K*/H*, Na'/H" ) kimutatni.

Alternativ lehetéségként a pha géneket hordozé kozmidklént juttattuk be egy olyan E. coli
torzsbe, amelyb6l minden antiporter gént eltavolitottak (TO114, AnhaA, AnhaB, AchaA). Ha a
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kozmidklon hordoz antiporter géneket, és azok kifejezédnek az E. coli sejtekben, akkor a
torzsbol készitett membran vezikulumokban ezt az aktivitast ki kell tudnunk mutatni. Negativ
kontrollkent a pPP2480 kozmidszarmazékot alkalmaztuk, amelyen a phaA gént egy Tnb
inszercio inaktivalta. A 3. abran lathatd, hogy KCI adasakor a vad tipust pha géneket tartalmazo
E. coli mintakban gyenge pH-valtozas, azaz H'-kiaramlas volt mérheté. A phaA::Tn5 mutaciot
hordoz6 kozmid esetében ez nem kovetkezett be. Valdszind tehat, hogy a pha gének egy K*/H*
antiportert kddolnak.

1.5.2. Egy pha homolog géncsoport szerepének vizsgalata

A S. meliloti genomproject eredményeként kiderllt, hogy a genomban egy pha-homoldg
masik géncsoport is van (pha2). Errél feltételezziik, hogy egy Na*/H"-antiportert kodol, mert az
eddig ismert legtébb pha-homolog géncsoportrdl ezt bizonyitott. Ez alol az egyetlen kivétel
eddig az altalunk azonositott phal géncsoport volt, aminek a K-transzportban bet6ltott szerepét
elsoként igazoltuk. A S. melioti pha2 gének szerepének vizsgalatara azonositottunk egy
megfelelének tiind klont PCR segitségével, egy S. meliloti klontabdl. Ezen inszercios mutéaciokat
hoztunk létre, hogy a mutaciokat visszajuttatva a genomba azok fenotipusat megismerjik. Sajnos
a munka kdzben, az ellendrzésként elvégzett szekvencia meghatarozasokbol kiderilt, hogy nem
sikerllt a megfelelé klont azonositanunk, és az nagy valdszintiseggel nem is talalhatd meg a
felhasznalt géntarban. Ezért feltételezzlk, hogy a pha2 géneket hordoz6 klon E. coli sejteken
nem stabil.

Hogy mutaciot hozzunk létre a géncsoportban, ezt kdvetéen a genomikus DNS-t hasznalva
direkt izolaltuk PCR segitségével a phaA2 és phaB2 géneket és részleges szekvencia
meghatarozassal igazoltuk, hogy a megfelel6 DNS-szakaszokat sokszoroztuk meg. A két szakasz
kd6zé egy kanamicin rezisztenciagent epitettink. Ezt a konstrukciét megfelel6 vektorral
bejuttatva S. melilotiba kivanjuk a phaA2::Km® muténs Iétrehozni. Ha ez elkésziil fizioldgiai
kisérleteket végzlink a phenotipus meghatarozasara.
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OSSZEFOGLALO

HoszU tava celunk, hogy megertsik a szimbiotikus nitrogénkoté gimo kifejlodését, és
azonositsuk az invazioban fontos bakterialis géneket. E palyazatban feladatunk volt, hogy (i)
elemezzik azon rkp géneket, melyek a Sinorhizobium meliloti 41 torzs specifikus KR5
kapszularis poliszacharidjanak bioszintézisében vesznek részt, (ii) meghatarozzuk pontos
funkciojat a pha géneknek, melyekrél feltételeztiik, hogy a pH-homeosztazisban fontosak.

Fagreceptorban hibas baktérium és host range fag mutansok molekularis genetikai elemzése
révén kimutattuk, hogy a 16-3 fag receptoranak fontos alkotoja az RkpM fehérje, és
azonositottuk a fag h génjét, mely a farki rost fehérjét kodolja. A KR5 antigénrél kimutattuk,
hogy csak a szimbiotikus gimé invazidjakor fontos, de nem alkotoja a fagreceptornak.

Befejeztiik a DNS-szekvencia meghatarozast az rkp-3 régidban, és vizsgaltuk az azonositott
gének szerepét. Egyes és kettés rkpY mutansok segitségével, amelyekben a méasodik mutacio
kilénb6z6 rkp génekben volt kimutattuk, hogy (i) az rkpY mutansok &ltal termelt poliszacharid
nem prekurzora a KR5 antigénnek, és hogy (ii) az rkpR gén ennek az 0j poliszacharidnak a
bioszintézisében jatszik szerepet.

A pha genek szerepét kiforditott membran vezikuldkon végzett fizioldgiai Kisérletekben
vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a K" adas proton kiaramlast eredményez, ami alatamasztja korabbi
feltételezésiinket, hogy e gének egy K*/H™ antiportert kddolnak.

SUMMARY

Our long term goal is to understand the development of nitrogen fixing symbiotic nodule and
to identify bacterial genes involved in the invasion. In this project we focus on (i) the analysis of
the rkp genes involved in the biosynthesis of the strain specific KR5 polysaccharide of
Sinorhizobium meliloti 41, and (ii) analysis of function of pha gene clusters presumed to be
important in pH-homeostasis.

The molecular genetic analysis of phage receptor bacterial and host-range phage mutants
resulted in the identification of the RkpM protein as an essential part of the 16-3 phage receptor,
and in the identification of h gene of the phage encoding the tail-fiber protein. The KR5 antigen
were shown only to be important in the invasion of symbiotic nodule but not in the structure of
phage receptor.

DNA-sequence analysis of the rkp-3 region was completed and the role of the identified genes
were examined. Using single and double rkpY mutants, where the second mutations were in
different rkp genes, it was shown that (i) the polysaccharide produced by the rkpY mutant was
not a precursor of the KR5 antigen, (ii) the rkpR gene is involved in the synthesis of this new
polysaccharide.

The role of the pha genes were examined on everted membrane vesicles. It was shown that
addition of K results in proton efflux supporting our hypothesis that pha genes encode for a
K*/H" antiporter.



