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Bevezetés

Az utobbi években ismertté valt nagyszamu
prokariota genomszekvencia eldsegitette szamos 1) tipusu
genetikai modul azonositasat bakteridlis plazmidokon és
kromoszomakon. Ezek az un. toxin-antitoxin (TA) modulok.

Az els6 TA modulokat plazmidokon azonositottak
mint un. ,post-segregational killing” rendszereket, melyek
Késébb ezeknek a plazmidon lokalizdlt TA moduloknak
szamos homologjat mutattdk ki kiilonb6z6 baktériumok
kromoszomajan is, és e rendszerek az érdeklédés elterébe
keriiltek. Az eredmények arra utaltak, hogy a TA rendszerek a
globalis  transzlacidés szintnek a  kiilonbdzé  stressz
koriilmények kozott bekovetkezd modulalasaban szerepelnek.

A TA modulok tipikusan olyan operonokba
szervezddnek, melyekben az elsé gén az antitoxin fehérjét, a
masodik gén pedig a toxin fehérjét kodolja. A fehérjek
komplexet alkotnak, eképpen akadalyozva meg a toxin karos
hatasat. Mind az antitoxin, mind a komplex képes az operon

sajat promoteréhez kotdédni és represszalni a modul



transzkripcidjat. Specifikus koriilmények hatasara az instabil
antitoxin a protedzok hatdsara gyorsabban lebomlik, mint a
stabil toxin. Az igy szabadd4d valé toxin a sejtben [évd
targeteken fejti ki hatasat.

A TA l6kuszokat a kodolt fehérjék domén szerkezete
¢s a modulok szervezédése alapjan hét csaladba soroltdk. A
legnépesebb csalad a Gram pozitiv-, Gram negativ- ¢és
archebaktériumokban is eldfordulé vapBC csalad, melynek
tagjai egy PIN domént tartalmazo toxinbodl és egy DNS koto
motivumot tartalmazo antitoxinbol allnak.

Korabbi kisérletekben kimutattak, hogy a Rhizobium
fajokban el6szor azonositott TA rendszer, a Sinorhizobium
melilotiban talalhatoé vapBC-tipust ntrPR operon részt vesz a
baktérium metabolizmusanak szimbiotikus koriilmények
kozotti  atallitasaban. A szimbidtikus  baktériumok TA
rendszerei fontos szabalyozoi lehetnek az olyan metabolikus
folyamatoknak, melyek biztositjak a baktérium tulélését
stresszkoriilmények kozott, illetve a szabadon €16 allapotbdl a

szimbiotikus életformava valo atalakulas soran.

Célkitiizés

Célunk  volt, hogy azonositsunk, valamint

szerkezetileg és funkcionalisan jellemezziink egy vapBC-



tipusit TA  modult a  szimbidtikus  nitrogénkotd
Bradyrhizobium japonicum baktériumban, mely a szdja

(Glycine max) mikroszimbiontdja.

Eredmények

A hasonlo6 szervezddés, valamint a vapBC-tipusu TA
csaladdal valo6 szekvencia homologia és hasonld méret alapjan
egy TA  modult azonositottunk  Bradyrhizobium
japonicumban, melyet bat/bto operonnak neveztink el. A
bat/bto 16kuszt két gén alkotja: a 285 bp méretli bat, mely a
Phd/YefM domént tartalmazé feltételezett antitoxint kodolja,
¢s a 426 bp méreti bfo, mely a PIN doménnel homolog
feltételezett toxint kodolja. A bfo transzlaciés start kodonja
atfed a bat transzlacios stop kodonjanak utols6 nukleotidjaval,
jelezve a szoros transzlacios kapcsoltsagot.

Tovabbi szekvencia analizis azt bizonyitotta, hogy a
bat/bto operon két, evolucidsan fliggetlen modulbol épiilhet
fel, melyeket egy tranzicis régié kapcsol 6ssze. Ugy tiinik, a
bat/bto operon egy olyan rekombindcié eredménye, mely a
SpoVT/AbrB doménnel homolog vapBC és a phd/doc tipusa
TA rendszerek kozott jott 1étre, €és egy PhD illetve SpoVT
tipust antitoxin, valamint egy PIN domén tipusu toxin

keverékét eredményezte.



A negativ autoregulacié a legtobb TA rendszer
jellemz6 tulajdonsaga. A bat/bto modul expresszios szintje
azonban, melyet egy bat/bto prométer-lacZ fuzid segitségével
hataroztunk meg, magasabb volt a vad tipust sejtekben, mint
a mutans torzsben, jelezve, hogy a toxin-antitoxin
komplexnek pozitiv szerepe lehet a folyamatban. A B.
Jjaponicum bat/bto operonjanak feltételezett promoter régioja
gének kozotti régioban két feltételezett glpD represszor
kotohelyet azonositottunk, melyek koziil az egyik részben
atfedi a toxin-antitoxin komplex lehetséges kotohelyét, egy
direkt ismétlodd szekvenciat. Feltételeztiik, hogy a bat/bto
rendszer szabalyozasat befolyasolhatja a toxin-antitoxin
komplex ¢és a glpD represszor versengése az atfedd
kotéhelyekért. Kimutattuk, hogy valdban, a bat/bto modul
kifejez6dését pozitivan befolyasolja a glpD represszor
kotddésének gatlasa.

A Bto toxin kifejez6dése nem volt karos hatassal az
Escherichia coli sejtekre, azonban akar a Bat antitoxin, akér a
teljes modul ektopikus kifejez6dése a sejtek életképességének
jelentds csokkenésével jart. Ez arra utalt, hogy a Bto protein
elvesztette a TA modulokra jellemz6 tipikus funkciojat.

A bat/bto operon delécidja kiilonbdzé metabolikus

utak megvaltozasat okozta a mutans baktériumban. A mutans



generacidos ideje jelentdsen csokkent komplex szén és
nitrogénforrast tartalmazo taptalajokban torténd novesztéskor,
de minimal taptalajpan a mutans sejtek egyaltalin nem
szaporodtak. Kiilonb6z6 képalkotd technikédkkal (AFM, LSM)
kimutattuk a mutans sejtek megvaltozott (rdvidebb ¢és
sz¢lesebb) alakjat. Atomerd mikroszkoppal végzett mérések
lagyabb sejtfelszint jeleztek a mutansban, melyek a muténs
sejtmembran jelentds valtozasara utaltak.

A mutans sejtek a vad tipusu sejtekhez képest
négyszer kevesebb lipopoliszacharidot termeltek, fdleg
inkomplett molekulak forméjaban. A zsirsav és a foszfolipid
komponensek meghatarozasaval figyelemreméltd
kiilonbségeket tapasztaltunk a vad tipust €s a mutans torzsek
membran Osszetételében, melyek magyarazatot adhatnak a
mutans baktériumoknal tapasztalt fenotipus valtozasokra. A
vad tipusu sejtekben az dsszes zsirsav 80%-a cisz-vakszénsav
sav, ezzel ellentétben, a mutans membranokban szamos mas
zsirsav is jelen volt. A foszfolipid tartalom analizise
kimutatta, hogy a foszfatidilkolin hianyzik, mig a kardiolipin
¢és a foszfatidiletanolamin megnoévekedett mennyiségben van
jelen a mutans membranokban. A kardiolipin domének
nagyobb mennyisége nagyban hozzajarulhat az osztddasi rata

megndvekedéséhez. Az osztddasi ratanak és a sejt alakjanak



megvaltozasat ugyancsak kivalthatta az 4talakult sejtfal
megnyulas és membran Osszetétel.

A kromoszoéman  lokalizdlt TA  rendszerek
metabolizmusanak stressz menedzsereiként milkodhetnek,
mivel tdpanyaghiany vagy kiilonb6zo stressz koriilmények
esetén a transzlacio altaldnos szintjének modulalasdban
jatszanak szerepet. Ugy tiinik azonban, hogy ezzel szemben a
B. japonicum bat/bto rendszere a sejt normalis fizioldgiai
allapotanak fenntartdsaban lehet jelentds azaltal, hogy a
metabolikus ratdk modulalasaval biztosithatja a hosszabb
talélést, ¢és a  kornyezeti feltételekhez valdo  jobb

alkalmazkodast.
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