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KIVONAT

A talalmany targyat képezik a Nod faktorok és
analdgjaik, eljar&s ezek eldallitasara, valamint alkalmaz&sukra.
A Nod faktor bioszintézisét a Rhizobium baktériumokban
altal&nosan eldfordulé nodulicids gének (nodA,B,C) kd&ziil
legalabb egy szabalyozza. Ez az anyag egy lipo-oligoszacharid,
amely nem exopoliszacharid sz&rmazék. A Nod faktor a megfeleld
noévényben egy ndvény-specifikus szimbiotikus szignal, amely
képes arra, hogy fokozza a baktériumoknak a névény-fertdzési
képességét, fokozza a glimdk képzddésének sebességét, és/vagy
indukdlja a Leguminosa-k szimbiotikus génjei transzkripciés

sebességét.
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A jelen taldlmany targyat olyan lipopoliszacharid
Szerkezetl anyagok képezik, amelyek képesek névény-specifikus
szimbiotikus jelek képzésére, valamint a taldlmény targyat
képezik ezen anyagok eldallit&si eljarasai és alkalmaz&suk.

Amint az mar ismert, a névények ndvekedésiikhdz kombinalt
nitrogénforrasra van sziikség, példdul amménisra vagy nitratra. A
nitrogén megkdtése, azaz az atmoszferikus nitrogén(N;) kémiai
vagy biolégiai redukcidéja amméniiva (NH3) ennélfogva életfontos-
sagl szerepet jatszik a mezdgazdasdgi termelésben.

Amint az szintén ismert, a szimbiotikus mikroorganizmu-
sok eldsegithetik a novények ndvekedését és fejlddését, a
nitrogén bioldgiai megkdtésén keresztiil.

A Rhizobiumok Gram negativ talajbaktériumok, amelyek
dltalaban ndvényekkel vald szimbiotikus egyilittélésben kétik meg
a nitrogént: egy ilyen, a nitrogén-k&td baktériumokkal valé
szimbibézisnak a létrehoz&sa sz&mos névényfaj szamira lehetdvé
teszi, hogy olyan talajban is n&jén, amely kis mennyiségben
tartalmaz asszimildlhaté nitrogént. A fotoszintézis révén a
névényi partner szolgdltatja a baktériumok szamira azt az
energiat, ami ahhoz szﬁkséges,'hogy a molekul&ris nitrogén
ammoniiva redukdljuk. Ezzel szemben a mikroszimbionta &ltal
fixalt nitrogént a gazdandvény hasznidlja fel, amely azt beépiti
a nitrogén-metabolizmusaba. A nitrogén-kété baktériumok, példaul
a Rhizobiumok, és a Leguminosa csal&d noévényei kozdtt létrejdtt
szimbiotikus kapcsolat a legfontosabb mind okolégiai mind
mezdgazdasagi szempontbdl. Ez a kapcsolat vezet giimdk

kialakulasara, f&leg a gazdanbvény gydkerein. Ezekben a giimdkben



a baktériumok redukalj&k az atmoszférikus nitrogént amméniava, a
nitrogendz enzimkomplex segitségével.

A nitrogén-k&étd baktériumok Rhizobium csaladja
(Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium és Azorhizobium) és a
Leguminosa csaldd ndvényei kézdtt létrejstt szimbibzis
ennélfogva nagyon fontos szerepet jatszik a mérsékelt égovi és a
tropusi mezdgazdasdgban. Az olajban és fehérjében gazdag
névények, példaul a szdjabab és a féldimogyord, az &llatok
etetésére haszndlt ndvények, példdul a lucerna és a ldéhere, a
fehérjében gazdag névények, példdul a borsék és a mezei babok, a
téplélék—nbvépyek, példaul a babok, borsék, lencsék és
csicseriborsék, a zdldtragyak, példiul a Sesbania és a hasonlék
tartoznak ide. Ezeknek a szimbibézisoknak a révén a Leguminosa-k
termesztése gyakran kevésbé kdltséges a nitrogén-mtragya
szempontjabél, mint a mids csalddokba tartozé névényeknél. Ebbdl
a szempontbél meg kell jegyezniink, hogy a nitrogén-mitragyak
kiterjedt alkalmazasanak szamos h&tranya van. Eldszdr, a
mUtragydk szintézise, szdllitasa és alkalmaz&sa kdltséges
fosszilis energiat igényel, és ennek sz&mos kdévetkezménye van: a
gazdasag szintjén megndveli a farmer kdltségeit, a kéfnyezetvé-
delem szintjén pedig hozz&ajarul az {iveghdz-hatéas kialakuléaséahoz,
azaltal, hogy néveli a levegd széndioxid tartalmat. Emellett a
nitrogén-mlitragyak rosszul kigondolt, vagy féléslegben vald
alkalmazasa a felszini vizek szennyezését okozza, eutrofizaciét
okoz, és megndveli a fdldalatti ivévizkészlet nitrat-tartalmat.
Ezek a killénb6z& okok erdsen szorgalmazzik a nitrogén biolégiai

fixalas&nak egyre elterjedtebb alkalmazasat.



A nitrogén mOtragysk kiterjedt alkaimaz&s&nak rombolé
kdvetkezményei miatt szilkséges, hogy a névények biolégiai
nitrogén-kétésének mértékét fokozzuk, f&leg termesztett fajtak
esetében, amelyek fontos szerepet jatszanak az emberi és sl1lati
taplalkozasban. Mind 6kolégiai mind gazdasagi szempontbdl a
legelfogadottabb megoldss, ha javitjuk a Rhizobiaceae-
Leguminoseae szimbiézist.

Azt javasoltdk, hogy ezt a javitast dgy kell
végrehajtani, hogy a Rhizobium baktériumokat (kiiléndsen a
Rhizobium vagy Bradyrhizobium fajokat) a vetésnél vigyiik be,
vagy olymédon, hogy a magokat beboritjuk veliik, a magvakkal
Velkevert granulatumok form&jaban, vagy folyadék téptalajban valé
tenyésztéssel. Ezek a baktérium kiegészitések azonban csak
azokban a ritka esetekben hatékonyak, amelyekben a megfeleld
természetes szimbiotikus baktériumok hiadnyoznak, illetve
nincsenek tal nagy szamban jelen a talajban. Az ellenkezd
esetekben, teh&t amikor a talaj mér tartalmazza ezeket a
baktériumokat, gyakorlatilag lehetetlen, hogy egy kiviilrdl
bejuttatott térzset elfogadtassunk, a talajban természetesen
jelenlevd baktériumokkal valdé versengés ﬁiatt, amelyek, még
akkor is, ha nenm szilikségszer(en hatékonyan k&tik meg a
nitrogént, egy korlatozé faktort jelentenek a kivalasztott
baktériumok bejuttatasaval szemben.

Azt is javasoltdk, hogy a Rhizobium-Leguminoseae
szimbidzis javitasat elérhetjilik Ggy is, hogy a névényeket egy, a
Rhizobium nemzetségbe tartozé baktériumbél szarmazé exopoli-

szachariddal kezeljiik, vagy egy olyan oligoszachariddal
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kezeljiik, amely az ilyen exopoliszacharidbél (EPS) egy vagy
egységet tartalmaz. [L&sd a WO 87/06796 sz&mG PCT Nemzetkdzi
Bejelentést, tulajdonos a The Australian National University, a
feltaldldék: G.G. Rolfe, S.P. Djordjevic, J.W. Redmond és M.
Batley]. Ezt az EPS terméket azonban nem-szimbiotikus gének
kédoljak. Az tény, hogy ezeknek az exopoliszacharidoknak a
bioszintézise nem 411 a nod gének kézvetlen szabalyozasa alatt,
amelyek a fertdzést és a gilimbképzddést szabalyozz&k. Ezeket az
exopoliszacharidokat olyan Rhizobium t&rzsek szintetizaljak,
amelyeknek a pSym plazmidjat kiirtottsk (ezek a plazmidok a
legt&bb szimbiotikus gént, kiildndsen a nod géneket).

A gliméképzddési folyamatban szerepld géneket
lokalizaltak, és sz&mos &dltal&nos és specifikus nodulaciés gént
(nod gének) azonositottak és jellemeztek [Long, S.R., Cell, 56,
203-214 (1989)]. J6llehet a nodA,B,C gének noduldciés gének,
amelyek &ltalénosan eldfordulnak a szimbiotikus Rhizobiumok
klilénb62z86 fajtaiban, léteznek mégis specifikus nod gének,
amelyek meghatarozzak a gazda-specifitast, és amelyek ennélfogva
vdltoznak a kiilénbdzd fajok kozétt, valamint léteznek a nodD
tipusd gének, amelyek az 6észes nod gén expresszidjat
szabalyozzik.

Az altalanos nodA,B,C géneket abban a négy baktérium
fajban azonositottak, amelyek képesek nitrogén-k&std
szimbidézisban élni a Leguminosa-kkal: Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium és Azorhizobium. A Rhizobium nemzetség esetében
ezeknek a géneknek megdllapitottik a nukleotid szekvencidjat

Rhizobium meliloti-ban [T6r&k et al., Nucleic Acids Research,



12, 9509-9522 (1984); Jacobs et al., Journal of Bacteriology,
162, 469-476 (1985); Egelhoff et al., DNA, 4, 241-242 (1985) ],
Rhizobium leguminosarum-ban [Rossen et al., Nucleic Acids
Research, 12, 9497-9508 (1984) ], Rhizobium trifolii-ban
[Schofield et al., Nucleic Acids Research, 14, 2891-2903
(1986) ], Bradyrhizobium specifikus.-ben [Scott, Nucleic Acids
Research, 14, 2905-2919 (1986) ], Azorhizobium caulinodans-ban
(Goethals et al., Molecular and General Genetics, 219, 289-298
(1989)].

A jelen taldlmany néhany szerz$jébdl 4116 kutatéd-
csoport kimutatta, hogy Rhizobium meliloti-ban az &ltalinos
nodA,B,C gének a specifikus nodH és nodQ génekkel egyiitt
gazdaspecifikus extracelluliris Nod jelek képzddését indukaljsk
ezeknek a baktériumoknak a tenyészetébdl késziilt feliilGszdkban
[Faucher et al., Journal of Bacteriology, 172, 5489-5429 (1988) ;
Faucher et al., Molec. Plant-Microbe Interact., 2, 291-300
(1989) ], mésok mellett. Tovabba, ebbdl a két publikaciébél a
masodik beszamol a steril feliillszé ultrasz(réssel valéd
frakciondldsarél, ezzel lehetdvé téve, hogy kideriiljén két Nod
faktor jelenléte, amelyeknek molekulastGlya 5000 Dalton-n&l
kevesebb.

A fertdzés és a nodulacioé specifikussdgat Rhizobium
meliloti-ban két szinten hatiroztsk meg, nevezetesen:

= a nodD gének aktivalj&k mas nod operonok
expresszidjat, ami a névények dltal termelt specifikus jelek
jelenlététdl fiigg [Gyorgypdl et al., Molecular and General

Genetics, 212, 85-92 (1988)], és

==



.
oo - »

.o o

- specifikus gének, példiul a nodH és a nodQ ha
aktivdlva vannak, bakteri&lis extracelluliris jelek (Nod
faktorok) termelését hat&rozzak meg, amelyek lehet&vé teszik,
hogy felismerjék é&s serkentsék a hiivelyes gazdandvényeket,
példdul a lucernat [Faucher et al., Journal of Bacteriology,
172, 5489-5499 (1988); Faucher et al., Molec. Plant-Microbe
Interact., 2, 291-300 (1989)]. A bakterislis jelek kémiai
természete azonban nem volt ismert.

A jelen taldlmany t&rgya ennélfogva a szimbiotikus Nod
jelek kémiai szerkezetének meghatarozéasa, valamint ilyen kémiai
szerkezettel rendelkezd anyagok eldallitasa, valamint elj&aras .
olyan anyagok eld4allit&séra, amelyek ilyen szimbiotikus Nod
jelkén%: képesek hatni, valamint eljaras ezeknek az anyagoknak az
alkalmazisara, mind a névény- mind az dllatvilagban valé kezelés
Céljabbl (beleértve az embert is).

A jelen talalmany targyat olyan, lényegében tiszta
készitmény képezi, amely egy Nod faktor szerkezetével rendelke-
zik, vagy annak analégja, amely Nod faktort azzal a ténnyel
lehet jellemezni, hogy bioszintézise legalabb egy nodulaciés gén
(nodA,B,C) szabalyozasa alatt all, amely éltalénosah eldfordul a.
Rhizobiumokban, f&leg a Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium
és Azorhyzobium nemzetségekben, és ezt a vegyiiletet az jellemzi,
hogy olyan lipooligoszacharidot tartalmaz, amely nem
exopoliszacharidokb6él szarmazik.

A jelen talalmany szévegében a "Nod faktor" alatt olyan
szigndl-molekulat értiink, amely a nod gének kdzvetlen

szabalyozdsa alatt keletkezik, és amely szigndl segitségével a



szimbiotikus baktériumok képesek megfertdzni a novényeket és
gliimdket hoznak létre.

Az emlitett lényegében tiszta anyagoknak egy eldnyés
felhaszn&lsasi médja szerint a Nod faktor szerkezetét az
jellemzi, hogy ez egy névény-specifikus szimbiotikus szignédl, és
képes fokozni a baktériumoknak azt a képességét, hogy
megfert&zzék azt a gazdandvényt, amellyel egyiitt é1, és/vagy
felgyorsitsa a giimdk képzddését azon a gazdandvényen, amellyel
egylitt &1, és/vagy indukalja a Leguminosak szimbiotikus
génjeinek transzkripciéjat.

Az emlitett a taldlmény szerinti lényegében tiszta anyag
egy masik eldnyds megvalésitasi médja szerint annak a Nod
faktornak, amelynek a szerkezete alapjan késziilt, a
tulajdonsagai egy lektin ligandum tulajdonsagainak felelnek meg.

A jelen talalm&ny targyat képezi tovabbi egy, az I
altalanos képletd lipo-oligoszacharid anyag, amelyben:

- G jelentése egy kiilénbdz8képpen szubsztitualt
hexézamin példaul a nitrogénatomon acetil-csoporttal, szulfat-
Csoporttal, egy acetil-csoporttal és/vagy egy éter-csoporttal az
egyik oxigénen; |

= R1, R2, R3, R5, Rg és R7 jelentése lehet azonos vagy
kiilénb6z8, lehet hidrogénatom, CH;-CO-, CxHyCO-csoport, amelyben
X értéke 0 és 17 kdzdtti egész szam, y értéke 1 é&s 35 ko6zé6tti
egész szam, illetve barmely mas acil-csoport, példaul karbamil-
Ccsoport;

= R4 jelentése €gy egyszeres, kétszeres vagy hdromszoros

telitetlenséggel rendelkezd alifas szénatonm, amely legal&bb 12



szénatomot tartalmaz, és

- n értéke 1 és 4 kdzdtti egész szam.

A jelen talalmény egy eldnyds megvalésitasi mbédja
szerint G jelentése:

- Rhizobium meliloti-ban N®-acetil-D-gliik6zamin-6-
szulfat

- Rhizobium legumihosarum b.vektor. viciae-ben N¢-
acetil-D-gliikézamin.

A jelen taldlminy egy eldnybds megvalésitasi médja
szerint a taldlminy szerinti lipo-oligoszacharidot a II
altalanos képlettel jellemezhetjiik, amelyben R jelentése
hidrogénatom vagy CH3CO- csoport, n értéke 2 vagy 3.

A ITI altalanos képletdl Rhizobium meliloti lipo-oligo-
szacharidokat, amelyekben R jelentése hidrogénatom, az
alabbiakban a NodRm &4ltalinos néven emlitjiik; ha n=2, akkor a
megfeleld lipo-oligoszacharidot NodRm-1-nek hivjuk; ha n=3,
akkor a megfeleld lipo-oligoszacharidot NodRm-3-nak hivjuk.

A II &ltalanos képletd lipo-oligoszacharidokat,
amelyekben R jelentése CH3CO-, a tovabbiakban Ac-NodRm néven
emlitjiik; ha n=2, akkor a megfeleld lipo-oligoszacharidot Ac-
NodRm-1-nek hivjuk; ha n=3, akkor a megfeleld lipo-
oligoszacharidot Ac-NodRm-3-nak hivjuk.

A jelen talalminy ta&rgya tovabba eljaras a jelen
talalmany szerinti, lényegében tiszta anyagok eldallitasara,
amely eljarasok kdzé tartoznak tisztitasi eljarasok, kiinduléasi
anyagként Rhizobium tenyészetek feliilGszdit hasznalva, rutin

eljarasok, amelyek az osid szintézis soran szekvenci&lis vagy
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konvergens szintézist alkalmaznak, valamint génsebészeti
eljardsok az emlitett anyagok eld4allita&sara, kiindulasi
anyagként a Rhizobacteriacae csaladba tartozé
mikroorganizmusokba klénozott nod géneket alkalmazva, vagy egy
megfeleld promoter szabalyoz&sa ala helyezve, és/vagy olyan
Szabadlyozé gének jelenlétében, amelyeket a megfeleld mut&cidknak
vetettiink alj.

A jelen talalmény szerinti, lényegében tiszta anyag
eldallitasanak egy eldny6s megvalésitasi médja szerint az elsd
lépésben egy rekombinans plazmidot &llitunk els, amely egy
klénozasi kisérletrgredménye, amely sordn egy Rhizobacteriace
baktériumban szaporodni képes plazmidba klénozunk

(1) vagy egy olyan fragmentet, amely &altalénos és
specifikus nod géneket tartalmaz, valamint az adott
Rhizobacteriace baktérium szabalyozé génjeit,

(2) vagy a nod gének expresszidjihoz szlikséges
Szabalyozé géneket.

A Rhizobacteriace baktériumokat, vagy barmely mias
megfeleld baktériumokat Ggy médositjuk, hogy az emlitett
rekombin&dns plazmidot'bejuttatjuk a sejtbe, hogy egy olyan
muténs térzset kapjunk, amely hagy mennyiségben tGltermeli a Nod
faktorokat, és az emlitett muténs torzset megfeleld tenyésztd
taptalajban novesztjlik; egy m&sodik lépésben a tenyészet
feliilaszoét kinyerijiik, majd tisztitjuk egy megfeleld alacsony
szénatomsz&amG alkohollal végzett extrakciédval, vagy szilard-
folyadék extrakciéval, amelyet az extrakcids maradék forditott

fazisG HPLC kromatografisja, egy gélperme&cids kromatografia,
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egy ioncseréld kromatografia és egy analitikai HPLC
kromatografia kovet.

A jelen taldlmany szerinti eljaras eldnyds megvaldésitasi
médja szerint a Nod tdltermeléséért felelds plazmidot egy
exopoliszacharidot nem termeld Rhizobiace baktériumba juttatjuk
be.

A jelen taladlminy szerinti lényegében tiszta anyagok
eldallitadsdra szolgdld eljarasok egy masik eldnyds megvalésitasi
médja szerint egy vad Rhizobiace baktérium térzset, amely nagy
mennyiségben termeli a Nod faktort, hasznalunk kiindul&si
anyagként, az emlitett tdrzset megfeleld tenyésztd taptalajban
tenyésztve, majd a tenyészet fellilGsz6jat eltavolitjuk, és az
eldzdkben leirt médszerekkel kezeljiik.

A jelen taldlmany targyat képezi tovabba egy ndvény-
kezelési eljarads, amelynek egy lényeges eleme az el&zdkben
meghatarozott, lényegében tiszta anyag, pontosabban:

= egy, a ndvények patogénekkel szembeni védekezd
mechanizmus&t serkentd anyagqg,

- egy, a Leguminose szimbiotikus tulajdonsigait serkentd
anyag, kiilénds tekintettel a nitrogén—kétésré.

A jelen taladlm&ny szerinti noévény-kezelésre hasznilt
agens egy eldnyds eldallitasi médja szerint az anyagot egy
olyan készitmény form&jaban allitjuk eld, amelyet magvak
bevonadsdra, illetve permetezésre hasznilt vizes oldat vagy
szuszpenzibd készitésére hasznialunk, amelyben az emlitett anyag
egyediil, illetve mas aktiv adalékanyagokkal egyiitt fordul el3.

A jelen taldlminy szerinti ndévény-kezelésre
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haszndlt agens egy masik eldnyds eld41litdsi médja szerint az
emlitett anyag a bevoné készitményben vagy a vizes oldatban
illetve szuszpenzidban 10~6 mol/1 &s 10-14 mol/1l kdzétti
koncentracié-tartomanyban talalhaté, ha a névény-kezelési
anyagot olyan agensként akarjuk haszndlni, amely serkenti a
védekezési mechanizmust vagy a szimbiotikus tulajdonsagokat.

A talalmany targyat képezi tovabba egy terdpias &gens,
amelynek a, vagy egyik aktiv adalékanyaga az eldzdkben
meghatarozott lényegében tiszta anyag.

Ennek a terédpias agensnek egy eldnyds megvaldsitdsi méd
szerinti a koncentraciéja a terapids &gensben 10-5 és 10-8 mol/1
kéz6tt van.

Az eldzdkben emlitett feltételek mellett a talalméany
egyéb feltételeket is tartalmaz, amelyek az alsbbi leirasbél
vilagosak lesznek. |

A talalmany vilagosabban érthetd lesz az alabb koévetkezd
tovabbi leirasbél, amelyben az alabbi példakra hivatkozunk.

Az azonban nyilvanvalé, hogy ezek a példak, valamint a
mellékelt abrak csak a talalmédny illusztralasat szolgiljak, és

nem korlitozz&ak az oltalmi kdrét.

Példadkx

1. Példa -A taldlmany szerinti vegyiiletek eld&llitésa

tisztitdssal, egy Rhizobium meliloti tenyész-taptalajt hasznélva
kiinduldsi anyagként
A. A vegylilet elddllitésa

Rhizobium-ban az extracellularis Nod faktor termelése
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egyrészt az &4ltalanos nodA,B,C gének szabalyozasa alatt 411 [van
Brussel et al., Journal of Bacteriology, 165, 517-522 (1986) ;
Zaat et al., Journal of Bacteriology, 169, 3388-3391 (1987) ;
Faucher et al., Journal of Bacteriology, 170, 5489-5499 (1988)],
masrészt pedig a gazdaspecifikus nod gének szabalyoz&sa alatt
4ll. A Rhizobium meliloti-ban példaul a nodH é&s nodQ gének
szabalyozz&ak a termelddését [Faucher et al., Journal of
Bacteriology, 170, 5489-5499 (1988) ; Faucher et al., Molec.
Plant-Microbe Interact., 2, 291-300 (1989)].

Az altalanos nodA,B,C gének transzkripciéjanak
szabalyoz&sa a nodD1, nodD2, nodD3 és syrM gének &ltal kédolt
szabalyozd fehérjék ellendrzése alatt all [Mulligan et al.,
Proceedings of the National Academy of Sciences, Usa, 82, 6609-
6613 (1985); Gydrgypal et al., Molecular and General Genetics,
212, 85-92 (1988)]. A NodD1l fehérje csak bizonyos induktiv
flavonoidok, példaul luteolin jelenlétében aktiv, amelyek a
Leguminosa-k gydkérvaladékaban vannak jelen [Mulligan et al.,
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 82, 6609-

6613 (1985); Peters et al, Science, 233, 977-980 (1986)]. A

nodD3 és a syrM éének jelenléte a multiképias plazmidon hajtja
végre a nodA,B,C gének konstitutiv aktivdlasat, még az induktiv
flavonoidok t&vollétében is [Mulligan et al., Genetics, 122, 7-
18 (1989)].

A tObbi nod gén szab&lyozasanak meghataroz4asara a
feltalaldék faziékat hoztak létre a gazdaspecifitasért felelds

nodE, nodG é&s nodH gének é&s az Escherichia coli-bél szarmazé B-

galaktoziddz gén kdzdtt. Ezek a fGzidk tették lehetdvé annak
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kimutatasat, hogy Rhizobium meliloti-ban a gazdaspecifitéisért
felelds nod gének szabalyoz&sa ugyantgy zajlik le mint az
altaléanos nodA,B,C géneké:

(1) transzkripcidéjukat a nodD1, nodD3 és a syrM gén
aktivalja;

(ii) a nodDl1 aktivalasshoz luteolinra van szilikség;

(iii) a transzkripcid aktivalasa sokkal magasabb, ha a
szabalyozd gének és a struktlrgének az Inc-P1 inkompatibilitasi
csoportba tartozdé plazmidon tal&lhatdk (ezek 5-10 példanyban
talalhaték a sejtben).

Ez az informécié serkentette a feltal&lékat arra, hogy
a pRK290 plazmidot hasznaljak, amely a pRK2 plazmidbél
szarmazik, é&s amelybe a Rhizobium meliloti pPSym megaplazmid 30
kb méretd fragmentjét klénoztik. Ez a rekombinins plazmid, jele
PGMI149 tartalmazza az Osszes 41talinos és specifikus nod gént,
valamint a szabdlyozd géneket (nodD1, nodD3 é&s syrM) [Debellé et
al., Journal of Bacteriology, 168, 1075-1086; Faucher et al.,
Journal of Bacteriology, 170, 5489-5499 (1988)]. Azt is
kimutattak, hogy az a Rhizobium meliloti torzs, amely
tarfalmazza a PGMI1l49 plazmidot, tGltermeli a Nodvfaktorokat;
valéban ezek termelddése legaldbb sz&zszor magasabb szinten
torténik mint a vad tipusti Rhizobium meliloti tdrzsekben.

A Nod faktorok nagy mennyiségben vald eldallitéasahoz,
példaul fermentoros tenyészetekben, az exopoliszacharidok nagy
menny iségben vaié termelése eldnytelen a tenyészet szlrésére és
a szignal molekula tisztitasira gyakorolt eldnytelen hatéasa

miatt. A feltaldlék ezért eldnySsnek vélték, hogy a pGMIl49-es
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jeld, tdltermelést okozé plazmidot egy olyan, EJ355 jeld
Rhizobium meliloti mut&nsba épitsék be, amely nem termel
exopoliszacharidokat. Az EJ355 (PGMI149) torzs nagy
mennyiségben termeli a Nod faktorokat, de nem termel
exopoliszacharidokat.

Az Rhizobium meliloti-bél sz&rmazé nod gének és az
Escherichia coli-b61 szarmazé lacZ gén k&zdtti génfazidk
alkalmaz&asaval (nod::lac fG4ziék), amelyet arra a célra
fejlesztettek ki, hogy mérjék a nod gének expressziés szintjét,
a feltalalék egy olyan taptalajt fejlesztettek ki, amely
lehetdvé teszi a nod gének jé expressziéjat és a Nod faktorok
nagy mennyiségben vald termelését. A megfeleld téaptalaj egy
szervetlen taptalaj, amely szénforrasként szukcinatot tartalmaz,
nitrogénforrasként és szénforrasként pedig glutamatot. Valéj&ban
egy gazdag taptalajon, amely fehérje lizatumokat és é&lesztd-
kivonatot tartalmaz, a nod gének transzkripciéja alacsony;
emellett, a Nod faktorok tisztit&sa kdénnyebb egyszerd
taptalajbél késziilt tenyészet felililiszd felhasznil&saval. Ennek
a téaptalajnak az 8sszetétele példiul az alabbi:

- szervetlen sék: |

14,7 mmol/1 KH3PO4, 11,5 mmol/l K2HP4, 1 mmol/1l MgSOg4,

0,46 mmol/1 CaCl,, 37 pmol/1l FeCljy;

- szerves vegyliletek:

5,3 mmol/1 natrium-L-glutamat, 7,4 mmol/1l natrium-

szukcindt, 2 umol/l1l biotin, 10 umol/1 luteolin.



- 16 -

B.1. A vegylilet tisztitésa

B.1.1. A vegyliletet 15 liter Rhizobium meliloti
tenyészet feliilGszdbol extrah&ljuk butanollal (2 extrakcié 3
liter butanollal). A butanolos fazist 1 liter vizzel mossuk,
majd csdkkentett nyomason betdményitjiik. A kapott maradékot 500
ml vizben oldjuk, majd kétszer extrahdljuk etilacetattal
(kétszer 300 ml). A vizes fazist véglil betdSményitjik, majd
fagyasztva szaritjuk.

B.1.2. Forditott fazisG HPLC

A butanolos extrakcié utéan kapott maradékot forditott
fazisG HPLC-vel kromatografdljuk 10 pm-es p-Bondapak Cjg
oszlopon (Waters Associates, 7,5 x 250 mm, Aramladsi sebesség 2
ml/perc) linedris gradiens alkalmazisaval, amely 80-20 viz -
etanol elegytdl (A) tiszta etanolig (B) valtozik; a detektalast
220 nm-en végezziik. A bioldégiai aktivitast mutatd cslcsokat
tovabbi tisztitas céljabdl dsszegyljtjiik.

B.1.3. Gélperme&cidés kromatografia

‘A frakcibét gélpermedcibval tisztitjuk Sephadex LH20
oszlopon (1 x 20 cm-es oszlop, LH20 fazis, Pharmacia)
oldészerben, példiul etanolban, 4 ml/6ra aramlasi sebesség
mellett. A kimutatast 220 nm-en végezziik. Az oszlopot eldzSleg
polietilénglikol standardokra (PEG) kalibr&ljuk (l&sd az 1.2.
abrakat). Az aktiv arnyékolt frakciét gytjtjiik.

B.1.4. Ioncseréld kromatografia
Az aktiv vegyliletet (arnyékolt teriilet) egy ioncseréld

oszlopon eludljuk (1 x 2 cm-es DEAE-Triszakril oszlop; IBF)
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linearis NacCl gradienssel, amely 0 és 0,1 mol/1 kézétt valtozik
5 x 1073 mol/1 TRIS-HC1 pH=8,2 pufferben (1.3. &bra).

B.15. Forditott fézisi analitikai HPLC kromatografia

A végsd tisztitasi lépés egy forditott f&zisd HPLC
kromatografia egy analitikai oszlopon (4,5 x 250 mm; 5 um-es
Spherisorb/C,g fazis) 80-20 viz-acetonitril elegyet hasznilva
oldészerként 1 ml/perc &raml&si sebességgel; 300 ug-ot
injektalva (1.4a. dbra). Két olyan cslcsot detektdlhatunk igy,
amelyek 220 nm-en elnyelést mutatnak és biolégiai aktivitast
mutatnak. A szerkezeti vizsgilat azt mutatja, hogy valéjsban ez
ugyanaz a vegylilet, két, egymassal egyensGlyban 4116 formaban

(szabad a és B anomer forma).

B.2. Az Gsszetevdk elemzése

B.2.1. A monoszacharidok elemzése

A vegylilet teljes hidrolizise utan (3 mol/1 HC1, 3 éra,
100°C), majd peracetilezett metil-glikozid sz&rmazékks vald
dtalakitasa utan egyetlen monoszacharid figyelhetd meg gazfazisa
kromatografiaval, amelyet 2-dezoxi-2-acetamidogliikéz~ként, vagy
acetil-gliikézaminként (Nac Glc) lehet azonositani. Errdl a
cukorrédl ki lehetett mutatni, hogy D konformaciéja, miutan
elkészitettiik a gliikozid peracetatot egy kirdlis alkohollal és
Osszehasonlitottuk, VPC alkalmazasival D és L konfiguraciéja (-
)-2-butanol—N—acetil-glﬁkézamin standardokkal, amelyeket hasonld
médon &llitottunk elsd.

A vegyiiletet natrium-bér-deuteriddel redukalva (1 mol/l

NaBD4, 18 6ra, 20°C), majd szabalyozott metanolizisnek alivetve
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(1 mol/1 MeOH/HC1, 80°C, 1 o6ra), végiil viz-diklérmetan
megoszlast alkalmazunk. A vizes fazis 1-0-Me-NaCGln-t és 2-
dezoxi-2-acetamido-glucitolt tartalmaz, amelyet VPC-vel
azonositunk (2.1. &bra); a VPC-vel valoé azonositast egy 0,32 mm
X 30 m-es OV1 oszlopon végezziik, héliumot és FID detektort
alkalmazva. A szerves fazis tartalmazza a gliik6zamin metil-
glikozidjat, amely Ci6:2 zsirsavval van acilezve, és amelyet a
per-triszililmetilezett sz&rmazék elektron-~becsapédisos
tomegspektruma alapjan azonositunk, a szakirodalombdl vett
adatok alapjan [Demary, M. et al., Nouv. J. Chimie, 2, 373-378
(1977)]1; a nitrogénatomon amidalt és pertrimetil-szililezett 1-
OMe gliik6zamin elektron-becsapédasos spektrumat a 2.3. &bran
mutatjuk be. Az oldallanc katalitikus hidrogénezése, metanolizis
(MeOH, 3 mol/l HCl, 2 6ra), majd acetilezés utan a
peracetilezett sz&armazékokon VPC elemzést végziink, amit egy 0,32
mm x 30 m-es OV1 oszlopon hajtunk végre, héliumot é&s FID
detektort haszn&lva, és igy lehetséges az N-acil-cukor
szZerkezetének megerdsitése, az 1-OMe-GlcNAc és metil-palmit4t
lathatdéva tételével (az utébbit kisebb mennyiségfi metil-sztearat
is koveti) (2.2. abra) . |

Ez az elemzés lehetdvé teszi, hogy hérom gliikézamin
Jelenlétét allapitsuk meg: NAcGlc, reduk&ld NAcGlc és N-acil-
Glc, a mellékletben megadott 3. &bran Osszefoglalt analitikai
eljaras alkalmazasaval.

B.2.2. Zsirsav-osszetétel

Lehetséges volt a vegyliletben levd zsirsavak izolal&sa

Szappanositds utan (5% KOH, 18 éra, 80°C), majd VPC-vel
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elemeztik - egy 0,32 mm X 30 m-es OV1 oszlopon, héliumot &s FID
detektort hasznilva - metilészterek formajaban (2.4. &bra). Ez a
vizsgdlat tette lehetdvé, hogy azonositsunk, a tGlnyomé
tobbségben levd Cj4.5 zsirsavak mellett mas minor komponenseket
is: C16:0, C16:1+ Ci18:0, és C18:1: A Cjyg:2 zsirsav két kettds-
kGtésének a helyét meg lehetett hatirozni a perfluorbenzil-
észterébdl keletkezd karboxilat MS-MS tdnegspektruma alapjé&n
(J.C. Promé et al., Rapid Comm. Mass Spectrom., 1, 80-82
(1987)], é&s a lanc 2-es és 9-es poziciéjaban lokaliz&dltuk.

B.2.3. Egy szulfit funkcids csoport kimutatésa

Miutan a baktériumokat 35s-jelzett n&trium-szulfat
jelenlétében tenyésztettiik, majd a vegyliletet megtisztitottuk,
az UV-abszorpcids profil és a 35g-beépiilés kozdtt megfigyelt
korreldcid lehetdvé teszi, hogy meg&llapitsuk egy szulfatcsoport
jelenlétét ebben a vegyliletben. Az 1.4b. abran lithatd agz
emlitett korrelacié, amit azutén kaptunk, hogy a sejteket (35s)-
NajS04-en tenyésztve a 355 beépiilt, majd az 1.4a. &bran
bemutatott profil alapjan frakcion&last végeztiink, és a
radioaktivitast folyadék-szcintillsciéval meghataroztuk.

B.2.4. Az interglikozida kétééi méd meghatdrozisa

A kiil6nb6z8 gliikézaminok kézétti kétés médjat a NaBDy-
gyel reduk&lt vegyiilet permetilezése, hidrolizise és az alditol-
acetat elkészitése utan hatirozzuk meg, az eldzdleg leirt
mbédszerek alkalmazas&ival [K. Stellner et al., Arch. Biochem.
Biophys., 155, 464-472 (1973) ], majd ezt kdvetd ?PC elemzéssel;
a redukalt vegylilet permetilezése utin kapott alditol-acet&atok

elektron-becsapddisos tomegspektrometriidjaval kapott adatok a
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2.5. abran 1athaték. Ez a vizsgdlat tette lehetdvé, hogy
azonositsuk azokat az aldol-acetétokat, amelyek tetrametilezve
vannak az 1, 2, 3 é&s 5-8s poziciéban (a spektrum) és a 2, 3, 4
és 6-o0s pozicidban (b spektrum), valamint tri-O-metilezve vannak
a 2, 3 é&s 6-os poziciéban (¢ spektrum), amelyek egy megfeleld
redukald glikkézaminbél szarmaznak, amely a 4-es és 6-os
poziciéban van helyettesitve, egy termindlis gliikézaminbdl, é&s
egy olyan gliikézaminbdl, amely az l-es és 2-es pozicidkban
tartalmaz kétéseket.

B.3. Témegspektrometria

B.3.1. Pozitiv FAB tdmegspektrometria

A vegylilet pozitiv FAB tdmegspektruma (4.1. abra,
szkennelés a 4000 m/z-t81 a 100-s m/z-ig (névleges témeg) egy
pszeudomolekularis iont mutat (M+H) ¥, mz=1103, ezt kiséri eqgy
natrium-tartalmG ion, amely megfelel az m/z=1125-8s értéknek.
Fragment-ionok megfigyelhetdk az m/z=1023 és 802-es értéknél,
amelyek megfelelnek a szulfat illetve NAcGikézamin-szulfat
vesztésnek. Az m/z=8-2 ion lebomlis&t MS-MS spektrometriaval
figyeljlik meg (4.2 &bra; B/E szkennelés), ami két glikozil-
fragmentet eredményez éz m/z=599 é&s 396 értéknél, a kiildnbdzd
monoszacharidok kdzdtti tdrést kévetden. Ez a két spektrum teszi
lehetdvé, hogy megallapitsunk egy linedris tetraszacharid
szerkezetet, amelynek a reduk&alé cukor részét egy szulfat
funkcids csoport helyettesiti, és a terminalis cukor pedig egy
Ci16:2 2zsirsavat tartalmaz. |

B.3.2. Negativ FAB témegspektrometria

Az m/2=1101-nél megfigyelt pszeudomolekuliris ion
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mellett a negativ FAB spektrum olyan fragmenteket is‘mutat,
amelyek a glikozid liregeknek tulajdonithaték. Ezeknek az
ionoknak az elemzése olyan szerkezeti k&vetkeztetésekre vezet,
amelyek hasonlitanak az eldzdkben leirtakhoz; 1&sd a 4.3 abrat,
amely a negativ FAB ionizaciséja tomegspektrumot mutatija,
hordozéként tioglicerint hasznalva.

B.4. NMR

B.4.1. 1H NMR &s proton homonukledris 2D-NMR (cCoS8Y)

Az 1H NMR é&s a COSY-NMR spektrumokra vonatkozé adatok
lehetdvé teszik, hogy az alabbi szerkezeti elemeket hatarozzuk
meg:

a) Az oldallanc az lH NMR-ben két kiildnbsza tipusi
vinil-protont mutat, ami megfelel két kettds kétésnek. Két
alacsony térerejd jel (delta = 5,95 ppm; 1H és delta = 6,80 ppm;
1H) egy olyan kettds k&téshez rendelhetd, amely a karbonil
funkciés csoporthoz van konjugédlva, és nagy kapcsolasi
allandéval rendelkeznek (J = 15 Hz), ami egy E konfiguraciéra
jellemzd; az 5.1. &bran lathaté az el18z8kben emlitett 1y NMR
spektrum; olddészerként CD30D-t hasznilunk, a haszn&lt frekvencia
300 MHz ("Bruker" berendezés). A lancon beliili kettds kétés két,
magneses szempontbél ekvivalens protonja egyetlen jelként
jelentkezik (delta = 5,35 ppm). Ennek a két kettds kétésnek a
protonja 2D-COSY-val egy sorozat korreldciét mutat a tdbbi
alifas protonnal, ami egy linedris lancra jellemzd; az 5.2 &bran
a COSY 1H homonuklearis 2D-NMR spektrumot l&thatjuk, amelyet
o0ldészerként CD3;0D-t haszndlva, 300 MHz frekvencian kaptunk

("Bruker" berendezés).
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b) Anomer protonok: a szacharid régidé cosy 1lu
homonukle&ris 2D-NMR spektrumat az 5.3. &bran 1atjuk; ez a
spektrum, amelyet oldészerként CD30D-t haszndlva, 300 MHz
frekvencian kaptunk ("Bruker" berendezés) azt mutatja a 3,4-t81
5,2 ppm-ig terjedd szacharid proton régidban, hogy 5 jelnek csak
egy korrel&ciéja van, amelyek az anomer protonokhoz rendelhetdk.
Tovabba, nincs olyan jel, amelyet egy vizzel képezett,
rezolvalatlan komplex maszkol, amit az is mutat, hogy ebben a
spektrum-régiéban nincs korrelscié. Ezek az anomer jelek
megfelelnek a B8 kdtések harom duplettjének (delta = 4,40-t&1
4,55 ppm-ig terjedd szakasz; 3H; J=8,5 Hz), valamint az a és B
formak anomer protonjainak tulajdonithaté két duplettnek
(delta(a) = 5,05 ppm; J=3,4 Hz &s delta(B) = 4,60 ppm; J=8,5
Hz) .

C) A gylQrtk protonjai: a szacharid gylriiket az acetamid
csoportok metil-jelei jellemzik, amelyek felhasadnak az
oligoszacharid szabad a« &s B formiinak egylitt létezése |
kévetkeztében (delta = 2,0-t61 2,15 ppm-ig, 6s; 9H). A gytird
tébbi protonja 3,2 és 3,9 ppm kéz6tt rezondl. Csak hirom jel
amelyek kevésbé vannak maszkolva, tulajdonithaté a szulfat-
csoport kdzelében talalhatéd hidrogénatomoknak. Ennek a hirom
jelnek 2D-coOSY-val megfigyelt korrelacids médja (5.3. &bra)
jellemzd az 5-8s és 6-os protonokra (H5/H6b, H5/H6a és Hé6a/H6b
korrelacié). Ez az eredmény teszi lehetdvé, hogy a szulfat
funkciés Csoportot a 6-os poziciéban helyezziik el.

B.4.2. 13¢c NMr

A proton-szétcsatolt 13Cc NMR spektrum kill3nbszd jeleinek
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a hozzarendelése (5.4. abra) lehetdvé tette, hogy megerdsitsiik
egy kettds telitetlenséget tartalmazd zsirsav-l4nc jelenlétét, a
gliiké6zaminok kdzétti B 1-4 kétés jelenlétét valamint a
szulfatnak a 6-os poziciéban valsd létét az alabbi elemek
alapjan: az 5.4 &bra mutatja az 50,4 MHz-n&l kapott 13c NMR
spektrumot ("Bruker" berendezés), oldészerként Dy-t hasznélva:

a) Zsirsav-lanc: az oldall&nc szénatomjainak (C,-td1
Ci16-1g) kémiai eltolédasai egy olyan zsirsavra jellemzdk,
amelyek egy konjugdlt kettds kotést tartalmaznak (C, és C3;
delta = 125 é&s 155 ppm), valamint egy belsd kettds kotést (Co és
Ci10, delta = 133 ppm).

b) Anomer szenek: €gy nagyon erds jel (delta = 103,7
ppm), amely a nem-reduk&ld monoszacharidok anomer szénatomjaihoz
rendelhetd hozza, egy olyan kémiai eltolddast mutat, amely
hasonlit a NAcGlc metil-gliikopiranozid C; szénatomjanak kémiai
eltolédassdhoz. Két alacsonyabb intenzit&sG jel az ebben a két
szabad anomer formaban megjelend redukald gliikdézamin C1
csoportjihoz rendelhetd hozza (deltaCy,=93,1 ppm és
deltaC;8=97,8 ppm).

¢) Gyfrf: az irodalmi adatokbsl tudjuk, hogy a kiilénbdz&
jelek hozz&djarulssa vezet a 8 1-4 kdtésnek a megerdsitéséhez
ebben a tetraszacharidban. Ezt a hozzajarulast bonyolitja eqgy
Szeparaldédds, a redukalé gliikézamin szénatomjainak két
jelcsoportjara. A szulfat funkcidés csoportnak a 6-os poziciéban
vald meglétét a 6-os szénatom megfigyelt maszkolas-nélkiilisége

okozza, ami ezt a funkcids csoportot hordozza (delta Ce-1=68,7

ppm) .
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2. Példa: A NoARM-1 faktor biolégiai aktivit&sinak
kimutatisa

A biolégiai aktivitasokat a k&vetkezdképpen mutattuk ki:

(i) a gyokérszdrok blikk6nydn megfigyelt deformaciéjsnak
specifikus aktivitasan keresztiil (Had) [Zaat et al.  Journal of
Bacteriology, 169, 3388-3391],

(ii) a lucerna gyoSkérszdrdk deformaciéj&nak és
eligazasinak specifikus aktivitas tesztjével [Faucher et al.,
Journal of Bacterlology, 170, 5489-5499; Faucher et al., Molec.
Plant~Microbe Interact., 2, 291-300 (1989)], bizonyitva ezzel,
hogy a talalmany szerinti vegyiilet egy névény-specifikus

szimbiotikus jel, amelynek a termelése a nod gének szabédlyoz4&sa

alatt 3a11.

Tények:

1) Harom kiilénbszd tipusG, eltérsd fizikai-kémiai
tulajdonsagokon alapuld tisztitasi eljaras, példaul ioncsere,
gélszlirés, és forditott fazisag kromatografia, ut&n abszolit
korrelacis figyelhets meg minden esetben ennek a molekulénak a
jelenléte - amit a HPLC profillal, tomegspektrometrisval és 1y
NMR spektrometrisval jellemezhetiink - és a lucernara gyakorolt
specifikus Had aktivitasa kozoétt;

2) A nod gének aktivitas&nak ndvekedése, akir a
transzkripcié indukciéjéval, akar ezen gének képiaszamanak
nﬁvelésével, korrelaciéban van a molekula termelddésének
n6vekedésével, mikdzben eqgy Tns transzpozon beéplilése

kdvetkeztében fellépd mutacis a nodA vagy nodcC génekben a
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termelddésének elnyomasat eredményezi;

3) a NodRm-1 vegyiilet biolégiai aktivitasa, amint azt a
gyokérszdrdk elagazisanak biolégiai vizsg&dlataval meghat&roztuk,
nagyon magas és specifikus.

Egy NodRm-1 oldat 1078-10-10 nol/1 koncentrscis-
tartomdnyban eldidézi a Had reakcidkat lucernaban, egy homolég
gazdaban, de biikkényben nem, ami egy heterolég gazdaszervezet. A
NodRm-1 vegylilet (1l&4sd a II. a4ltal&nos képletet) aktiv marad a
lucernara 10711 mol/1 koncentr&ciéban is.
| Az 1H NMR spektrum a NodRM-1 vegylilet minimum 95%-os
tisztasagat mutatja (lasd az 5.1. abrat).

Egy aromds magot tartalmazéd molekuldk, ami jellemzd a
ndévényi hormonokra, példaul az auxinra és a citokininre, nem
mutathatd ki az aktiv frakciéban. Ennek kévetkeztében a
lehetséges hormon szennyezddések 1012 mo1/1 koncentraciénal
kisebb mennyiségben kell hogy jelen legyenek, azaz k&riilbeliil
egymilliészor kisebb koncentraciéban, mint az a hatar-
koncentracié (10-7 mol/1l), aminél ezek a hormonok hatni kezde-
nek, ha exogén Gton adjuk be Bket, ezzel jelezve azt, hogy a
megfigyelt hat&s nem tulajdonithaté az ilyen Szennyez&déseknek.

A gazda-specifikus génekben érintett Rhizobium meliloti
mutansok abszolGt korrelaciédt mutatnak az €13 Rhizobium sejtek
szimbiotikus tulajdonssga és steril fellilGsz6k Had bioesszében
mutatott specifitisa k&zstt, jelezve ezzel, hogy a Nod jelek a
specifikus fertdzés és nodulicid indukciéjaban vesznek részt.

A NodRM-1 vegyiilet mind nagyon magas biolégiai

aktivitast, mind nagyon magas specifitdst mutat. Tény az, hogy
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olyan reakciékat okoz, amelyek a gazdandvényben 10-12 mol/1l
koncentraciénal mar kimutathaték, mig az ismert névényi
hormonok, péld&ul az auxinok és citokininek ennél lényegesen
magasabb koncentr&ciéban hatnak (10=7-10-8 mol/l). Masrészt
pedig a "kierdszakolé" tipusG oligoszacharidok, amelyeket a
szakirodalomban mar leirtak, &s amelyek alacsony koncentraiciédban
(1079 mol/1) hatnak, nem specifikusak, mig a talalmany szerinti
NodRm-1 szigndl molekula nagyon specifikus hatasG: mik®&zben hat
a lucernidra, egy homolég névényre 10-12 mol/1l koncentraciéban,
inaktiv marad egy nem-gazdanévényen, példdul a biikkdnyén, még
10~8 mol/1 koncentré&cidban is. Tehat eld4allit a molekula 4j és
fontos tulajdonsagokkal rendelkezik a novényekre gyakorolt
hatasat illetden.

A baktériumok tavollétében és alacsony koncentraciéban
(10"7-10"9 mol/1) a NodRm-1 szigndl-molekula sz&mos mitotikus
osztddast okoz a lucerna gyokér-kortexében: ennélfogva a NodRm-1
magas mitotikus aktivitdssal rendelkezik.

A baktériumok t&vollétében és alacsony koncentraciéban
(1077-10"9 mol/1) a NodRm-1 szigndl-molekula giimdképz&dést okoz
a lucerna-gybkereken, amely gliimdk a szimbiotikus baktériumok
adltal okozott lucerna giimdk ontolégiai, morfolégiai é&s anatémiai
jellemz8it mutatj&k. A NodRm-1 teh&t organogenetikus haté&ssal
van a lucerna gydkereire.

A baktériumok tavollétében és nagyon alacsony
koncentraciéban (10-9-10-12 mol/1) a NodRm-1 a lucerna
gyokérszarok deformacidéjat okozza, és a Leguminosak szimbiotikus

génjeinek az Atirasat. Ugyanezekben a dézisokban Rhizobium
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meliloti jelenlétében, a NodRm-1 vegylilet hozziadasa a fertdzés
és a gydkérgiimdk képzddésének felgyorsulasat okozza. Ennek a
Leguminosakhoz vald hozzaadasa, péld4aul dgy, hogy a vetéssel
egyiddben bevonjuk vele a magvakat, felgyorsitja a giimdképzddést
és a nitrogénkdtés létrejottét.

Fontos azt kihangstlyozni, hogy ez az elsd eset, amikor
szulfatalt hexézaminok oligomerjeit izolaltak egy baktériumbél.
Szulfatdlt cukrokat izol&ltak dllatokbb6l, de ezeket sem nem
mutattdk ki sem nem izolaltsk, sem névényekbdl sem
baktériumokbél.

Tovabba, a jelen talalmény szerinti szulfatilt és
acilezett hexdézamin oligomerek jelentds biolégiai aktivitassal
rendelkeznek, amennyiben végtelenilil kis dézisban is van
aktivitasuk; valéjaban legaldbb 100 000-szer aktivabbak minta
novényi hormonok. Az ilyen kis dézisban ilyen aktivitéassal
rendelkezd természetes anyagok alkalmazésat eddig nem javasoltak
a névények vilagaban. Ez a nagyon jelentds aktivit&s azt
sugallja, hogy a taldlmany szerinti vegylileteknek erds affinita-
suk van bizonyos receptorokhoz - ez egy olyan affinitas, ami
lényegesen magasabb, mint az eddig leirt termékeké, beleértve a
névényi hormonokat is. Azok a receptorok, amelyeknek cukrokra
van nagy affinitasuk, &ltalaban glikoprotein, f&leg lektin
szerkezetlek; ilyen receptorok mégis léteznek az dllatvilagban;
a talalmany szerinti anyagokat ezért Ggy kell tekinteni, mint
amelyek képesek fontos terapias aktivitésok hordozdi lenni.
Pontosabban a taldlminy szerinti adgens alkalmas t&bbek k&zdtt

arra is, hogy emberben és az dllatokban serkentse a patogénekkel
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szembeni védekezd mechanizmusokat.

3. Példa Az Ac-NodRm-1 és Ac-NodRm-3 anyagok
eldéllitdsé&ra Rhizobium meliloti tenyészet feliilasz6jabél valé
tisztitdassal

A. A végygletek tisztitasa

Abban az esetben, ha a "tGltermelést" okozdé pGMI1l49-es
pPlazmid helyett a pMH682 plazmidot juttatjuk be a Rhizobium
meliloti 2011-es tdrzsbe, amely plazmid csak a syrM/NodD3
szabalyozd génpart tartalmazza, akkor az &ltalinos és specifikus
nod gének transzkripciéjinak erds emelkedését kapjuk, valamint a
termelt Nod faktorok mennyisége is megemelkedik. Egy ilyen térzs
feliilGszéjanak butanolos kivonata, HPLC kromatografiaval vald
frakciondlds utdn a Rhizobium meliloti 2011 (pGMI1l49)-es tdérzs
kivonatatél eltérs profilt mutat, ami arra utal, hogy Gj anyagok
keletkeztek.

B. A vegyliletek szerkezetének meghatérozasa

1. Tisztitas

A vegylileteket az 1. pé&ldaban leirtak alapjan
tisztitjuk. A végsd forditott fazisG analitikai HPLC
kromatografias lépés teszi lehetdvé, hogy az Ac-NodRm-1
vegyliletet elvalasszuk az Ac-NodRM-3 vegylilettdl.

2. Szerkezeti vizsg&dlatok

2.1. Az Ac-NodRm-1 vegyiilet szerkezete

2.1.1. Nétrium-métanoléttal vald kezelés
Natrium-metanolattal kezelve az Ac-NodRm-1 NodRm-1-gyé

alakul, amelynek szerkezetét az 1. példaban leirtak alapjan
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hatarozzuk meg.

2.1.2. Tomegspektrometria

Az Ac-NodRm-1 vegyiilet pozitiv FAB tomegspektruma (6A.
abra) egy protonalt molekula-iont mutat m/2=1145 értéknél,
valamint az (M+Na)*t iont m/z=1167 értéknél és az (M+2Na-H)* iont
m/z=1189 értéknél. A protondlt molekula-ion leboml&sa MS/MS
spektrometridval (6B. &bra: B/E scan) eredményezi az m/z=1065,
m/z=844, m/2=641 és m/z=438-as fragment ionokat. Az m/z=1065 és
m/z-884 értékeknél megfigyelhetd fragment ionok az SO3 valamint
az N-acetil-D-gliikézamin elvesztésének tulajdonithaték. Az
m/z=641 és m/z=438 értéknél kapott fragmentek megfelelnek az
interglikozid k&tések tdrésekor kapott glikozilium ionoknak. Ez
a két spektrum azt mutatija, hogy az Ac-NodRm-1 vegyiilet csak
abban kililénbézik a NodRm-1 vegylilettdl, hogy egy acetat
Csoportot tartalmaz a nem-redukilé terminilis gliik6ézaminon.

2.1.3. 1H NMR

Az Ac-NodRm-1 vegylilet 1H NMR spektruma teszi lehet&vé,
hogy az 1. példdban leirt szerkezeti elemeket meghatarozzuk
(B.4.1. pont) a NodRm-1 vegylletre.

(1) két kettds-kdtés, az egyik konjugélt, E
konfiguracidja;

(ii) anomer jelek, a B k&tésre jellemzdek;

(iii) a 6-os poziciéban levd szulfat csoportra jellemzd
jelek.

Eméllett két jel (delta = 4,16 ppm és delta = 4,46 ppm),
amely hi&nyzik a NodRm-1 vegyiilet spektrumébbél é&s O-dezacetile-

zés utén eltdnik, teszi lehetdvé, hogy az acetat csoportot a
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nem-redukaldé termindlis cukor 6-os poziciéjdban helyezziik el.

2.2. Az Ac-NodRm-3 vegylilet szerkezete

Az Ac-NodRm-3 vegyililet szerkezetét pozitiv FAB
spektrometriival hatarozzuk meg (&bra). Egy protonalt molekula-
ion figyelhetd meg m/z=1348 értéknél, valamint n&trium-tartalmd
ionok (M+Na)* m/z= 1370 értéknél illetve (M+2Na-H)* m/z=1392
értéknél. Az m/z=1268 é&s m/z=1047 értéknél megfigyelt ionok az
803 vesztésnek, valamint az (M+H)*-bél vald N-acetilgliikézamin-
szulfatnak tulajdonithaték. Az m/z2=844, m/z=641 és m/z=438 ionok
az interglikozidos hasitasbél sz&armazd glikozilium ionoknak
tulajdonithaték. Ez a spektrum azt mutatja, hogy az Ac-NodRm-3:

(i) 6t D-gliikézamin sz&rmazék linedris l&ncat
tartalmazza;

(ii) tartalmaz egy duplan telitetlen, 16 szénatombdl és
egy O-acetat csoportbbél 4116 N-acil lancot a nem-redukalédé
termindlis gliikézamin csoporton;

(iii) egy szulfat funkcionalis csoportot tartalmaz a
redukald N-acetil-D-gliikézamin csoporton.

Az Ac-NodRm-3 vegyiiletet exokitinizzal (Stréptococcus
griseusbdl extrah&alt, Sigma) inkub&lva els&sorban egy N-acetil-
D-gliik6zamin és N-acil-O-acetil-D-gliikézamin dimer szabadul fel,
ami azt mutatja, hogy az elsd harom N-acetil-D-gliikézamin
kSz6tti kotés B-1,4 tipusd. Az Ac-NodRm-3 endokitinazzal
(szintén Streptococcus griseus-bél extrahalva, Boehringer)
emésztve N-acil-O-acetil-D-gliik6zamint kapunk, ami arra utal,

hogy a nem-reduk&lé termin&lis csoport is B-1,4 tipusid kétéssel
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kétodik.

4. Példa - NA faktorok eldallitésa egy Rhizobium
lequminosarum biovar viciae tenyész1ébdl

A. A Nod faktorok eldsllitisa

Az eurdpai orszagokban a fehérjében gazdag ndvények,
Ggymint a borsé és a szanté6fsldi bab termesztése sokat fejlsdstt
az utoébbi években. A feltalilék ezért azt vizsgdljak, hogy
miként termeli a Rhizobium leguminosarum b.v. viciae, ami
ezeknek a fehérjében gazdag névényeknek a szimbiotikus
baktériuma, a Nod faktort.

A feltaldlék bejuttattdk a p1J1089 plazmidot a Rhizobium
leguminosarum 248-as t6rzsbe, azzal a céllal, hogy ezeknek a
jeleknek a termelésében ndvekedést idézzenek eld. Ez a plazmid,
amely a pLAFR1 vektorbél szarmazik, a Rhizobium lequminosarum
teljes Nod régi6jat tartalmazza, azaz a nodD, nodABCIJ, nodFEL,
nodMNT, nodO operonokat (Downie et al., EMBO J., 2, 947-952
(1983)].

A 248-as tdrzset (p1J1089) ugyanabban a tiptalajban
tenyésztjiik mint a Rhizobium meliloti—t, de a nod gének
transzkripciéjanak indukcidéjara luteolin helyett egy flavanont,
naringenint haszniltunk. A nod gének indukciéja utén a tenyészet
fellillGsz6ja nagy aktivitast mutat egy megfeleld biikkényfajta
(Vicia sativa subsp. nigra) gytkérszéreinek deformacidéjara. Ez
az aktivitds nem mutathaté ki a Rhizobium leguminosarum 248-as
torzs felililGszdjaban, amely a nodABC &ltalanos génekben muticiét

tartalmaz.
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B. Tisztitas

A Nod vegyilileteket a tenyész1ébsl extrah&ljuk, az 1.
Pé€ldéaban leirtak alapjan (B.1.1.1). A kivonatot fagyasztva
szaritjuk, majd forditott fizisg HPLC-vel kromatograf&ljuk, az
1. példaban leirtak alapjén (B.1.2.). A Nod vegylileteket ezutin
€gy Sep-Pak QMA td8lteten tisztitjuk (waters Millipore) acetat

formaban. A vegyilileteket 5 ml abszolat etanollal tisztitjuk.

C. A szerkezet meghatirozasa

A pozitiv FAB tdmegspektrum f6leg harom protonalt
molekulaiont mutat m/z=1067, m/z=1069 é&s m/2z=1095 é&rtékeknél,
ezeket kisérik a megfeleld natrium-tartalmd ionok (M+Na) +
m/z=1089, m/z=1091 é&s m/z=1117 értékeknél. Az ion elbomlasa
MS/MS spektrometriaval m/z=1089 értéknél (m/2=1091 és m/z2=1117)
adja az m/z=868 értéknél a fragment ionokat (m/z=870 é&s
m/z=869), valamint m/2=665-nél (m/z=667 &s m/2=693) és m/z=462-
nél (m/z=464 és m/z=490) is a fragment ionokat. Ezeket az
ionokat interglikozidos térések kdvetkeztében kapjuk, az ezt
kévetd 203-as fragment-vesztéssel egylitt, ami megfelel egy N-
acetil-gliikézamin csoportnak. Ezek a spektrumok azt mutatjék,.
hogy a Nodri vegyliletek N-acetil-hexézaminok line&ris 1&anc4bél
allnak. Az m/z=462, 464 &s 490 ionok a kiilénboz8képpen N-
acilezett O-acetil-hexézaminok.

A nem-redukilé terminilis Csoportokon levd zsirsavak
elemzését GC/MS mbédszerrel végezziik, a B.2.2. pontban leirt
eljarassal végzett szappanositas ut&an. Ez a vizsgalat tette

lehetdvé, hogy az alabbi, tdlnyoméd tobbségben levd zsirsavakat
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azonositsuk: Cig:2, C15:1 &s Cyg:1.

Amint az a fentiekbdl nyilvanvalé, a taldlmanyt a
legkevésbé sem korlatozzak a kiildnbdzd megvaldésitasi médok és
alkalmazasok, amelyeket éppen az eldz8ekben irtunk le; ezzel
ellentétben, a taldlmény az 8sszes olyan variénsra vonatkozik,
amely egy, a szakteriileten j&rtas szakember sz&mara
elképzelhetd, anélkiil, hogy a jelen taladlmény oltalmi kérétdl

eltérnénk.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaréas egy lipo-oligoszacharid vagy lipo-
oligoszacharidok keverékének alkalmaz&sadra a Rhizobiumok Nod
faktorainak tulajdonsagaival rendelkezd termékek eldallitasara.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az emlitett lipo-oligoszacharidokat névény-specifikus
szimbiotikus jelekként haszndljuk, amely képes arra, hogy
névelje a baktériumoknak arra a gazdandvényre vonatkozé
fertdzési képességét, amellyel egylitt &1, és/vagy felgyorsitsa a
glim8k képzddését azon a gazdandvényen amellyel egylitt &1,
és/vagy indukilja a Leguminosak szimbiotikus génjeinek
transzkripci6jat.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti elj&ras, azzal
jellemezve, hogy az emlitett lipo-oligoszacharid &ltalinos
szerkezete egy hexdézamin oligomer, amelyhek nem-redukald
termindlis hexézaminja egy zsirsavval N-szubsztitualva van.

4. az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljéras, azzal
jellemezve, hogy az emlitett lipo-oligoszacharid &1tal&nos
szerkezete egy hexézamin oligomer, amelynek nem-redukilé
termindlis hexézaminja egy legalébb 12 szénatomot tartalmazé
zsirsavval N-szubsztitudlva van.

5. Lipo-oligoszacharid, azzal jellemezve, hogy
Szerkezete a I 4ltaléanos képlettel irhaté 1le, amelyben

- G jelentése egy kiilénboz8képpen szpbsztituélt
hexézamin, péld4aul a nitrogénatomon acetil-csoporttal, szuifét-
Csoporttal, egy acetil-csoporttal és/vagy egy éter-csoporttal az

egyik oxigénen;
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= R3, Ry, R3, R5, Rg és R; jelentése lehet azonos vagy
kiil6nb6zd, lehet hidrogénatom, CH3-CO-, CXHYCO-csoport, amelyben
X értéke 0 &s 17 kdzdtti egész szam, Yy értéke 1 és 35 kdzétti
egész sza&m, illetve barmely mas acil-csoport, péld&ul karbamil-
csoport;

- R4 Jjelentése egy egyszeres, kétszeres vagy haromszoros
telitetlenséggel rendelkezd alif4s szénatom, amely legal&bb 12
szénatomot tartalmaz, és

- n értéke 1 és 4 kdzdtti egész szam.

6. Az 5. igénypont szerinti lipo-oligoszacharid, azzal
jellemezve, hogy G jelentése:

- Rhizobium meliloti-ban egy N-acetil-D-gliikézamin-6
szulfat;

- Rhizobium leguminosarum b.v. viciae-ben egy N-acetil-
D-gliik6zamin.

7. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti lipo-oligoszacha-
rid, azzal jellemezve, hogy szerkezete a II dltalanos képlettel
irhaté le, amelyben R jelentése hidrogénatom vagy CH;CO-
csoport, n értéke pedig 2 vagy 3.

8. Eljérés‘az 5-7. igénypontok barmelyike szerinti
lipo-oligoszacharidok eld4allitéasara, azzal jellemezve, hogy az
eljarast az alabbi csoportbél valasztjuk: kiindulasi anyagként
Rhizobium tenyészet feliilGszékat haszndlunk tisztité&si
eljarasokhoz, rutin eljarasokat alkalmazunk, amelyekben
szekvencidlis vagy konvergens ézintéziseket vagy folyamatokat
haszndlunk az emlitett anyagok eldallit&sara génsebészeti

médszerekkel, kiinduldsi anyagként a Rhizobium Ccsaladba tartozé
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mikroorganizmusokba klénozott nod géneket haszndlva kiindulasi
anyagokként, vagy mds médon, opciondlisan egy megfeleld
promoter szabdlyozasa alatt és/vagy szabdlyozé gének
jelenlétében, amelyeket a megfeleld mutagenezisnek vetettiink
ala.

9. Eljaras az 5-7. igénypontok barmelyike szerinti
lipo-oligoszacharid eldallitasara tisztitassal, azzal
jellemezve, hogy az elsd lépésben egy kl1lé6noz&sbdl szarmazd
rekombindns plazmidot &llitunk eld oly médon hogy egy Rhizobium
baktériumban, vagy barmely m&s baktériumban szaporodni képes
plazmidba klénozunk

(1) vagy egy olyan fragmentet, amely &ltal&inos és
specifikus nod géneket tartalmaz, valamint az adott Rhizobium
baktérium szabalyozé génjeit, vagy

(2) vagy a nod gének expresszibjaért felelds szabalyozé
géneket.

A Rhizobium baktériumokat, illetve barmely mas
baktériumot ezuté&n agy médositjuk, hogy az emlitett rekombinans
Plazmidot bejuttatjuk a sejtekbe, hogy ezzel egy olyan muténs
térzset kapjunk, amely nagy mennyiségben tGltermeli a Nod
faktorokat és az emlitett mutans torzset egy megfeleld
taptalajon tenyésztjiik; a misodik lépésben a tenyészet
fellilGsz6jat kinyerjiik, majd alkalmas alacsony szénatomszAamG
alkohollal tisztitjuk, vagy szilard-folyadék extrakciéval és az
extrakciés maradék forditott f&zisG HPLC kromatografiijaval
tisztitjuk, illetve gél-perme&cids kromatogréafidval, ioncseréld

kromatografiaval és egy forditott fazisd analitikai HPLC
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kromatografigval.

10. A 9. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemezve,
hogy a Nod faktor tGltermelését k6dolé plazmidot a Rhizobium
baktériumoknak egy exopoliszacharidot nem termeld mut&nsaba
juttatjuk be.

11. Eljaras az 5-7. igénypontok barmelyike szerinti
lipo-oligoszacharidok eldallitéasara, azzal jellemezve, hogy
kiindulasi anyagként a Rhizobium baktériumoknak egy, a Nod
faktorokat nagy mennyiségben termeld vad tdrzsét hasznaljuk, az
emlitett térzset egy megfeleld taptalajban tenyésztjik, majd a
tenyészet feliilisz6t kinyerjiik, és a 9. igénypont szerinti
eljaras 2. lépése szerint tisztitjuk.

12. Novények kezelésére alkalmas hatbéanyag,azzal
jellemezve, hogy aktiv komponense eqgy, az 5-7. igénypontok
barmelyike szerinti lipo-oligoszacharid.

13. A 12. igénypont szerinti, névények kezelésére
alkalmas hatdanyag, azzal jellemezve, hogy az aktiv hatéanyag
1076-10-14 mol/1 koncentracisdban van jelen.

14. Emberben &s &llatokban aktiv ter&pias hatéanyag,
azzal jellemezve, hogy az aktiv komponense egy, az 5-7;
igénypontok barmelyike szerinti lipo-oligoszacharid.

15. A 14. igénypont szerinti teré4piéas hatbéanyag, azzal
jellemezve, hogy egy készitményben 10-5-10-8 mol/1

koncentraciéban van jelen.
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