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ROVIDITESEK JEGYZEKE

bp bazispar

BSA bovine serum albumin

CCD charge-coupled device

CMOS complementary metal-oxide—semiconductor
Da dalton

DDM n-dodecil-B-D-maltozid

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
DTT dithiothreitol

EM elektronmikroszkop

ESI-MS Electrospray lonisation Mass Spectrometry
FEG Field emission gun

GST glutation-s-transzferaz

GuC gulopiranozil-(p1-1)-caldarchaeol

GuCGp gulopiranozil-(p1-1)-caldarchaetidilglicerol
hmm Hidden Markov model

IPTG isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
KMV kloroform:metanol:viz

LB Luria-Bertrani

LC liquid chromatography

LLTP large lipid transfer protein

MALDI Matrix-assisted laser desorption/ionization
MBP maltozkotd fehérje

MK menakinon
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NMR nuclear magnetic resonance
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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A mikroorganizmusok hatasa a biologia €s biotechnoldgia fejlodésére mindig is meghatarozé
jelentéséggel birt. A benniik lezajlé biokémiai és genetikai folyamatok nyomonkovetésére és
manipulalasara kifejlesztett technologiai megoldasok mostanra szamos esetben megoldast
kinalnak a mikroorganizmusokban rejld, az emberiség szamara potencialisan elényds lehet6ségek
megismerésére ¢s kiaknazasara. Ezt nagymértékben megkdnnyitette a mikroorganizmus torzsek
azonositasdhoz ¢és egymashoz viszonyitott evolicids rokonsagi fokanak megallapitdsdhoz
kidolgozott riboszomalis RNS szekvencia alapi modszer, mely sokkal megbizhatobbnak
bizonyult, mint a korabban alkalmazott morfologiai és kémiai alapu eljarasok. A riboszomalis
RNS szekvenciak 6sszehasonlitisa vezetett ahhoz a felismeréshez, hogy a prokariotak egy sajatos
tulajdonsagokkal rendelkez6 csoportja egy teljesen eltérd evolacios fejlédési utat jart be. Indokolt
volt tehat egy Uj, a leszarmazasi viszonyokat el6térbe helyezo, atfogd rendszer kialakitasa. Carl
Woese 1977-ben a rendelkezésre allo riboszomalis RNS szekvenciak és molekularis biologiai
bizonyitékok alapjan javasolta az ¢l6vilag rendszerének felosztasat harom (Archaea, Bacteria és
Eucarya) doménre. Az Archaea domén Onallésagat harom tulajdonsag indokolta: a sejtmag
hianya, a sejtmembrant alkotd izoprenoid glicerol-diéter és diglicerol-tetraéter lipidek thlsulya,
valamint az archaedkra jellemz6 riboszomalis RNS szekvencia és masodlagos szerkezet (Woese,
Kandler és Wheelis, 1990).

Az archaea fajok molekularis fiziologiajarol az eddigi ismeretek alapjan elmondhatd, hogy a
genomszervezOdés szintjén a prokariotdkkal mutathatdé ki nagymértékii hasonldsag, mig a
transzkripciohoz, illetve a ,magasabb-informacio” feldolgozd szintekhez  kothetd
enzimrendszerek az eukariotakhoz allnak kozelebb (Spang és mtsai., 2015). Genomméretiik az
eukariotakéhoz viszonyitva Kicsi, valamint jellemzd, hogy az ide tartozo fajok gyakran extrém
¢lohelyeket foglalnak el, egyedi adaptaciokkal alkalmazkodva kiilonféle sz€lsdséges kornyezeti
feltételekhez.

Felfedezésiiket kovetd évtizedekben az archaeak népszeriisége fokozatosan ndtt, mara tobb
modellrendszer alapjat képezik. Felépitésiik kiméra jellegébdl adodoan altaluk jol modellezhetd
szamos prokariota és eukariota sejtszintli folyamat, a kiilonallé evoltcids fejloddési utvonaluknak
koszonhetden pedig az extremofil fajok a legkordbbi evollicios 1épések megértéséhez
szolgaltathatnak informdciot. Szintén jelentds a nagyrészt extrém éléhelyekhez alkalmazkodott
archaea fajok hatasa a biotechnologiai eljarasokra, az altaluk termelt enzimek aktivak maradhatnak
sz¢lsOséges kornyezeti feltételek mellett is, ami az egyes technoldgidk hatékonyséagat jelentds

mértékben novelheti.



A 70-es és 80-as években a martinsriedi Max Planck Intézet Molekularis Biologia Osztalyan
extrém halofilek és acidofilek DNS fiiggd RNS polimerazaval foglalkoz6 Wolfram Zillig és Karl
Stetter az elsdk kozott kapcsolodtak be az archaeak kutatasaba. Mostanra az archaeéak a képalkoto
eljarasok technikai fejlédése nyoman kialakulé modern struktarbioldgia kedvelt kisérleti alanyai
lettek, az intézet Struktarbiologiai Osztalyan folyod, archaeakkal foglalkozé kutatasi programok
egyike a ho- és savkedveld Thermoplasma acidophilum belsé 3D szerkezetének feltérképezését
tizte ki célul. A T. acidophilum tobb olyan tulajdonsaggal is rendelkezik, melyek az
elektronmikroszkopos kisérletek idealis modellszervezetévé teszik. Az egyik ilyen tulajdonsag az
elektronok szamara athatolhat6 kis sejtméret, mely a fehérjék in vivo szerkezetének vizualizacidjat
jelentdsen megkonnyiti. A sejtek masik sajatossaga az 1/3-ad részben eukariota fehérje
homologokat koddold genom, ami eukaridtakban is el6forduld fehérjekomplexek tobbek kdzott a
proteaszoma, szerkezetének egyre pontosabb feltérképezését teszi lehetévé. A 3D leképezéshez
alkalmazott  krio-elektronmikroszkopos tomografia alapjat a sikeresen végrehajtott
genomszekvendldsi és proteomikai projektek alkottak. A képalkotds eredményeként kapott
elektronmikroszkopos tomogramokon atlagosan 50 nm atméréji, gomb alaku, intracellularis
testek valtak lathatova. Az ezt kovetd kisérletek kimutattak, hogy a sejtekbdl izolalt gomb alaku

sejtalkotok egyedi modon féként menakinonokbdl és fehérjékbdl allnak.

A doktori munka elsédleges céljai a kovetkezok voltak:

- a testeket alkotd anyagok azonositasa biokémiai modszerekkel,

- a testek felépitésének meghatarozasa elektronmikroszkopos vizsgalati modszerekkel,
- a testek mennyiségi viszonyait befolyasold kornyezeti feltételek (hémérséklet, pH,...stb.)

meghatarozasa.

A Kkisérletes munka soran az izolalt Thermoplasma fehérjék az alkalmazott koriilmények kozott
kicsapodasra hajlamosnak mutatkoztak, ezért masodlagos feladatként egy olyan fuzids
fehérjepartner keresését tliztiik ki, amely valtozatos kémiai koriilmények mellett képes oldatban
tartani a célfehérjéket, ami a tovabbi kisérletek egyik fontos feltétele volt.

A kisérletekhez a T. acidophilum proteom analizise soran harom rendkiviil szolubilisnek
mutatkozo, kisméretii, kifelé semleges toltést mutatd fehérjét valasztottunk ki. Az aminosav
szekvencia-adatbazisok alapjan ezek ubiquitin szerti fehérjék, melyek az archaeakban altalanosan
eléforduldé SAMP (ubigiutin-like small archaeal modifier protein) alcsaladba tartoznak.

Bizonyos kisérletek végrehajtasdhoz, mint példaul egyes fehérjék kristalyositasa, sziikséges a

szolubilitast fokozo fehérje partnerek eltavolitasa, aminek leghatékonyabb maédja, ha egy proteaz



képes a partner specifikus eltavolitasara/levagasara. A Hvo_2619 kod jeli Haloferax SAMP
kompatibilis a JAB1/MPN/Mov34 metalloproteazzal és ennek segitségével levaghato a fehérje
partnerérdl (Hepowit és mtsai., 2012).

Ezek alapjan az alabbi feladatokat tiiztiik ki célul:

- potencialis szolubilizal6 fzids partnerek, SAMP-ok tesztelése kiilonos tekintettel hidegtiird
fajokbol szarmazoé fehérjékre, hogy a proteolitikus hasitast alacsony hémérsékleten tudjuk
Kivitelezni.

- a SAMP-ok oldhatosagra gyakorolt hatasat 6sszehasonlitani a kereskedelmi forgalomban
kaphato ¢€s széles korben hasznalt szolubilizald fehérjepartnerekkel.

- megvizsgalni a megfeleldé hatdsfoki SAMP-ok célfehérjérél valdo enzimatikus

eltavolitasanak lehetdségeit.

A Thermoplasma sejtek citoplazmajaban talalt kinontesteket eddig mas archaeakbol nem mutattak
ki, szerepiik tisztazasa fényt derithet az extremofilekre jellemz6 eddig ismeretlen adaptacios
mechanizmusokra, melyek a szélsGségesen savas és magas hémérsékleti kornyezetben vald
tuléléshez sziikségesek. A megszerzett ismeretek a késObbiekben akar specialis biotechnologiai
problémdkra is megoldast jelenthetnek, mint példaul az extrém koriilmények mellett torténd
fehérje expresszio, vagy a biotechnologiaban hasznalt mikroorganizmusok felruhazéasa uj

képességekkel.

A masodlagos célként kitlizott, biotechnologiai jellegii fejlesztés jelentds szerephez juthat olyan
tudomanyos projektekben, akar alapkutatas akar biotechnologiai gyakorlati szinten, ahol a nehezen

tisztithatd fehérjék eldallitasa eddig megoldhatatlan feladat elé allitotta a kutatokat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Az archaeak evolucios jelentésége

A jelenleg uralkodd nézdpont szerint az €él6vilagot 3 doménre, a baktériumok, az archaeak ¢s az
ceukariotdk doménjére osztjuk (1. ABRA). Citologiai sajatossagok alapjan a baktériumok és az
archaeak egyszeri felépitéstiek, mig az cukariotak nagyfoku komplexitassal rendelkeznek
(Embley és Martin, 2006). Az élovilag Carl Woese szerinti felosztasat és a kiilonallo Archaea
domén létrehozasat kovetéen az archaeakat gyakran az Eukariotak éseinek tekintették (Woese,
Kandler és Wheelis, 1990). Ezt a megkdzelitést tobb kisérletes eredmény is alatamasztja, a két
domén kozotti rokoni kapcsolat egyik fontos eleme a transzkripcios rendszerek nagyfoku
hasonlésaga (Piihler és mtsai., 1989). Genomszekvenciak alapjan ez a hasonlosag méginkabb

I

meggy6z6 (Rivera és mtsai., 1998).
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1.ABRA Az él6vilag sematikus, leszarmazasi viszonyokon alapulé felosztasa (Forterre 2015).

A genomszekvenciak dsszevetésébdl arra is fény deriilt, hogy az eukariotak genomjanak kiméra
jellege van, egy része bakterialis, a masik archaea eredet(i, valamint rendelkeznek kizarolag az
eukariotakra jellemz6 génekkel is. Az eukariotak bakterialis eredeti génjeinek eredete

visszavezethetd a mitokondriumok alfa-proteobaktérium 0Oséig, azonban az eukaridta
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gazdaszervezet leszarmazasa eddig nem tisztazott (Rochette, Brochier-Armanet és Gouy, 2014).
Feltételezések szerint az eukariotak leszarmazasa a riboszoémalis RNS hasonlosaga alapjan egy
archaea-cukariota kozos 6sig (Woese, Kandler és Wheelis, 1990), vagy egy archaea 6sig vezethetd
vissza. Ez utobbi forgatokonyv esetében azonban tobb elvi probléma is felmeriil. Az eukariotak
sejtmérete atlagosan 1000-szeres a baktériumokhoz és archaeakhoz viszonyitva, a biokémiai
folyamataikat kismértékben korlatozza a diffiizi6. Rendelkeznek a kompartmentalizacié alapjat
képez6 fejlett bels6 membranrendszerrel, aktin illetve tubulin halozattal, ezeknek a struktaraknak
a baktériumokban és archaeakban nincs kozvetlen megfeleléje. A kompartmentalizacioban
mutatkozd tovabbi kiilonbség, hogy csak az eukaridtdknak van mitokondriuma illetve egyes
esetekben kloroplasztisza. Szintén eukariota jellegzetesség a komplex és sokrétli jelatvitel,
melynek fobb részei: a fehérje funkcidkat foszforilacion és defoszforilacion keresztiil modositd
befolyasold ubiquitin hélozat; a transzlacid szabdlyozdsa mikro RNS-ek révén; a transzkripcid
szabalyozasa az egyes gének illetve a kromatin atrendez6dés szintjén. A felsorolt jellemzok jol
mutatjak az eukariotak és a masik két domén kozotti evolucios szakadékot, az eddigi filogenetikai
rekonstrukcidk alapjan az eukariota komplexitds eldzmény nélkiili, nincsenek atmeneti formék a
prokariotak és az eukaridta szervezddési szintjei kozott. Kordbban az eukariotik Osének a
mitokondrium nélkiilinek hitt ,,primitivebb” archaezodkat vélték, azonban késobb kideriilt, hogy
mindegyikiik rendelkezik valamiféle modosult mitokondriummal (Embley és Martin, 2006;
Koonin, 2010).

Az archaeak evolucios folyamatokban betoltott szerepét jol mutatja, hogy jelenleg a lehetséges
forgatokonyvek —egy kivétellel — mindegyik esetben az eukarioték lehetséges dseiként szamolnak
veliikk. Az elmult években a ,,hdrom domén” forgatokdonyv — az eukaridtdk és az archaedk az
Archaea domén diverzifikalodasa el6tt valtak szét - teret vesziteni latszik a tobbi alternativaval
szemben, az Ujabb, heterogén adatbazisok elemzésén alapuld algoritmusok a tobbi verziot
valdszinisitik. Az 1,6 milliard évesnél id6sebb, kézetekbe agyazott zarvany testekben talalt sejtek
fossziliai inkabb a ,,ring of life” forgatokonyv mellett szolnak, vagyis az ismert harom domén
kozos, primitiv prokaridta 6sokig vezethetd vissza. Egy masik lehetdség a korai eukariota modell
— a prokariotak egy komplex eukariota 6st6l szarmaznak -, €z azonban bioenergetikai szamitasok
szerint igen valdszinlitlen. A molekularis bioldgiai szintli Osszehasonlitasok eredményei
alatamasztjak, hogy az eukariotak két leszarmazasi vonal Osszeolvadasabol johettek létre. A
rendelkezésre allo ismeretek alapjan a kutatok leginkabb az eocita - vagyis az eukariotak a
Crenarchaeota archaea torzsbdl (eocitdk) szarmaznak - és a ,,ring of life” — az eukariotak az

archaedk (eocitak) és baktériumok egyesiilésével jottek 1étre - forgatokonyeket részesitik elonyben
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(Mclnerney, O’Connell és Pisani, 2014). Az emlitett modellek egyik sziikk keresztmetszetét a
vizsgalandd fajok szamahoz mérten kis mennyiségli genomi informacio jelenti. Jelenleg
hozzavetdleg 12.000 leirt archaea és baktérium fajt ismeriink, tovabba a még fel nem fedezett
baktérium phylumok szamat 50-100-ra becsiilik. Mas kalkulaciok szerint ez a szam akar 1300-ra
is tehetd és valdszintisithet6, hogy az archaeak esetében is hasonléak az aranyok (Hedlund,
Dodsworth ¢és Staley, 2015). Napjainkban az egy sejt genomika, illetve a metagenomika
térnyerésével lehetdvé valt olyan 0j fajok ,,leirasa”, melyek a ,,bioldgiai sotét anyagot”, vagyis a
nem tenyészthetd mikrobatorzsek csoportjat alkotjak, ezért a jovoben szdmos olyan mikrobatorzs
kertilhet napvilagra, melyek majd megerésitik, vagy akar teljes mértékben cafolni fogjak egyik
vagy masik tedriat (Hedlund, Dodsworth és Staley, 2015).
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} Thaumarchaeota
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2. ABRA Az Archaea domén sematikus, konzervalt fehérjék hasonlésaga alapjan kialakitott filogenetikai

rendszere (Forterre 2015).

A legujabb, teljes proteom adathalmazokat Osszevetd filogenetikai szadmitasok egyeldre
megerdsiteni latszanak azt az elgondolast, miszerint az eukariotak az archaeak testvér leszarmazasi
vonalat képezik, vagy egyenesen a TACK (Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota,
Korarchaeota) Archaea superphylumbél szarmaznak (2. ABRA). A TACK csoport dsszehasonlito
genomikai vizsgélata sordn tobb olyan fehérjét azonositottak, melyek az eukaridtakkal vald
kapcsolatot jelzik (eukariota szignal fehérje, ESP): archaea aktin, tubulin, sejtosztodasi fehérjék
(ESCRT-III), transzkripcidohoz és transzlacidhoz kothet6 informacié feldolgozé molekulak. Ezek

az eredmények az eddig megismerteknél joval komplexebb archaedk 1étezését valoszintisitették.
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Az in silico adatokkal 6sszhangban, az Gjonnan felfedezett phylum kandidatus Lokiarchaeotdk-
hoz tartoz6, nem tenyészthetd torzsek genomja szamos olyan ESP gént tartalmaz, amit az eddig
megismert archaea torzsekbdl elszortan mutattak ki. Az aminosav szekvencia alapu predikcio
eddig ismeretlen ESP géneket is kimutatott, tobbek kozott membran atalakitashoz, illetve
vezikularis transzporthoz koéthet6ket. Ezeknek a jelenléte magyarazhatja, hogy miként tehettek
szert a mai eukariotdk Osei a bekebelezéshez sziikséges képességekre, melyek hidnya az
endoszimbionta elmélet logikai felépitésének jelentds hidnyossaga volt. Tovabbi fontos eredmény,
hogy a Lokiarchaeotdk-nak van az cukariotakéra eddig leginkabb hasonlitdo riboszomaja. A
jov6ben varhatd, hogy az eukariotakhoz evolucios értelemben még kdzelebb allo uj térzsek fognak
felbukkanni, melyek kémiai, metabolikai, sejtbioldgiai tulajdonsagai még tobb részletet tarhatnak

fel az eukariotak lehetséges 0sérdl (Spang és mtsai., 2015).

2.2 Az archaea genom

A baktériumok genommeérete 1078 genom alapjan 0,32 - 9,73 megabazispar (Mbp), az archaeak
genommérete ehhez nagyon hasonld 0,49-5,75 Mbp intervallumban mozog (82 genom alapjan).
Az eukariotak ehhez képest jelentdsen eltérnek, legkisebb genomméretiik 8-10 Mbp, a nagyobb
méretiick pedig tobb szazszor nagyobbak, mint a legnagyobb bakterialis genomok. Az archaeak
genetikai allomanyanak méretét formald legfontosabb tényezok a gén duplikacio, a lateralis
géntranszfer és a leszarmazasi vonalakra specifikus génvesztés. A legkisebb genommal rendelkez6
archaeak ¢letben maradasukhoz valtozatlan kornyezeti feltételeket igényelnek, az egyetlen ismert
parazita életmodua archaea, Nanoarchaeum equitans esetében ez egy adott gazdaszervezetet jelent.
A legkisebb szabadon ¢él6 archaeak a Thermoplasmatales rendbe tartoznak, legismertebb
képviseldjiik a T. acidophilum 1,57 Mbp-os genommal rendelkezik, ezzel Gsszehasonlitva a
legkisebb szabadon é16 baktérium (Pelagibacter ubique) genomja 1,3 Mbp-0s. A legnagyobb
genommal rendelkez6 archaedk, a baktériumokhoz hasonloan, igen valtozatos kornyezeti
feltételek kozott képesek megélni. Erre jo példa az édesvizben, tengeri iiledékben, lebomld
levelekben, olajkutakban megtalalhato Methanosarcina acetivorans (Galagan és mtsai., 2002).
Szintén a baktériumokra jellemzé modon a genomméret egyenesen aranyos a kodolt gének
szamaval, ami feltételezi a szelekcids nyomastol valdo nagymértéki fiiggést. Az archaeaknak
rendszerint egy cirkularis kromoszémajuk van (kivéve a Haloarcula marismortui), ezen feliil
tobbnyire cirkularis extrakromoszomalis elemek is a genetikai allomany részét képezik. Ilyen
elemek extrém halofilekben, metanogénekben és egyes Crenarchaeota torzsekben sokkal nagyobb
gyakorisagban fordulnak eld, mint a domén tobbi képviseldjében, a replikonok szama fajtol

fiiggben 1-t61 7-ig valtozhat. Az eddig ismert archaea genomok GC tartalma a szélsGséges 27,6%
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(Methanosphaera stadtmanae) és 65,7% (Halobacterium salinarum) kozott talalhatd. A
legszélesebb intervallumban (27,6% - 62,1%) a metanogének GC tartalma valtozik. A
baktériumokra ennél némileg szélesebb spektrum jellemz6 20,2% (Buchnera aphidicola) — 74,9%

(Anaeromyxobacter dehalogenans). (http://www.cbs.dtu.dk/services/GenomeAtlas-3.0/)

Az archaeak genetikai allomanya az eukariotak genomszerkezetéhez képest kompaktabb, a
fehérjét kodold géneket nem szakitjak meg intronok, homolégia tekintetében szamos archaea gén
jobban hasonlit az eukariota homoldgjara mint a bakterialisra. Az archaea promoterek AT gazdag
régiok, tartalmaznak TATA box-ot. A replikacios origok rendszerint GC gazdagok és mig a
bakteridlis genomok egy origot tartalmaznak, ezzel szemben az archaedk tobbel is
rendelkezhetnek, azonban szamuk az eukariotikéhoz viszonyitva joval alacsonyabb. A
riboszomalis gének szinténidja jol illeszthetd a baktériumokéra, a szekvencia szintjén viszont az
eukariotakkal mutatkozik nagyobb egyezés. A génfunkcio szinténia alapt predikcioja csak kozeli
leszarmazasi vonalak esetében eredményes, tdvolabbi rokonoknal a genomatrendezddés hatasa
jelentds, amiért a replikacios origok kornyékén bekovetkezO inverziok és az archaeakban is
megtalalhaté transzpozabilis elemek lehetnek felelések (IS, MITEs, plazmidok, profagok,
intronok, inteinek, SRSR) (She, Zhu és Xiang, 2007; Koonin és Wolf, 2008). Bizonyos integrazok
jelenléte baktériumokban és archaeakban egyarant kimutathato (She, Briigger és Chen, 2002), ami
hozzajarulhat a két domén kozotti genetikai informacidé cseréhez. Az emlitett folyamat

eukariotakra nem jellemz6, néhany protista esetében fordul csak el6.

Extra aminosavak haszndlata az Archaea doménen beliil csak egyes metanogének esetében
ismeretes, az UAG stop kodon pirrolizint az UGA pedig szelenociszteint kodol (Rother és Krzycki,
2010). Keret eltolodassal kodolt informaciot eddig egyediil a Sulfolobus solfataricus fucAl gén
esetében figyeltek meg, ahol a helyes atirodashoz a -1 poziciobol valo kiindulasra van sziikség
(Cobucci-Ponzano és mtsai., 2005). Az archaeakban altalanos a pre-tRNS vagy pre-rRNS intronok
jelenléte, azonban ez csak a Il-es tipusu intronokra igaz, az I-es tipust intronon hianyoznak, a nem
autosplicer intronokat kizarélag a tRNS-t vagdé endonukleazok tavolitjak el (Tocchini-Valentini,

Fruscoloni és Tocchini-Valentini, 2011).

2.3 Archaeak fiziologiaja

Az Archaea doménbe tartozé mikroorganizmusok 6sei a 16S rDNS szekvenciak analizise alapjan
feltehetden mar az elsd sejtes él6lények kozott is megtalalhatok voltak. Az élet kialakulasanak
kezdeti feltételei a jelenlegi kornyezeti feltételekhez képest tobb szempontbol is extrémnek
bizonyultak. A geoldgiai bizonyitékok, a mikrobialis fosszilidk illetve az akkori fajok ma is €16
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leszarmazottainak fizioldgiai tulajdonsdgai alapjan az archaedk Osei feltehetdleg jol
alkalmazkodtak az extrém magas hémérséklethez, az oxigénmentes redukald kornyezethez és a
szervetlen energiahordoz6 vegyiiletek felhasznalasdhoz. A mai archaedk szédmos tekintetben
hasonlé eszkozoket vetnek be a széls6séges kornyezeti hatasokkal szembeni védekezés soran, mint
a baktériumok, azonban rendelkeznek toliik teljesen eltéré mechanizmusokkal is. Egyes fajok
tolerdljak a gyakran magas hémérséklettel parosuld rendkiviil savas kémbhatast, a hideg és
tapanyagokban rendkiviil szegény tengervizet vagy akar a széles intervallumban valtozé
ammoénium szintet. Sokaig dominansnak tiint az extremofil archaca fajok aranya, azonban a
sejttenyésztést nem igényld kozosség vizsgalati modszereknek kdszonhetéen egyre nd az Gjonnan
felfedezett mezofilek szdma. Anyagcsere folyamataik szerint jelenlegi ismereteink alapjan
lehetnek kemolitotrofok illetve kemoorganotrofok, eléfordulnak kozottiik aerob és anaerob fajok,

valamint képesek lehetnek fermentaciora is.

2.3.1 Acidophil archaeak

Négyes vagy annal alacsonyabb pH-ju természetes illetve mesterséges ¢lohelyeken fordulnak el6.
Az ilyen ¢él6helyekre jellemzd savas kémhatds komoly kihivasok elé allitja az ott ¢lo
mikroorganizmusokat. Egyes savtlird élélények esetében az intracellularis tér kémhatasa enyhén
savas (pH 5-7) és ezzel parhuzamosan pedig kimutathatd savtiiré fehérjék jelenléte (Sharma,
Kawarabayasi és Satyanarayana, 2012). A bels6 pH tovabbi csokkenése azonban magaval vonna
a DNS és egyéb makromolekuldk destabilizacigjat, ezért a belsé homeosztdzis megtartasdhoz
elengedhetetlen a megfeleld proton barrierek megléte. Az acidophil archaeak esetében a membran
dibifitanil-glicerin-tetraéter alapli egyszeres membranbol all, amely ionok szamara teljesen
atjarhatatlan. A lancokban eléfordul¢ ciklopentil gylirtik a membran szerkezetét kompaktabba téve
novelik annak hdstabilitdsat és ezaltal a protonok is kisebb eséllyel jutnak at (Gabriel és Lee Gau
Chong, 2000). A thermoacidofil archaedk a homeosztazis fenntartasa mellett szamos alacsony pH
optimumu fehérjével is rendelkeznek (amilazok, cellulazok, xilanazok, proteazok, ligazok)

(Sharma, Kawarabayasi €s Satyanarayana, 2012).

2.3.2 Thermofil archaeak

Az extrém magas homérsékleten vald élethez az archaedk alapvetd sajatsdgaikbdl kifolyolag
képesek voltak hatékonyan alkalmazkodni. A sejteket miikodtetd fehérjék hostabilitasa tobb okra

vezethetd vissza. A chaperonként funkcionald hdsokk fehérjék fokozottabb aktivitasa, a
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konformacio, a fehérjén beliili H-kotések, hidrofob €s elektrosztatikus kdlcsonhatasok mintazata
mind hozzajarulhat a nagyobb stabilitishoz. A mezofil fehérjékhez képest rovidebbek és
kismértékben eltér a hétird fehérjék szekvencidja, egyes semleges aminosavak lecserélédése
toltéssel rendelkez6 aminosavra (foleg a kotohelyeken) az elektrosztatikus kotések halozatdban
jelentds mértékben hozzdjarul a stabilitashoz. Hasonlo szerepe van a fehérjéken beliili sohidak,
illetve a hidrofob régiok egymassal vald kolcsonhatasanak (Kumar és Nussinov, 2001). A 80 °C
feletti hdmérsékletet kedveld organizmusokat hiperthermofilnek nevezziik. Ilyen hdmérsékleten a
DNS instabil, a hiperthermofilek mutéacios ratdja azonban a mezofilekhez képest alacsonyabb.
Ennek hatterében részben az extrém thermofilekben gyakori reverz giraz allhat, mely a DNS-t
feszitett, kompaktabb strukturaba rendezi, illetve a DNS javitdbmechanizmusok, melyek a
kornyezetbdl felvett homolog DNS darabok segitségével a kettdsszalu toréseket képesek kijavitani
(van Wolferen és mtsai., 2013). Mig a mezofil (baktériumok és eukariotak — archaedk is ideértve)
sejtmembranja 80 °C felett instabilla és egyre atjarhatobba valik, addig az archaedkra specifikusan
jellemzé di- és tertaéter membranokat alkot6 caldarchaeol, archaeol, ciklikus caldarchaeol (3.
ABRA) ardny, illetve az egyes szénlancokban taldlhaté ciklopentan gyiiriik szama jelentds
befolyassal bir az archaea-membrén atjarhatosagéra, bizonyos dsszetétel esetén 0-100 °C kozott is
megtartja a folyadékkristaly allapotat igy szinte teljesen atjarhatatlan, hozzajarulva ezzel a bels6

homeosztazis fenntartasahoz (Koga, 2012).
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3. ABRA Tipikus archaea polaris lipidek. (a) archaeol (Cz0,20), (b) archaeol (Czs2s), () makrociklikus archaeol, (d)
caldarchaeol (Ulrih et al. 2009).
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2.3.3 Halofil archaeak

Az extrém magas sOkoncentraciot igényld archaeak szamos helyen fellelhetdek, tipikusan
beszarado, magas sotartalmu vizekben fordulnak eld, de kimutattdk jelenlétiiket soleparlokban
illetve magas sétartalmu kézetekben is (Radax, Gruber és Stan-Lotter, 2001). Az ilyen él6helyeken
¢l0 organizmusok nagy ionerdsségnek, magas homérsékletnek és erds UV sugarzasnak vannak
tobbnyire kitéve. Az eukaridtdk és prokariotdk ilyen életkoriilmények ellen tSbbnyire
sporaképzéssel védekeznek, azonban jelenlegi ismereteink szerint az archaedk ilyen képességgel
nem rendelkeznek (Onyenwoke és mtsai., 2004). A archaedk intracellularis K* szintje az eddigi
vizsgalatok szerint optimalis koriilmények mellett is magasnak mondhato, emellett a fehérjéik
nagy szamban tartalmaznak savas karakteri aminosavakat (Jarrell és Sprott, 1984). Feltételezheto,
hogy a nett6 negativ toltéssel rendelkezd fehérjék felgombolyodasahoz alapvetden sziikséges a
magas K* ion szint. A Halobacterium és Haloferax genusok alkalmaznak egyediil szervetlen,
ozmotikusan aktiv anyagokat az ozmotikus nyomas kompenzalasara (Roberts, 2004). A halofil
pro- és eukariotak az ozmotikus stressz vélasz soran felhalmozott szervetlen ionokat altaldban
ozmotikusan aktiv szerves anyagokra cserélik. Az archaedk is alkalmaznak hasonld stratégiat,
amelyhez a baktériumokra jellemzd vegyiiletek negativ toltésti funkcids csoportokkal modositott
valtozatait hasznaljak, melyek fehérje stabilizald hatassal is rendelkezhetnek (RoeBler és Miiller,
2001). Egyedi megoldasként a Haloquadratum walsbyi kiszaradas ellen egy nagy molekulastlyq,
mucinszer( fehérjét (halomucin) valaszt ki, mely nagy vizmegkotd képességgel rendelkezik, igy

biztositva a sejtek szamara a hidratalt koznyezetet (Dyall-Smith és mtsai., 2011).

2.4 Krio-elektronmikroszkopos szerkezetmeghatarozas

Az elektronmikroszkdpokat 1940-es évekbeli kereskedelmi forgalomba jutasukat kdvetden egyre
nagyobb mértékben hasznaltdk bioldgiai kisérletekben a sejtek belsd felépitésének
tanulmanyozasahoz (Harris, 2014). A krio-elektronmikroszkop az 1980-as évekre lett népszerii
képalkotasi modszer, mely a fehérjék és a bedgyazashoz hasznalt, pillanatszerlien megfagyasztott
(vitrifikalt) puffer stirliségbeli eltérésébdl adodd faziskontraszton alapul. A moddszer fontos
sajatsaga, hogy a krio-fixalt mintat nem modositja sem festékanyag sem fixaldszer, igy az atomi

szerkezet intakt allapotban vizsgalhato (Hoenger, 2014).

A képalkot6 technoldgiak fejlodése nyoman kialakult strukturbioldgia célja, hogy a molekularis

biologiai jelenségek hatterében allo fehérjék kolcsonhatésait a 3D atomszerkezetiik ismeretében
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mechanikai folyamatokkal modellezze. A fehérjék atomjainak térbeli elrendez6désének
megismeréséhez eddig rontgenkrisztallografiat, illetve magneses magrezonanciat (NMR)
hasznaltak, azonban mindkét modszernek megvan a maga hatranya. A rontgenkrisztallografidhoz
megfeleld méretli és mindségl fehérje kristalyok, az NMR esetében 40-50 kDa méretiinél kisebb
fehérjékbol all6 nagy tisztasagi minta sziikséges. A krio-elektronmikroszkopos technolédgia
fejlddése azonban 2013-ra megnyitotta az utat az emlitett kritériumoknak nem megfeleld
makromolekuladk felépitésének megismeréséhez. Az ujabb késziilékekben az elektronokat egy
téremisszios forras generalja, a fémszalhevitéses modszerhez képest nagyobb elektron stirtiségii €s
Osszetartobb nyaldbot hozva 1étre. A mintaval kdlcsonhatasba keriilo elektronok észleléséhez a
korabban hasznalt komplementer fémoxid félvezeté (CMOS) kamerat egy -elektronokat
kozvetleniil detektald eszkozzel egészitik ki, ami képes az egyes beérkezd -elektronokat
kozvetleniil érzékelni, szamlalni illetve filmfelvételt késziteni. A kdzvetlen elektron detektorokkal
a koradbbi megoldasokhoz képest jelentdsen jobb jel/zaj arany érhetd el, amivel kikiiszobolhetd az
(biologiai mintak érzékenysége miatt) alacsony elektrondozisbol fakadd gyenge jelerdsség,
valamint a filmfelvevé tizemmodban kisziirhetdk a minta elmozdulasabol eredd torzulasok (Bal,
McMullan és Scheres, 2014). Fontos Gjitas az elédeinél sokkal tartosabb Volta-fazislemez, mellyel
a mintaval koélcsonhato elektronok fazisanak eltolasa révén kontrasztosabb kép allithat6 eld ugy,

hogy a minta a fokuszpontban marad (nincs sziikség defokuszalasra) (Danev és mtsai., 2014)
24.1 SPA - Single particle analysis

A fehérjék szerkezetének krio-elektronmikroszkdpos azonositdsdhoz a vizsgalni kivant fehérje
nagy tisztasdgu oldatat egy pordzus szénréteggel boritott gridre cseppentik, a f6losleges puffert
felitatjak, igy a porusok felett egy vékony folyadékréteg alakul ki. A mintat folyékony nitrogénnel
hitott folyékony etannal pillanatszerlien megfagyasztjak, majd vitrifikaljdk (amorf szerkezetii
jégbe agyazzak), igy védve a kiszaradastol és az elektronok karositd hatasatol (Cheng, 2015). A
mintaban jelenlévo, kiilonboz6 mértékben elforgatott fehérjéken athalado és kolcsonhatasba 1ép6
elektronok szamos vetiiletet hoznak 1étre. Az igy létrejovo 2D vetiiletek mindegyike a minta 3D
fakadéan a 2D vetiiletek irdnyanak ismeretében rekonstrualhaté a minta 3D Fourier
transzformdciodja, mely inverzének kiszamitisaval 1étrehozhato a vizsgalt objektum eredeti 3D-S

képe (Nogales és Scheres, 2015) (4. ABRA).
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4. ABRA Szamos 2D vetiilet Fourier transzformaciojabol létrehozhaté az eredeti objektum 3D Fourier transzformalt

képe, amibdl inverzidval megkapjuk az eredeti képet (Nogales & Scheres 2015).

2.4.2 Krio-elektrontomografia

A szamitastechnika, a tdmegspektrometria és a proteomika fejlédése nagymértékben eldsegiti a
fehérjék bonyolult interakcids hélozatainak feltérképezését. A bioinformatikai elemzések,
Osszhangban a kisérletes eredményekkel ravilagitottak arra, hogy az egyes funkciokért nem egy-
egy fehérje felel6s, hanem modularis felépitésii fehérjekomplexek csoportjai (Tong és mtsai.,
2004; Walther ¢és Mann, 2010). A proteomikai modszerek csak olyan fehérjék kozotti
kolcsonhatasok esetében informativak, melyek a tisztitdsi folyamatok sordan megorzik
stabilitadsukat. Szamos esetben azonban a fehérjék kozotti kapcesolat csak az intracellularis tér
kémiai viszonyai k6z6tt tanulméanyozhatd. A problémara az elmult években gyors iitemben fejlodo
krio-elektronmikroszkopos technologia jelenthet megoldast, mellyel a vitrifikalt sejtek nativ
szerkezetli fehérjéi kozotti fizikai kapcsolat nagy felbontassal leképezhetd (Lucié, Rigort és
Baumeister, 2013). A krio-elektrontomografias képalkotashoz a mintékat eldszor vagy az SPA-nal
leirt modon folyékony etanban vagy nagy nyomason, folyékony nitrogénnel fagyasztjak (Studer,
Humbel és Chiquet, 2008). A mintat alkotd6 molekuldkkal (egyszeresen) rugalmasan iitk6z6
elektronok hozzak 1étre a képalkotas soran a kontrasztot, mig a rugalmatlanul iitk6z6 elektronok
novelik a zaj ardnyat illetve energiat kozolnek a mintaval, ezzel karositva azt. Minél vastagabb a
minta, annal nagyobb az esélye annak, hogy egy elektron tobbszor is kdlcsonhatasba keriil a
mintaval vagy rugalmatlanul litk6zik, ezért a maximalis vastagsadg maximum par sz4z nanométeres
lehet (Koning és Koster, 2009). Vastagabb vizsgalanddé objektumok esetében régebben
gyémantkéssel vagy fagyasztva, toréssel allitottak eld a megfeleld méretli preparatumot. Mindkét
megoldas egylitt jart a minta mechanikus torzuldsdval, ami a képalkotds soran miitermékek
formédjaban jelenik meg. Erre jelentett megoldast a fokuszalt ionsugar, amellyel nagy pontossaggal

lehet folyamatos kontroll mellett eltavolitani a sejtek nem vizsgalt részeit. lonforrasként
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rendszerint galliumot hasznalnak, a kedvezd alacsony olvadaspont, illékonysag és gdéznyomas
értékek miatt (Rigort és Plitzko, 2015). A megfeleld vastagsaghi mintat ezutan az elektronnyalab
utjaba helyezik és egy tengely mentén = 60-70 fokos szogben elmozditjak, majd 360 fokos szogben
korbeforgatjdk, ilyen modon létrehozva a vizsgalati objektum hianyos leképezését (5. ABRA).

Fourier transform

(Projection Image) X Tilt axis

5. ABRA Egy tengely mentén elforgatott minta vetiileteinek abrazolasa valos (balra) illetve Fourier térben (Carazo

et al. 2015)

A hidnyz6 szogtartomany a rekonstrukcid soran a kép elektronsugar irdnyaban torténd
megnyulasat idézi eld, ezt a fajta torzulast szoftveres ton, vagy egy ujabb, merdleges tengelyen
torténd elforgatdssal lehet korrigdlni. Az 6sszegytijtott vetiiletek elemzése szoftveres zajsziiréssel
torténik, majd az esetleges defokuszalas hatasat kontraszt-transzfer fiiggvénnyel javitjak ki. A
kutatas szempontjabdl fontos komplexek azonositasa torténhet manualis, illetve automatikus
szegmentalassal. Utobbi esetben a detektalas torténhet templat illesztéssel, amihez altalaban
rontgenkrisztallografiaval, illetve SPA-val meghatarozott nagy felbontasu szerkezettel rendelkez6
referenciafehérjéket hasznalnak. Ehhez hasonlé médon miikddik a szubtomogram atlagolés, ebben
az esetben a mintaban 1évd azonos komplexek iterativ atlagolasaval érhetd el egyre jobb felbontasu

térbeli struktara (Luci¢, Rigort €s Baumeister, 2013).

2.5 A Thermoplasma acidophilum modellorganizmus jellemzése

A T. acidophilum (Euryarchaeota - Thermoplasmata osztaly - Thermoplasmatales rend —
Thermoplasmataceae csalad) (6. ABRA) a Thermoplasma genusba tartozik a T. volcanium-mal
egyiitt. E fajokra jellemzd a termoacidofil életmod. A 16S rRNS hasonlosag alapjan legkdzelebbi
rokonaik a Picrophilaceae csaladba tartozo Picrophilus torridus és P. oshimae fajok, melyek az
eddig ismert legsavtiirébb él61ények.
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6. ABRA A T. acidophilum pasztazé elektronmikroszképos felvétele (Mayberry-Carson et al. 1974).

2.5.1 Eléhely

A T. acidophilum-ot 1970-ben irtak le, a tipustorzset elséként Indianaban (USA) a Friar Tuck
szénbanya felmeleged6 medd6hanydjabol izolaltak, majd izolaltak Olaszorszagban, az Azori-
szigeteken, lzlandon, USA-ban, Indonéziaban és Javan is (Darland és mtsai., 1970; Segerer,
Langworthy és Stetter, 1988). Kés6bb az Ooakudani volgyben (Japan) talalhatd szolfatarakban
(kénes gazokat kibocsatdé fumarolak) szamos 10j torzs jelenlétét mutattak ki (Yasuda és mtsai.,
1995). Az eddigi ismeretek alapjan olyan természetes él6helyeken fordul eld, ahol a magas
homérséklet rendkiviill savas kémhatassal parosul. A T. acidophilum képes 0,8-4 pH
intervallumban, illetve 45 és 63 °C kozotti homérsékleten novekedni (DelLong, 2000).
Tengervizb6l eddig nem sikeriilt izolalni, azonban a Thermoplasmatales rendbe tartoz6 rokon
fajok (16 S rRNS izolatumok/szekvenciak alapjan) megtalalhatoak mélytengeri tiledékben, sekély
tengervizek felszini rétegeiben, savas banyavizekben, kérddzokben és savas kémhatast folyokban

(Reysenbach ¢és Brileya, 2014).

2.5.2 Morfolégia és fiziolégia

A T. acidophilum sejtek szabalytalan alaki kokkuszok, szilard médiumon ndévesztve 1 mm
atmérdjl, tiikkortojasszerii telepeket hoznak létre, a sejtek atmérdje 0,2 és 5 um kozott valtozik
(Reysenbach és Brileya, 2014). A T. acidophilum tiszta tenyészetben torténdé szaporodasahoz az
optimalis hdmérséklet és kémhatas 58 °C illetve 2-es pH (Segerer, Langworthy és Stetter, 1988).
A kedvezébtlen kornyezeti viszonyok ellenére sejtfallal vagy S-layerrel nem rendelkeznek.
Laboratoriumi koriilmények kozott a sejtmembran pH 3-4 intervallumban a legstabilabb, pH 2

alatt és pH 6 folotti értékeken a sejtek egy része szétesik, 8-as pH feletti értékeken a lizis teljes. A
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magasabb pH értékeken tapasztalt litikus hatast a megnovelt ionerGsség részben képes
kompenzalni (Smith és mtsai., 1973). A 3 rétegii sejtmembran atlagos atmérdje 7 nm, féként
izoprenoid 40 szétantombol all6 bifitanil-diglicerol-tetraéter 1ancokbol all, melyeket lancon beliili
ciklopentan gytriikk stabilizalhatnak (Gambacorta és mtsai., 1993). Mikroszkdpos felvételek
igazoltak, hogy a T. acidophilum képes "bukfencezd", illetve rotald helyvaltoztatisra, ez a
képessége a megfigyelések alapjan 40 és 45 °C kozott nem valtozott, 35 °C alatt azonban az sz6
sejtek szama lecsokkent. Az uszashoz egyetlen ostort hasznalnak, mely valtozatos alaku (szinusz
hullam, egyenes vagy szabalytalan), atmérdje atlagosan 9 um, egyes esetekben tobb, egy pontbol
ered6 ostor is megfigyelhetd volt (Black és mtsai., 1979). A T. acidophilum heterotrof, fakultativ
aerob szervezet, anaerob kornyezetben tenyésztve elemi kén jelenlétében HoS keletkezik, ami kén
respiraciora utal. Hozzdadott kén hidnyaban is tapasztalhaté novekedés (feltételezhetden egy
ismeretlen elektron akceptornak kdszonhet6en), azonban iiteme 10 x lassabb, ebben az esetben
COz jelenléte teljes mértékben gatolja a ndovekedést. Aerob kornyezetben a tenyészet kizarolag
¢lesztokivonat hozzdadasaval tarthatd fent, a novekedéshez sziikséges aktiv komponens

feltételezhetéen egy 1000 Da méretii polipeptid (Smith, Langworthy és Smith, 1975).

25.3 Genom és biokémia

A T. acidophilum DSM 1728 az egyik legkisebb genommal rendelkezd, szabadon él6 szervezet,
melynek 1564905 bp hosszii kromoszomajanak teljes szekvenciajat 2000-ben publikaltak. A
genomban 1509 nyitott leolvasasi keretet (ORF - Open Reading Frame) azonositottak, melyek
harmadanak mindegyik rendszertani doménben volt homologja. Az ORF-ek 55%-anak volt ismert
funkcioji homologja. Az ORF-ek 29%-a mas organizmusok hipotetikus génjeire hasonlitott, 16%-
a pedig teljesen egyedinek bizonyult. Az ORF-ek harmada konzervalt szerkezetli, szinténias
csoportokba rendezddik, feltételezhetden egyszeri genetikai események soran integralodtak a
genomba, a legnagyobb ilyen klaszterek riboszomalis fehérjéket, NADH dehidrogenaz
alegységeket, precorrin bioszintézis fehérjéket és flagellaris fehérjéket kodolnak. A genomban a
riboszomalis RNS-t kodold gének, archaeak esetében egyediilalldé modon, elszortan és
csatolatlanul helyezkednek el, mas fajokban legalabb 2 riboszomalis RNS gén szomszédos
egymassal. Mas archaeak genomjaval Gsszevetve szembetiind, hogy az ORF-ek 17%-a nagy
hasonlosagot mutat a rendszertanilag tavol esé Sulfolobus solfataricus kiilonbozé transzport,
metabolikus, proteolitikus, illetve ismeretlen funkcidji fehérjéivel. A felsorolt fehérjéket kodold
gének valészinlileg a kornyezeti feltételekhez wvald alkalmazkodast segitik elé és a
mikroorganizmusokra jellemzé modon, lateralis géntranszfer utjan kertiltek at a S. solfataricusbol

a T. acidophilum-ba (Ruepp és mtsai., 2000).
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Az 1995-ben Japanban izolalt 12 T. acidophilum t6rzs koziil hatban talaltak plazmido(ka)t
(Yasuda, Yamagishi ¢s Oshima, 1995). A HO-1012-es torzsbdl izolalt pTA1 plazmid 15,723
bazispar méretli, G + C tartalma 46,7 %, ami majdnem megegyezik a kromoszéma 46%-0s G + C
aranyaval. A pTAl plazmid szekvenciaja az ORF1 és ORF2 régiok kivételével nem mutatott
egyezésta T. acidophilum és T. volcanium genomok, illetve mas archaeak plazmid szekvenciaival.
Az ORF1 altal kodolt 41.5 kDa-os protein ATPaz és szarnyas hélix motivumokat kédol és egy
szakasza hasonlit a (sejtosztodast kontrollalo) Cdc6 fehérjére. Az ORF1 koriili intergénikus régiok
direkt ¢és forditott ismétlodései a pTAl plazmid replikacios origojaként funkciondlhatnak

(Yamashiro és mtsai., 2006).

A T. acidophilum genom és proteom analizise alapjan az aerob és anaerob koriilmények kozott
expresszalodo gének 99%-a megegyezik, 9 fehérje csak aerob, 2 fehérje pedig csak anaerob
kornyezetben fejezddik ki. Az aerob kornyezetben kifejez6d6 gének valtozatos funkciokat ellatd
ismert homologokra hasonlitanak, ilyenek példaul: az RNS molekuldk masodlagos szerkezetét
"kiteker6é" DEAD box fehérjék, vagy a hem bioszintézisben szerepet jatsz6 radical SAM fehérjék,
vagy €ppen az archaea eredetli thermopsin protedz. A piruvat-szintdz komplex egyik alegysége
kizardlag anaerob koriilmények kozott termelédik. Az anyagesere utak kdzponti részét a Krebs-
ciklus és a gliikkozbontasért felelds, nem foszforilalé Entner-Doudoroff utvonal képezi (Searcy és
Whatley, 1984; Ruepp és mtsai., 2000). Oxigén jelenlétében extracellularis polipeptidek
membranon keresztiili transzportjaért felelos fehérjék, membranhoz kotott protedzok €és szamos
prediktalt protein-, oligopeptid- és aminosav-transzporter fehérje expresszidja jelentés mértékben
emelkedik. Mivel a gliikoz lebontasaért felelds enzimek expresszidja oxigén hianyaban fokozodik,
ezért feltételezhetd, hogy az oxigén jelenlététdl fiiggéen a T. acidophilum sejtek anyagcsere
szubsztrat preferencidja valtozo. Vélhetdleg a gliikozbol szarmazo6 energiaval kompenzaljak az
anaerob kornyezetre jellemz0 alacsonyabb energia mennyiséget (Sun és mtsai., 2010). Az aerob
¢és anaerob anyagcseréjl sejtek proteom analizise kimutatta, hogy aerob allapotban a feltételezett
aerob elektrontranszportlanc fehérjék koziil a citokrom bd komplex mennyisége megndvekszik.
Anaerob éllapotban az aerob protontranszport rendszer néhany eleme aktiv marad, a NADH
komplex a és B alegységének termelddése stimulalodik, azonban az oxigén redukcid utolso 1épése
nem megy végbe. Oxigénmentes allapotban az elemi ként hidrogén-szulfidda alakito kén-reduktaz
enzim szintje érdekes modon nem valtozott, ellenben egy citoszolikus szulfid-kKinon-reduktaz
homolog és a Pyrococcus furiosus hipertermofil archaeaban leirt, eddig ismeretlen kénredukalod
enzimrendszerhez tartoz6, NADPH kén oxidoreduktdz homologjanak expresszidja tobbszorosére

emelkedett. A NADH dehidrogenaz a és P alegység enzimszintek novekedése €s a Pyrococcus
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furiosus enzimrendszerével valo hasonldsag alapjan lehetséges, hogy a NADH dehidrogenaz részt

vesz az elemi kén redukcidjaban (Ruepp és mtsai., 2000; Sun és mtsai., 2010).

254 Modellorganizmus

A T. acidophilum proteomjanak ismeretében bioinformatikai eszkdzokkel szamos bakterialis és
eukariota fehérje homologjat sikeriilt azonositani. A proteom analizisbdl szarmazé adatok
ismeretében az NMR, rontgenkrisztallografia és SPA modszerekkel meghatarozott struktaraju
fehérjék a T. acidophilum krio-elektronmikroszkopos tomografidhoz templatként szolgaltak (Sun
és mtsai., 2007). Az igy eléallitott 3D-s fehérjetérképek részletes informacidval szolgalhatnak az
egyes makromolekularis komplexek miikddésérél és mas intracellularis fehérjékkel valo
a fehérjeszerkezetek nagy részletességli modelljei lehetdvé teszik kiilonbozd célzottan hatd
gyogyszer hatdoanyagok tervezését (Brandstetter és mtsai., 2002; Campbell és mtsai., 2015). A T.
acidophilum eddig elkészitett elektronmikroszkopos tomogramjainak analizise soran
megfigyelhetdek voltak ismeretlen funkcioji, 50 nm-es atmérdji testek, melyekre semmilyen

1smert szerkezet nem volt illesztheto.

2.6 Intracellularis hidrofob cseppek a prokariotakban

Az eukariota és prokariota sejtekben gyakran eléfordulnak foszfolipid membrannal hatérolt,
intracellularis, hidroféb anyagokat tartalmaz6 cseppek. A lipidcseppeket sokaig passziv,
citoszolikus sejtalkotoknak vélték, azonban manapsag Osszetett ¢és dinamikusan valtozd
sejtszervecskékként tartjak 6ket szamon (Pol, Gross és Parton, 2014). A polihidroxi-alkanoat
(PHA) és triacilglicerol (TAG) példaul prokariotakban t6lt be energia és szénraktdrozo szerepet
(Anderson és Dawes, 1990; Steinbiichel, 1991). A TAG testek el6forduldsa prokariotdkban a
nocardioform aktinomicétakra korlatozodik, de a Gram-negativ Acinetobacter nemzetségben is
megtalaltak (Fixter és McCormack, 1976; Murphy, 2001; Wiéltermann és mtsai., 2005). A
prokariota lipidcseppek altalaban 0,15-0,3 pum atméréjiek (Steinbuchel és mtsai., 1995),
jelentdsen kisebbek mint az eukariotakban eléfordulok (0,1-2 pm atmérd) (Murphy, 2012; Thiam,
Farese és Walther, 2013). A lipidcseppek membranjai gyakran tartalmaznak szerkezeti vagy
enzimatikus funkcioval rendelkez6 fehérjéket. A lipidcseppekhez kotddo fehérjék nagyfoka
valtozatossagot mutatnak faj szintek kozott, azonban fajon belilli, illetve akar sejten beliili
variabilitas is megfigyelheté (Beller és mtsai., 2010). Sokaig nem azonositottak fehérjéket

bakterialis TAG tartalmu lipidcseppekben (Hénisch és mtsai., 2006), azonban a Rodococcus
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opacus sejtekben nem rég egy heparink6té hemagglutinin homologot (TadA) talaltak, mely
hozzéjéarul a cseppek kialakuldsahoz (MacEachran, Prophete ¢és Sinskey, 2010). A fehérjékbdl és
lipidekbdl allo strukturdk egyik alcsoportjat alkotjak a fehérjékbdl, koleszterolbol, foszfolipidbdl
és TAG-bol all6 lipoprotein részecskék (7. ABRA). Ezek 5-1000 nm-es atmérdjii, gomb alaka
testekké dallnak Ossze, melyeket a f6 komponenseik ¢és siirliségiik alapjan lehet tovabb
csoportositani. Az 9sszetételiik és méretiik teszi lehetdvé vizoldhatatlan és mas lipofil 6sszetevok
szallitasat a gerincesek és gerinctelenek keringési rendszerében 1évé viz alapti plazméaban. A
testeket alkotd fehérjekomponensek (apolipoproteinek) amfipatikus természetiiek, részben
stabilizalo funkciot toltenek be, részben a testek metabolizmusaban jatszanak szerepet (Van Der

Horst és Rodenburg, 2010).

7. ABRA Rhodococcus opacus sejt elektronmikroszkopos képe. Az ED és ET1 két kiilonboz6 tipusa TAG inklizios
testet jelol (Alvarez et al. 1996).

2.7 Oldhatosagot novelo fuzios fehérjepartnerek

A rekombindns géntechnoldgia fejlddése mara a heterolog génexpresszids rendszerek széles
palettajanak kialakulasat tette lehetdvé, melyek célja nagy mennyiségili, nagy tisztasagu és
megfeleléen felgombolyodott fehérjék megtermelése rontgenkrisztallografias, enzim és egyéb
vizsgalatokhoz (Bell és mtsai., 2013). Azonban nagy mennyiségli ¢és tisztasagi fehérje
megtermelése tobbnyire nem egyszerli feladat, a megtermelt fehérjék nagy eséllyel aggregalddnak,
kicsapodnak vagy nem a természetes szerkezetiiket veszik fel (Unzueta és mtsai., 2015). Emiatt
egy fehérjeexpresszids projekt megkezdésekor szamos tényezot figyelembe kell venni. Ilyen
fontos meghatarozo elemek példaul az expresszios gazdaszervezet és vektor, az affinitdshoz
hasznalt ,,tag” fehérje, a kodonpreferencia és kodon optimalizécio, indukalo agens koncentracioja,

az expresszid homérséklete, a szolubilizalo fuzios partner, protedz hasitd hely a fuzids partnerek
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eltavolitasahoz, a fehérje tisztitasa soran alkalmazando optimalis Osszetételii puffer (Chen, 2012).
A legtobb esetben az Escherichia coli a leginkabb kedvelt expresszids gazda, mas prokaridta
illetve eukaridta expresszios rendszerekkel szemben, koszonhetden a rovid generacios idonek, a
kidolgozott és megbizhat6 genetikai eszkdzoknek és az alacsony fenntartasi koltségeknek (Bell és
mtsai., 2013). A célfehérje expresszios szintjének novelésének és a precipitacid megelézésének
egyik lehetséges mddja szolubilizald fizids fehérjék hozzakapcsolasa a célfehérje amino- vagy
karboxil-lancvéghez (Chen, 2012; Rosano és Ceccarelli, 2014). A szolubilizal6 fuzids partnerek
stabilizalhatjak a fehérjék struktarajat valtozatos kémiai kornyezetben és megnovelhetik az
expresszio szintjét is (Serensen és Mortensen, 2005). Azonban az ilyen fizids partnerek hatdssal
lehetnek a rekombinans fehérje felgombolyodasara. Mivel a negyedleges szerkezetre gyakorolt
hatasuk nem eldrejelezhetd, ezért azt minden esetben egyedileg meg kell vizsgalni (Arnau és

mtsai., 2006; Costa és mtsai., 2013; Yuan és mtsai., 2014).

Ezidaig még nem all rendelkezésre olyan affinitas és szolubilizal6 fizids partner kombinacio, mely
minden fehérje esetében képes megoldani az oldhatosaggal kapcsolatos problémakat. Ezért a mar
meglévo szolubilizalo fuzids partnerek tesztelése minden esetben sziikséges, tovabba az optimalis
tisztitasi feltételek elérésének esélyét noveli a potencidlisan alkalmas 1) szolubilizalo ,tag”
fehérjék keresése is. Egy idealis szolubilizaldé partner Kisméretli, stabil, nagy mennyiségben
termeltethetd oldott formaban anélkiil, hogy kolcsonhatasba 1épne az expresszids gazdatest
fehérjéivel, valamint sziikség esetén eltavolithatd a célfehérjérél. Az N- és C-terminalis ,tag”-ek
eltavolitasahoz endopeptidazokat (enteropeptidaz, thrombin, dohanymozaik virus (TEV)
rhinovirus C3 proteaz) illetve exopeptidazokat (karboxipeptidazok ¢és aminopeptidazok)
hasznalnak (Waugh, 2011). A felsorolt proteazok milkodéséhez elengedhetetlen protedz
hasitohelyek alkalmazasa helyett sokkal elonydsebb, ha fuzids partner specifikus hasitohellyel
rendelkezik, aminek segitségével a késébbiek soran eltavolithato. A felsorolt szempontok szerint
igéretes fehérjék a nemrég felfedezett ubiquitinszerti fehérjék egy csoportja, az ubiquitinszeri kis
archaealis modosito fehérjék (SAMP), melyek az Gsszes Archaeaban gyakoriak és emellett részt
vesznek a kén metabolizmusban és fehérje lebontasban (Humbard és mtsai., 2010; Maupin-
Furlow, 2013). Azt is kimutattak, hogy a H. volcanii (Hvo) JAMM proteaz homolog Hvo 2505
képes specifikusan hasitani a linearisan k6t6d6 SAMP Hvo 2619 fehérjét a célfehérjeként hasznalt
MoaE-rél (molibdopterin szintaz nagy alegysége). A Hvo JAMMI proteaz maximum aktivitasa
40-50 °C kozé esik €s a linedrisan kapcsolt Hvo SAMP-ot a VSGG szekvencidnal hasitja le a
MoaE fehérjérdl (Hepowit és mtsai., 2012). A kisérleteink soran erre az ujonnan felfedezett

csoport T. acidophilum-ban, Ta0895, Tal019 és Tal442, a hidegtiir6 Methanococcus burtonii-
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ban, Mbur_1415 illetve a Haloferax volcaniiban, Hvo 2619 megtalalhatd homologjaira

fokuszaltunk (ez utdbbi toltotte be a kontroll szerepét is).

3. ANYAG ES MODSZER

A Thermoplasma kinontestek tanulmanyozasahoz felhasznalt anyagok és modszerek

3.1 T. acidophilum DSM 1728 tenyésztése és sejt extraktum eléallitas

AT. acidophilum kultarak tenyésztése standard modszerekkel tortént (Robb és Place, 1995) kisebb
valtoztatasokkal (Sun és mtsai., 2007). A 2 illetve 6 napos inkubacids id6t kovetéen az 500 ml-es
térfogati sejtkultirakbol a sejteket kiilon-kiilon 4 °C-on, 4000 x g-vel, 10 perc id6tartamua
centrifugalassal gytijtottiik ossze. A sejteket ezt kdvetden eldszor MilliQ vizzel alaposan atmostuk
majd 5 ml proteaz inhibitort (Complete protease inhibitor cocktail, Santa Cruz Biotechnology), 5
mM MgClz-t, 1 mM ATP-t és 1 mM dithiotreitolt tartalmazé (DTT, Merck) MilliQ vizben
reszuszpendaltuk. A sejtszuszpenzidé pH-jat 1 M-0s nem pufferelt Tris-szel allitottuk be pH 8-as
értékre, aminek kovetkeztében a sejtek azonnal lizéltak. A felszabadulé DNS-t 0,5 mg DNA-4z I-
gyel (Roche) emésztettitk majd a sejttormelék eltavolitasahoz a lizatumot 34.800 x g-vel 30 percig,
4 °C-on egy Beckmann ultracentrifugaban centrifugaltuk. Az anaerob koriilmények kozott tartott
T. acidophilum sejteket standard laboratoriumi protokollok alkalmazasaval tenyésztettiik (Robb és
Place, 1995).

3.2 A Thermoplasma kinontestek izolalasa

A kinonokban gazdag testek (kinontest, KT) tisztitasahoz oszlopkromatografias modszereket
hasznaltuk. A 200 mg Osszfehérjének megfeleltethetd sejt extraktumot 0,5 ml/min atfolyasi
sebességgel egy 20 ml-es térfogat hazi készitési, elézetesen kalium-fosztat pufferrel ekvilibralt
(K2HPO4/KH2PO4 10 mM; pH 7,0) hidroxiapatit oszlopra (Macro-Prep Ceramic Hydroxiapatite
Type I 80 um, Bio-Rad) toltottiink, melyet ezutan két 1épésben 150 mM-os és 300 mM-os kalium-
foszfat pufferrel (pH 7) mostunk a stabil alapvonal eléréséig. Az oszlopon marado proteineket egy
1épésben 500 mM-os kalium-foszfat pufferrel (pH 7,0) elualtuk, és 30 kDa MWCO (Millipore)

koncentrator oszlopon a végséd ~ 500 pl-es végsd térfogat eléréséig koncentraltuk. Ebbdl a
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mintabol 2 mg fehérjét tartalmazo térfogatot egy Superose 6 10/300 GL (GE Healthcare) oszlopra
toltottiink 0,4 ml/min sebességgel, amit elézéleg pufferrel equilibraltunk (Tris-HCI 25 mM, pH
7,5). Az elualt fehérjéket 0,5 ml-es frakcidokba gytijtottik és a mintakbol 20 ul mennyiségeket 15
%-o0s SDS gélre toltottiink fel. Coomassie kékkel megfestett, kutatas szempontjabol jelentéséggel
bir6 fehérjesavokat kivagtuk és MALDI-TOF-MS-sel analizaltuk (Tebbe és mtsai., 2005). Ezzel
parhuzamosan ugyanezeket a frakcidkat a globulédris testek jelenlétének igazoldsdhoz

elektronmikroszkdppal is megvizsgaltuk.

3.3 A Thermoplasma kinontestek apolaros komponenseinek azonositasa

3.31 Minta elokészités és TLC analizis

Az apolaros komponensek azonositasahoz a tisztitott Kinontesteket TLC, UV spektrum és LC/MS
analizisnek vetettiik ala. A liofilizalt T. acidophilum sejtek és a Thermoplasma kinontestek (TaKT)
lipidtartalmat kloroform, metanol és viz 62:25:4 v/v/v aranyu elegyével extrahaltuk a TLC
elvalasztashoz. Az extraktumokat egy ALUGRAM SIL G/UV szilica gélre (Macherey-Nagel)
toltottiik és ugyanazzal az oldoszer eleggyel futtattuk. Az elvalasztott lipideket el6szor UV fénnyel
tettiik lathatova, majd az UV-t nem abszorbealo lipidek eldhivasahoz a lemezt 5% formaldehid és
30 % kénsav vizes oldatabol eldallitott aeroszollal kezeltiik és 150 °C-on 15 percig melegitettiik
(Shimada és mtsai., 2002). A TLC lemezt az el6hivas utan beszkenneltiik €s 3 egymastol fiiggetlen
kisérlet alapjan a jelintenzitasokat egy AIDA 2D denzitometrias szoftverrel (Raytest

Isotopenmassgerate Gmbh) analizaltuk és kiszamoltuk a szorast.

A gulopiranozil-(B1-1)-caldarchaeol (GuC) és az izolalt TaKT-ek 2D TLC vizsgalata a DSMZ
polaris lipid alapti prokariota osztalyozasi modszerének standard protokolljan alapult (Tindall és
mtsai., 2007). A mintakat a TLC lemez bal also sarkaba toltottiik fel és kloroform:metanol:viz
(65:25:4, v/v/v) oldoszereleggyel szeparaltuk az Osszetevoket 1D-ben, majd a lemezt
megszaritottuk. A megszaradt lemezeket 90°-kal elforgattuk dramutato jarasaval ellentétesen és a
masodik szeparaciot kloroform:ecetsav:viz (80:12:15:4, v/v/v/v) elegyével végeztil el. Ezt
kovetden 5% formaldehid, 30% kénsav vizes oldataval fujtuk be és 150 °C —on melegitettiik 15

percig.

A GuC a gulopiranozil-(B1-1)-caldarchaetidilglicerolbol (GuCGp) allithatdo elé (Shimada és

mtsai., 2008). Elsoként a sejtekbdl szerves oldoszerrel kivont anyagokat hivtuk el egy 1D TLC

kisérletben a korabban leirtaknak megfelelen €s az Rf érték alapjan a GuCGp-t tartalmazo6 szilika

matrixot lekapartuk és 0sszegytjtottiik. A GuCGp-t kloroform:metanol (2:1, v/v) olddoszereleggyel
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extrahaltuk, az extraktumot ezt kovetden centrifugaltuk ¢s a feliiluszot egy liveg minta tartoba
helyeztiik at, majd az oldoszert folyamatosan aramlo nitrogén gazzal elparologtattuk, amig ~ 1 ml
térfogat nem maradt. A koncentralt mintat egy 1 ml-es iivegcsébe helyeztiik at és az oldoszert
teljesen elparologtattuk. A szaraz GuCGp-re 200 ul gyenge HCI oldatot (pH 1,8) rétegeztiink,
lezéartuk €s 3 napig 60 °C-on inkubaltuk, majd oldoszerrel extrahaltuk a kordbban leirtak szerint
(Shimada és mtsai., 2008). Ezzel a mddszerrel a GuCGp-t GuC-re és glicerolfoszfatra bontottuk.
A 2D TLC elvalasztas utan a kontroll és minta GuC Rf értékeit meghatiroztuk és

Osszehasonlitottuk.

3.3.2 UV spektroszkopia

Az UV spektroszkopiahoz el6késziiletként a fehérjéket acetonnal (500 pl) kicsapattuk egy
tivegcsében 1:4 vizben oldott minta:aceton (v/v) aranyban és az 6sszekeverés utan az oldatot — 20
°C-on egy ¢jszakan keresztiil inkubaltuk. A kicsapdodott fehérjék eltavolitdsdhoz a mintat egy
Beckmann centrifugaban 2.000 x g-n, 4 °C-on 20 percig centrifugaltuk. A feliiliszot egy ismert
tOmegli iiveg mintatartoba helyeztiik at €s azonos térfogatu etil-acetatot adtunk hozza. Az olddszert
folyamatosan aramlé nitrogéngazzal parologtattuk, amig a viz és az olddszer fazis el nem valt
egymastol (tobbnyire 100 pl térfogatt oldoszer maradt meg). Az also vizes fazist eltavolitottuk és
az oldoszer frakciot tovabb parologtattuk a minta kiszaradasdig. A mintatartd tOmegét ismét
megmértiik (az extrahalt anyag tomegének kiszamitasahoz) majd hozzdadtunk 50 ul kloroformot,
hogy tjra feloldjuk az extrahalt Gsszetevoket. A tiszta, enyhén sargas oldoszer fazisbol 5 pl-t 1 ml
hexanhoz kevertiink egy kvarc kiivettaban. Az extraktum spektrumat egy Lambda 40 (Perkin
Elmer) fotométerrel mértik meg a 210 nm — 400 nm tartomanyban (Langworthy, Smith ¢és
Mayberry, 1972). A precipitalodott protein pelletet megszaritottuk és tjra felvettiik 8M-os ureaban

koncentraciomérés céljabol.

3.3.3 LC/MS analizis

Egyenld térfogati metanolt adtunk 20 ul ujra feloldott TaKT szerves oldoszeres extraktumhoz és
5 pl mintat egy 2,1x100 mm-es Waters X Terra-MS C8-as oszlopra toltottiink. Az oszlop altal
megkotott anyagokat az eluens A (0,05% TFA H20-ban) és eluens B (0,05% TFA acetonitrilben)
gradiensével elualtuk, 50%-os kezdeti eluens B arannyal, melyet 15 perc alatt 95% eluens B-re
noveltiink. Az elualas ezt kovetden 7 percig 95%-0s eluens B-vel tortént 250 pl/perc sebességgel

¢és az abszorbanciat 210 nm és 248 nm hullamhosszokon mértiik. Az elualt komponensek m/z
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aranyat ESI-MS-sel (microTOF LC Bruker Daltonics) mértiik meg a 100-1600 amu (atomic mass
unit) tdmeg intervallumban. Referenciaként a Sigma-t6l szarmazo6 vitamin K2-t (MK-4) és a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 étrendkiegészité Vitamin K2-bdl (Solgar Vitamin and Herb)
tisztitott vitamin K2-7-t hasznaltuk. Ezeket az Osszetevoket feltoltottiik a C8-as oszlopra €s

megmértiik a retencios idéket valamint m/z aranyokat.

3.4 Izolalt TaKT-ek krio-elektrontomografias vizsgalata

Méretkizarasos kromatografiaval (SEC) tisztitott TaKT-k oldatait 10 nm BSA-val (magzati
szarvasmarha szérum) burkolt kolloidalis arany (Aurion) koncentralt oldataval kevertiik 6ssze. A
keverékbdl 3 pl-t plazméval kezelt pordzus szénnel boritott réz gridre (Quantifoil) cseppentettiink,
szlirOpapirral (Whatman Grade 1) széritottuk és a vitrifikalashoz folyékony nitrogénnel hitott

folyékony propan/etan keverékbe martottuk.

A vitrifikalt mintakrél egy 300 kV-on mikddtetett Tecnai G2 Polara (FEI Company) krio-
elektronmikroszkoppal készitettiink képeket. A mikroszkdphoz tartozott egy téremisszios forras,
egy a mintat -150 °C-on tartd6 komputerizalt krio-mintatartd, egy ,,zero-loss” ilizemmoddban
miikodtetett elektronoptikai oszlop utdni energiasziird és egy K2 Summit (Gatan) kozvetlen

elektron detektor.

A - 64° és 64°-os intervallumban 2°-onként elforgatott képsorozatot SerialEM-el (Mastronarde,
2006) rogzitettiik. A minta szintjén a pixel méret 0,4 nm volt, a defokuszalas értéke - 5 um. A
vetiiletek képeit szdmlalo lizemmoddban, elektron rata < 10 e-/pixel/s értéken rogzitettiik. A teljes

elektrondozist 150 e-/A2 alatt tartottuk.

A kozvetleniil detektalt nyers képkockdkat hazi készitésli szoftverrel illesztettiik egymasra. Az
elforgatasbol szarmazo képsorozatot referencia markerként hasznalt aranyszemcsek segitségével
illesztettiik egymasra ¢és szeridlis iterativ rekonstrukcids modszerrel rekonstrudltuk az
elektronmikroszkopos képek feldolgozasara kifejlesztett IMOD programcsomag alkalmazasaval
(Kremer, Mastronarde és Mclntosh, 1996). A rekonstrukcié soran a képeket négyszeres anti-
aliasing filterrel szlrtiik, ami 1,7 nm-es végs6 voxel méretet eredményezett. A 9. abran lathatd

tomografids képek az IMOD interpolacios eszkozével késziiltek.

3.5 A Ta0547 fehérje expressziojanak nyomonkovetése Western blot technikaval

351 A Ta0547-es gén klonozasa
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Oszlopkromatografids fehérje tisztitasi kiserleteinkben a meéretkizardsos kromatografias
elvalasztas “holt térfogat™ frakcidiban taldlt domindns fehérjét a Ta0547 kodszdmu ORF-ként
azonositottuk MALDI-TOF analizissel. A fehérjét kodolo gént a 5°- gccatggtcgagaaagaaaagaaggat
és 5’-gctcgagctcctgtatgatctcatccac  primerpart hasznalva PCR-rel szintetizaltuk és T4
polinukleotid-kinazzal foszforilaltuk. A keletkez6 DNS szakaszt el6szor a pUC18 vektor Smal
helyére ligaltuk majd E. coli TOP10 sejtekbe transzformaltuk az amplifikacidhoz. Egy pozitiv
transzformanst hasznaltunk a szubklonozaséhoz, a vizsgaland6 gént a C-terminalis végen 6 His-
taget hordoz6 pET28a expresszidos vektor (Novagen) Ncol-Xhol restrikcios hasitohelyére
inszertaltuk. A kloénozashoz standard modszereket hasznaltunk (Sambrook, Fritsch és Maniatis,
1989). A fehérjét E. coli BL21 (DE3) sejtvonalban expresszaltuk ¢s NiNTA gyongyokkel
(Quiagen) tisztitottuk a gyartdé protokollja Szerint. A tovabbi tisztitasokat egy Sephadex 200
oszlopon (GE Healthcare) végeztiik és a nagy tisztasagi Ta0547-es fehérjét tartalmazo, 34-es
frakciobol kinyert fehérjéket nyal immunizacidhoz haszndltuk poliklondlis antitestek

eléallitasanak céljabol.

3.5.2 Poliklonalis antitest termelés és a Ta0547-es fehérje immuno-precipitacioja

A Ta0547 elleni antitest termeltetés standard laboratoriumi protokollok alapjan tortént (Harlow,
1988). Maximalis szérum titer esetében a kezeletlen szérum 1:7500 higitasi aranyban lehetové
tette 1 ng célfehérje detektalasat a Western blot soran anélkiil, hogy keresztreakcioba 1épett volna
mas T. acidophilum fehérjékkel. A Ta0547 specifikus antitestek tisztitdsahoz a rekombinans
Ta0547 fehérjét cianogén-bromiddal aktivalt Sepharose 4B gyongyokhoz (Sigma) kotottik. Az
antitestek megkotéséhez a gyongyoket 0sszekevertiik €s a szérummal inkubaltuk, majd a gyartd
utasitasai szerint elvégeztilk a mosas €s elucios 1épéseket. A tisztitott antitest titer értéke magas
volt (1:10,000 aranya higitasban kimutatta 1 ng tisztitott Ta0547 jelenlétét). A nativ Ta0547
tisztitasahoz T. acidophilum lizatumbol a Pro-Found Immunoprecipitation kitet (Pierce)
hasznaltuk. A kapott frakciok fehérje osszetételét 1D-PAGE/MALDI-TOF és Orbitrap MS/MS
(Thermo) modszerekkel analizaltuk. A komplexek méretét és alakjat EM-mel és TLC-vel

hataroztuk meg, a TaKT-ek nem-fehérje komponenseinek azonositasahoz LC-MS-t hasznaltunk.

353 A Ta0547 expresszios szintjének kovetése Western blot analizissel

A T. acidophilum sejteket standard aerob koriilmények kozott ndvesztettiik 3 fliggetlen 500 ml-es

kultarédban. 50 ml-es mintékat vettiink naponta, 6 napon keresztiil. 6 nap utan a sejtkultirak ODsoo
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értéke csokkenni kezdett, igy a mintavételezést leallitottuk. A sejteket a fentebb leirtaknak
megfeleléen Osszegylijtottiikk, mostuk, feltartuk és a lizdtumhoz 0,1 %-os végkoncentracidoban
SDS-t adtunk, majd -20 °C-on taroltuk. A fehérje koncentraciot BCA assay-vel (Bio-Rad) mértiik
meg ¢s mintanként 10 pg-ot egy 1D-SDS gélre toltottiink (ismert mennyiségli referenciaként
szolgald rekombinans Ta0547 fehérjével egyiitt). A fehérjéket Coomassie blue-val festettiik a
fehérje koncentraciok megallapitasahoz. Ezt a kisérletet megismételtiik a festési 1épés nélkiil és a
fehérjéket egy Whatman NC membranra blottoltuk. A Western hibridizaciot (Sambrook, Fritsch
€s Maniatis, 1989) Ta0547 szérum antitestekkel végeztiik el (1:1000 higitas), ezt kovetden a
membrant inkubaltuk a maésodlagos antitestekkel (anti-nyal IgG peroxidaz (Sigma), 1:5000
higitas) 1 6ran keresztiil. A membrant az inkubaciot kdvetéen 2,5 mM Luminol-t tartalmazé ECL
oldattal (Sigma Aldrich) atitattuk és a savok altal kibocsatott fény intenzitasat azonnal megmértiik
egy LAS3000 (Fuji) képalkotod rendszerrel. Az intenzitas értékeket Aida V.4.15.025 szoftverrel
(Raytest Isotopenmassgerate Gmbh) analizaltuk és mg/ml mértékegységre konvertaltuk. Az

adatok min6ségét az adatpontok szorasanak szamitasaval ellendriztik.

3.6 A TaKT asszocialt fehérjék LC-MS/MS analizise

A nem megjelolt szarmazast, vizsgalathoz hasznalt anyagok a Sigma Aldricht-t6] szarmaznak. A
hamis pozitiv taldlatok kiszliréséhez mind az oszlop kromatografidb6l, mind az
immunprecipitaciobol szarmazé frakcidkat analizaltuk, hogy igy csokkentsiik a TaKT asszocialt

fehérje jeloltek szamat.

3.6.1 Az oldatban 1évé fehérjék emésztése

A mintakat denaturacio céljabol 6 M urea/ 2 M thiourea (10 mM Hepes, pH 8,0) pufferben 4-
szeresére higitottuk. A diszulfid kotések redukalasahoz 100 mM DTT-t adtunk a protein oldathoz
10 mM-os végkoncentracio eléréséig és 56 °C-on 1 ordn at sotétben inkubaltuk. A keletkezd
szabad tiol (-SH) csoportokat ezutan jodacetamiddal alkilaltuk (55 mM végkoncentracio)
szobahOmérsékleten 45 percig sotétben. Ezt kovetden az oldatokat Lys-C-vel (Wako) emésztettiik
(1 pg/50 pg minta fehérje 3 6ran 4at, szobahdmérsékleten), négyszeresére higitottuk 50 mM
NHsHCOz-tal és tripszinnel emésztettiik (Promega) (1 ng/50 pg minta fehérje 16 oran at 37°C-
on). A peptid keverékekbdl ,,Stop and Go” extrakcios pipetta hegyekkel (STAGE) a sot
eltavolitottuk és az elualt peptideket hasznaltuk a tomegspektrometriai analizishez (Foster, De

Hoog és Mann, 2003).
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3.6.2 NanoLC-MS/MS

Az 0Osszes megemésztett peptid keveréket online nanoLC-vel szeparaltuk ¢és elektrospray
ionizacids tandem tomegspektrometriaval analizaltuk. A kisérleteket egy Agilent 1200 nanoflow
rendszerel végeztiik el, ami egy nanoelektrospray ionforrassal (Proxeon Biosystems, Odense,
Denmark) felszerelt LTQ Orbitrap tomegspektrométerrel (Thermo Electron, Bremen, Germany)
volt 6sszekdtve. A peptidek megkotése és a kromatografias elvalasztasa egy 15 cm-es olvasztott
szilicium-dioxid emitterben (75 pum bels6é atmérdji, Proxeon Biosystems) tortént, ami hazilag
pakolt reverz fazisu ReproSil-Pur C18-AQ 3 um-es gyantat tartalmazott (Dr. Maisch GmbH). A
peptideket egy 98%-0s A oldat (0,5% ecetsav (Fluka) vizes oldata) és 50%-0s B oldat (80%
acetonitril (Merck) és 0,5% ecetsav vizes oldata) 140 perces linearis gradiensével elualtuk. A
prekurzor ionspektrumot az Orbitrap késziilékkel allitottuk elé (m/z 300-1800, R = 60,000, ion
akkumulacé 1.000.000-6s cél értékig). Az 6t legintenzivebb iont fragmentaltuk és az ioncsapdaban
detektaltuk. A ,,lock mass” opci6 lehetové tette a tomeg pontos mérését mind az MS mind az
Orbitrap MS/MS tizemmoddban (Olsen és mtsai., 2005). Az MS/MS-hez kivalasztott célionok

esetében a dinamikus kizaras idétartama 90 masodperc volt.

3.6.3 Peptid azonositas MASCOT adatbazis alapjan

Az adatelemzés MaxQuant szoftverrel tortént (Gruhler és mtsai., 2005), a peptid azonositashoz a
Mascot (Matrix Science) adatbazis keresémotorjat hasznaltuk. Az MS mérések csucsai a tomeg
retencidos 1ddsikbol kiemelkedd cstcsokat reprezentdljdk. Az MS/MS csucsok listdjabol
kivalogattuk azokat, melyek legfeljebb hat csticsot tartalmaztak 100 Da-os intervallumonként €s
Mascot keresével az 6sszefiizott forward és reverse T. acidophilum adatbazison beliil kerestiink
talalatokat. A kezdeti tomeg tolerancia MS tizemmodban 7 ppm-re volt allitva, az MS/MS tomeg
tolerancia 0,5 Da volt. Cisztein karbamidometilacio fix modifikacidként, az N-acetil protein és

oxidalt metionin valtozo modifikacidként szerepelt a keresésben.

3.6.4 LC/MS analizis

Az intakt fehérjék molekulatomegének meghatarozdsa Bruker Daltonics microTOF
tomegspektrométerrel tortént LC/MS lizemmodban 2 kDa — 30 kDa mérési intervallumban a
gyarto ajanlasa szerint (Bruker). A fehérjék elvalasztasat egy Phenomenex Aeris WIDEPORE C4
3,6u (100 x 2,1 mm) oszloppal felszerelt HPLC Agilent 1100 eszk6zon végeztiik el. A fehérjéket
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30%-0s A (0,05% TFA/H20) és 90% B (0,05% TFA/ACN) eluens kozotti gradienssel elualtuk 15
perc alatt. Az UV kromatogram felvétele 214 nm-en tortént.

3.7 Automatizalt Edman degradacio

Az N-termindlis fehérje szekvencia meghatarozasahoz a széles korben elfogadott Edman
degradéciot hasznaltuk. Ehhez az Applied Biosystems Model 492 cL.C Procise Protein Sequencing
System késziiléket hasznaltuk a gyartdé utmutatdja alapjan miikodtetve. A vizsgalathoz PVDF
membranra blottolt fehérjéket hasznaltunk. A degradalt helyek meghatarozasdhoz legalabb 4

aminosavat azonositottunk.

3.8 Bioinformatikai modszerek

A fehérje homologia adatbazisban vald keresés a National Center for Biotechnology Information
(NCBI) BLASTP keres6 algoritmusaval tortént http://www.ncbi.nlm.nih.gov (Altschul és mtsai.,
1997).

A TaKT-ek esetleges transzmembran hélixeinek kereséséhez/azonositatdhoz a DAS-TM filter
http://www.enzim.hu/DAS/DAS.html (Cserzo és mtsai., 2002; Cserzo és mtsai., 2004), Tmpred
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html (Hofmann és Stoffel, 1993), Phobius
http://phobius.sbc.su.se/index.html (Ké&ll, Krogh ¢és Sonnhammer, 2004) és HMMTOP

http://www.enzim.hu/hmmtop/ (Tusnady és Simon, 1998, 2001) célszoftvereket hasznaltuk.

A Ta0547-es fehérje bioinformatikai jellemzéséhez a KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) adatbazis annotaciojabol indultunk ki (Kanehisa és mtsai., 2016). A masodlagos
szerkezet, colied-coil strukturak, rendszertelen szakaszok, szignalpeptidek, predikcidjahoz a

Quick2D szoftvert hasznaltuk (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/quick?_d) (Biegert és mtsai.,

2006). A vitellogenin lipid transzport doménnel vald hasonlosag predikcidja a KEGG adatbazis
talalata alapjan tortént. Az eredmény megerdsitéséhez a homoldgiat hmm (hidden Markov model)
profilok alapjan kalkulaldo HMMER szoftvercsomagot hasznaltuk (Eddy, 2011), a kereséshez a
PFAM adatbazisbol letoltott vitellogenin-N hmm profiljat hasznaltuk (PF01347) (Finn és mtsai.,
2015). A Ta0547 vitellogenin domén szerkezetének szamitogépes modellezését a Modeller nevii
szoftverrel végeztiik el (Webb és Sali, 2014), templatként a lipovitellin kristdlyszerkezetet véve
alapul (PDB: 1LSH). A kapott modell és a templat egymasra illesztéséhez valamint az atomok

crer
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hasznaltuk (Zhang és Skolnick, 2005). A vitellogenin domén konzervaltsagat az NCBI Genebank
adatbazisban talalhato Euryarchaea fehérjék elemzésével allapitottuk meg a vitellogenin-N hmm
profilt (PF01347) alkalmazva templatként.

3.9 Elektronmikroszkopos analizis

3.9.1 A tisztitott TaKT-ek negativ festése és EM analizise

A szén bevonatt réz grideket egy Plasma Cleaner-ben (Harrick Scientific Corporation, NY, USA)
hidrofilizaltuk. A tisztitott TaKT-eket tartalmazé fehérjeoldatbol 3 ul-t 1 percig a gridre
helyeztiink. A folyadék fazist szlirOpapirral felitattuk majd lecseréltiik 3 pl 2%-os uranil acetatra.
30 masodperc mulva a folosleges festéket sziirdpapirral felitattuk és a gridet levegdn
megszaritottuk. Az elektron mikrografidkat egy 160 kV-os gyorsitd fesziiltségen mitkddtetett
Philips CM200 FEG transzmisszios elektronmikroszkoppal készitettiik. A negativan festett
mintakrol késziilt képeket egy 4kx4k CCD kameraval 53,960-as nagyitas (0,278 nm targy-pixel

méret) értéken rogzitettiik.

3.9.2 Immunogold jelolés

Az exponencialis novekedési szakasz kései fazisabol szarmazo sejteket MQ vizzel mostuk és LR
White gyantaba (Fluka) agyaztuk a gyarto utasitasai szerint. A gyantaba agyazott T. acidophilum
sejteket ultravékony metszetekre vagtuk (~ 70 nm) az immunogold jel6léshez. A nikkel griden
1évé metszeteket elészor 10 percig blokkoltuk, ehhez a grideket 0,1% (w/v) BSA-t, 0,13% (w/v)
NaNs.ot és 10% (v/v) hével inaktivalt nytl szérumot tartalmazoé 25 pl-es 10 mM-os PBS (pH 8,0)
cseppeken usztattuk (15 min, 45 °C). A metszeteket ezutan 2 6ran at 1:100 aranyban 0,1% (w/v)
BSA, 0,13% (w/v) NaNs tartalma 10 mM PBS (pH 8,0) pufferrel higitott,
affinitaskromatografiaval tisztitott poliklonalis nyul antitestekkel (1.5 mg/ml anti-Ta0547, 20%
glicerin) inkubaltuk. A grideket 10 mM PBS (pH 8,0) cseppeken usztatva mostuk 5x 2 percen
keresztiil. A megkotott antitestek jeloléséhez a metszeteket 1 oran at 1:10 aranyban 0.1% BSA,
0,05% (w/v) Tween 20 és 5% (v/v) magzati szarvasmarha szérum tartalmua 0,5 M-os s6oldattal
higitott (pH 7,4) anti-nyul IgG arany konjugatum 100 pl-es cseppjében inkubaltuk. Végiil a
grideket kétszeresen desztillalt vizcseppeken mostuk 5x 5 percig majd 2%-o0s uranil acetat vizes

oldataban festettiik. A negativ festés utan a grideket ismét MQ vizzel atoblitettiik és levegdn
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megszaritottuk. Az Osszes inkubécids 1épés szobahdn tortént. A negativ kontrollok eldallitasa

hasonldan tortént az elsddleges antitestek hasznalata nélkiil.

3.9.3 A 7 napos kulturabol szarmazo sejtek negativ festése és EM analizise

7 napos T. acidophilum kultarakbol 12 ul-es térfogatokat 8 nm vastag szénbevonattal ellatott réz
gridekre helyeztiink, melyeket el6zéleg plazmakisiiléssel 20 masodpercig kezeltink. 30
masodperces inkubaciot kovetden a felesleges médiumot Whatman szirdpapirral (No 1)
eltavolitottuk és a sejteket ugyaniigy mostuk 2 x 5 pl, kénsavval pH 2-es értékiire beallitott vizzel,
majd 30 masodpercig 3 ul 2%-0s uranil-acetat oldattal. A felesleges festdoldatot eltavolitottuk és
a grideket levegén megszaritottuk. Az elektronmikrografidkat — 1,5 um-es fokuszalassal 12.500
X-0s nagyitas mellett egy 160 V-on mikddtetett Philips CM20 TEM-mel készitettiik. A TEM egy
téremisszios forrassal (FEG) és egy 4k CCD (toltéscsatolt eszkdz) kameraval (TVIPS)

rendelkezett.

3.94 Krio-elektrontomografia

A porozus szénréteggel (Quantifoil R 2/1, Jena, Germany) boritott rézgrideket plazmakisiiléssel
kezeltiik egy Plasma Cleaner berendezéssel (Harrick Scientific Corporation) majd egy 10 nm-es
szemcséket tartalmazo aranykolloid szuszpenzidba helyeztiik, végiil levegdn megszaritottuk. A
jégbe agyazast megel6zben a T. acidophilum sejteket 60 °C-on tartottuk és 6 ul sejtszuszpenziot
cseppentettiink a gridre, amit 1-2 perc inkubacid kovetett. A felesleges folyadékot ezutan
eltavolitottuk sziir6papirral (Whatman Grade No. 1 Filter Paper, 1001 090) ¢és a gridet folyékony
etanban pillanatszertien lefagyasztottuk (Dubochet és mtsai., 1988). A vitrifikalt mintakat rogton
folyékony nitrogénbe helyeztiik €s ott taroltuk a felhasznalasig. A gridet folyékony nitrogénben
helyeztiik at egy ,,cryo-tilt” tartoba (Gatan) €s alacsony elektrondézis mellett vizsgaltuk. A minta
tanulmanyozasahoz egy 300 kV gyorsitofesziiltséggel, zero-loss lizemmodban (slit-width 20 eV)
miikodtetett Philips CM300 FEG transzmisszids elektronmikroszkopot (FEI Company)
hasznaltunk mely egy Gatan energiasziirdvel (GIF 2002, Gatan) volt ellatva. A jégbe agyazott T.
acidophilum kiilonb6z6 tomografikus elforgatott metszeteinek sorozatat félig automatizaltan,
alacsony elektrondozis (Grimm és mtsai., 1997) mellett készitettiik 36,5 kx és 44 kx nagyitasban,
ami 0,82 nm-es és 0,68 nm-es pixelméretet eredményezett. A mikrografidkat -8 pm-es fokusszal
rogzitettiik, az elforgatas intervalluma -70°-t6l + 70°-ig terjedt, 2,4°-os Iépésekben ndvelve. A

képfeldolgozashoz EM és TOM szoftvercsomagokat hasznaltunk (Hegerl, 1996; Nickell és mtsai.,
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2005). Az elforgatasbol szarmazd képsorozatok egymasra illesztéséhez aranyrészecskéket

hasznaltunk referenciaként, a 3D rekonstrukciokat a sulyozott visszavetitések alapjan szamoltuk.

3.10 A fehérjék oldhatosagat novelo SAMP fazios partneren alapulé rendszer
kifejlesztése
3.10.1 Az alkalmazott sejtvonalak, plazmidok és sejttenyésztési paraméterek

A munka soran hasznalt baktérium sejtvonalak és plazmidok (2. MELLEKLET) keriilnek
Osszefoglalasra. A klonozasi célra hasznalt E. coli sejtvonalakat Luria-Bertrani (LB) médiumban
(tryptone 10 g; élesztékivonat 5 g; NaCl 10 g; 1.000 ml dH20-ban) n&vesztettiik.
Chloramphenicol, kanamycin, ampicillin és spectinomycin szelekcios agenseket hasznaltunk 34,
50 és 100 mg/ml-es koncentraciokban. A fehérje expressziohoz hasznalt E. coli és Rhodococcus
sejtvonalakat alkalmas antibiotikummal kiegészitett terrific broth (TB) médiumban (tryptone 12
g; élesztokivonat 24 g; KH2PO4 2,3 g; KoHPO4 12,5 g; glicerol 8,0 g 1.000 ml dH.O-ban)
novesztettiik. Altalanossagban a kis 1éptékii fehérjeexpresszios kisérleteket 2 ml TB médium
expresszios torzzsel valo beoltasaval inditottuk és az éjszakan at 37 °C-on, 180 rpm-en torténd
razatast kovetden az el6kultarat hozzaadtuk 10 ml TB médiumhoz, amit egy 50 ml-es lombik
tartalmazott. A nagy 1éptékii expresszios kisérletekhez 2 ml-es starter kulturat 12 6ran at 37 °C-on
novesztettiink majd 20 ml médiumhoz adtuk és egy éjszakan keresztiil inkubaltuk azonos
koriilmények mellett. Az inkubaciot kovetden a sejtkultirat végiil 200 ml médiumhoz adtuk és
200-220 rpm-mel razattuk 2 6ran keresztiil. Autoindukcié esetén elsd 1épésben 2 ml LB médiumot
inokulaltunk ¢és 37 °C-0s egy ¢jszakan at tartd inkubécidt kovetden 10 ml autoindukcios
médiumhoz (Na2HPO4 25 mM; KH2PO4 25 mM; NH4Cl 50 mM; Na.SO4 5 mM; MgSQO4 2 mM,;
gliik6z 0,05%; laktoz 2,0%; glicerol 0,5%; tryptone 2,0%; élesztokivonat 3,0%; nyomelem oldat

1x) adtuk expresszié céljabol (Burroughs és mtsai., 2007; Li és mtsai., 2011).

3.10.2 A fehérjeexpresszios kisérletek koriilményei

A fehérjeexpresszid soran a sejttenyésztéshez alkalmazott koriilményeket az 1. TABLAZAT

foglalja Ossze. Az E. coli sejtekben a rekombinans fehérje termelédését 1 mM-0S

crer

Otféle kondiciot (A, B, C, D és E) alkalmaztunk a sejtkultara térfogatot, indukcids hémérsékletet

¢s id6intervallumot illetden a kdvetkezok szerint: 220 ml-es sejtkultirakat alkalmaztunk az A, B,
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C, E és 50 ml-t a D médszer soran. A kulturakat (A) 24 °C-on 7 oraig, (B) 37 °C-on 4 6raig, (C/1)
16 °C-on 12 6raig, (C/2) 10 °C-on 24 6raig, (D) 24 °C-on 5 6raig (E) 30°C-on 24 6raig inkubaltuk.
A rekombinans fehérjék expresszidjat His- és Strep-tag elleni antitesteken alapulo Western blottal

illetve LC/MS-sel kovettiik nyomon.

1. TABLAZAT A célfehérjék expresszidjahoz hasznalt sejttenyésztési paraméterek

Médszer Sejtkultira Razatas sebessége Expresszios Indukcididétartama

térfogat (ml) (Rpm) hémérséklet (°C) (h)

A 220 220 24 7

B 220 220 37 4

C/1 220 220 16 12

C/2 220 220 10 24

D 50 220 24 5

E 220 220 30 24

3.10.3 Transzformacios médszerek

3.10.3.1 E.coli transzformacié

50 pl E. coli DHS5 alpha és E. coli BL21 (DE3) kémiailag kompetens sejteket (New England
Biolabs) jégen felolvasztottunk és 5 pl (30-35 ng/ul) plazmiddal osszekevertiik (Quiagen EB
pufferben feloldva) majd jégen 30 percig inkubaltuk. Az inkubaciot kovetden egy Eppendorf
Thermomixer Comfort késziilékben a sejteket 30 masodpercre 42 °C-ra melegitettiik. A
hoésokklolas utan 2 percig jégen hiitottiikk a sejteket, majd 450 pul SOC (super optimal broth
with catabolite repression) mediumban regeneraltattuk 45 percig 37 °C-on, 750 rpm-es razatéssal.
A regeneraltatas utan 200 pl sejtszuszpenziot megfeleld antibiotikumot tartalmazo LB agarlemezre

szélesztettiink.
3.10.3.2 Rhodococcus transzformacio

Kompetens R. erythropolis L88 sejtek készitéséhez a sejteket el6szor LB agarlemezre szélesztettiik
¢és 30 °C-on inkubaltuk 48 6ran keresztiil a kolonidk megjelenéséig. Egy kivalasztott kolonidval
beoltottunk 5 ml LB médiumot amit 30 °C-on, 150 rpm-mel razattunk 24 o6rén keresztiil. A
felndvesztett sejtkultiraval beoltottunk 500 ml LB médiumot és 30 °C-on egy éjszakén keresztiil
razattuk. 0,8-as ODeoo érték elérésekor a sejteket 2000 x g-n 10 percig centrifugaltuk és steril

MilliQ vizzel kétszer atmostuk, majd 5 ml 30%-0s PEG1000-rel felszuszpendaltuk. 400 ul sejt
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szuszpenziot 3 pl (30-35 ng/ul) plazmiddal kevertiink 6ssze egy 0,2 mm-es kiivettaban és egy
GenePulser XCell (BioRad) elektroporatorral elektrosokkoltuk az aldbbi beallitdsok szerint:
kimeneti fesziiltség: 2500 V, kapacitas: 25 pF, ellenallas: 400 Q. Az elektrosokkot kovetden 1 ml
SOC médiumot adtunk a sejtszuszpenziohoz €s atpipettaztuk egy 2 ml SOC mediumot tartalmazo
sejttenyészté csébe. A sejteket 30 °C-on 4 oOran at razatva regeneraltattuk és 200 pl

sejtszuszpenziot 34 pg/ml kloramfenikol tartalmt LB agarlemezre szélesztettiink.

3.10.4 PCR amplifikacios modszerek

A célgéneket PCR-rel (4. MELLEKLET) Ndel-Xhol vagy Asel-Sall talnyalo végekkel
rendelkezé primerekkel (3. MELLEKLET) és Pfu DNS polimerazzal amplifikaltuk a gyarto
ajanlasai alapjan (Thermo Scientific). A reakcidkban genomi DNS-t hasznaltunk templatként. A
tovabbi alkalmazasokhoz a mintakat Qiagen Gel gélextrakcios kittel (Quiagen) tisztitottuk a gyartd
ajanlasai szerint és a megfeleld FastDigest restrikcios endonukleazokkal (Thermo Scientific) 2
oran at emésztettiikk. A reakciotermékeket 1 x-es TAE pufferrel (Applichem) készitett és SYBR
Safe DNS festéket (Invitrogen) tartalmazo 1%-os agardz gélre toltottiik. A TAE pufferben torténd
elektroforézist (100 V, 50 perc) kovetden megjelent, megfeleld méretli savokat Qiagen Gel

gélextrakcios kittel tisztitottuk.

3.10.5 A klonozashoz alkalmazott médszerek

A klonozas soran a helyes gén orientacio kialakitasahoz mind a vektort, mind az inszertet
FastDigest Ncol/Xhol vagy Ndel/Xhol (Thermo Scientific) restrikcios endonukleaz parokkal
emésztettiik. Az emésztett plazmidokat és PCR termékeket (4. MELLEKLET) a leirtak alapjan
tisztitottuk (3.10.4). Ligacidhoz Rapid T4 DNA ligazt hasznaltunk a gyarto eldirasait kovetve. A
ligalt terméket E. coli DHS5 alpha sejtekbe transzformaltuk és a transzformalt sejteket a megfeleld
antibiotikumot tartalmaz6 LB lemezeken szelektaltuk. Egy-egy kiilonallo koloniat valasztottunk
ki és plazmid DNS-t izolaltunk Plasmid Miniprep kit-tel (Qiagen). Az izolalt plazmidok méretét
restrikcidos endonukleazokkal vald emésztéssel ellendriztiik. A megfeleld méretli inszerteket

tartalmazé konstrukcidkat kivalasztottuk €s szekvenaltuk (ABI 3730 48-kapillaris szekvenalo).

3.10.6 A Thermoplasma SAMP expresszios vektorok eldallitasa
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A T. acidophilum-bdl szarmazo, kodon optimalizalt, szintetikus (Eurofins MWG OPERON)
Ta0895, Tal019 és Tald4d2 géneket (feltételezett SAMP homologok) pET28a vektor Ndel/Xhol
helyére inszertaltuk ezaltal egy 6-His-taggel latva el az N-terminalis véget. Miutan E. coli BL21
(DE3) (New England Biolabs) sejtekbe transzformaltuk a kialakitott konstrukciokat, a
célfehérjéket expresszaltattuk és a mintak tisztasagat His-tag tisztitast kovetéen SDS-PAGE-val
ellendriztiik (3.10.13).

3.10.7 JAMM proteaz expresszios vektorok és az expresszalt proteazokon alapulé

hasitasi tesztek

A H. volcanii, M. burtonii, N. maritimus és T. acidophilum eredet(i kodon optimalizalt, szintetikus
(Eurofins  MWG OPERON), N-terminalis végen 6-His-taggel rendelkez6 HVO_2505,
Mbur_0623, Nmar_1227 és Ta0623 JAMM proteaz géneket a SAMP génekhez hasonloan pET28a
vektorba klonoztuk, az igy kialakitott konstrukciokkal E. coli BL21(DE3) sejteket

transzformaltunk majd a célfehérjéket expresszaltattuk.

A Hvo 2505, Nmar 1227 és Mbur 0623 JAMMI1 metalloprotedzok hasitasi aktivitasat a
Ta0895_VSGG-Ta0547, Ta0895_VAGG-Rpn8-Rpnll, Tal019-ScRpnll, Hvo_2619-ScRpnll
¢s Mbur_1415-ScRpnll, SAMP-pal fuzionaltatott, szubsztratokon teszteltiik. A reakciot 20 ul-es
térfogatt foszfatpufferben allitottuk dssze (Na2HPO4/NaH2PO4 50 mM; NaCl 300 mM; ZnCl» 100
uM; pH 7,0). A Hvo_2505 proteaz esetében a sokoncentraciot 2 M-os értékre allitottuk be. Az
enzim és szubsztrat komponensek koncentracidja egységesen 0,1 mg/ml volt, az enzimreakcidkat
10, 24 és 37 °C-on inkubaltuk. Figyelembe véve a H. volcanii (35-55 °C) és M. burtonii (1,7-29,5
°C) novekedéshez sziikséges homérsékleti optimumat, a Hvo 2505 és Mbur 0623 enzimek
Ta0895_VAGG-Rpn8-Rpnl1 szubsztrat jelenlétében mutatott aktivitasat 48 °C-on és 4 °C-on is
megvizsgaltuk. A reakcio soran esetlegesen keletkez6 hasitasi termékeket SDS-PAGE-val tettiik
lathatova. Kontrollként 0,1 mg/ml enzimet és szubsztratot inkubaltunk kiilonallé csdvekben az
enzimreakciok koriilményeivel megegyez6 modon, majd toltottiik fel SDS-PA gélre a hasitott
termékek detektaldsdnak megkonnyitése érdekében. A Ta0895 VAGG-Rpn8-Rpnll szubsztrat

alapt enzim aktivités teszteket kétszeres ismétlésben végeztiik el.

3.10.8 Ta0895 fuzios protein vektorok eldallitasa
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A Ta0895-6s fehérjével fuzionaltatott célfehérjék termeltetéséhez expresszids vektorokat
hasznaltunk. Els6 1épésben szintetikus Ta0895 gének két valtozatat (az N-terminalison 8His vagy
Strepll affinitas taget, a C-terminalison egy TEV hasitohelyet és egy azt koveté multiklonozo
régiot) (5. MELLEKLET) Ncol és Xhol FastDigest restrikciés endonukleazokkal (Thermo
Scientific) megemésztettiik, majd pET28a, pRSFDuet és pETDuet vektorok Ncol/Xhol helyére
klonoztuk standard modszerek szerint (3.10.5). Ez a klonoz6 stratégia a pRSFD 8HisTa0895TEV,
pETD_8HisTa0895TEV, pET28_8HisTa0895TEV, pPRSFD_StreplITa0895TEV,
PETD_StreplITa0895TEV és pET28 StreplITa0895TEV vektorokat eredményezte. Ezt kovetden
a vektorokat Ndel/Xhol, az 5° és 3 kompatibilis végekkel rendelkez6 célgéneket Ndel/Xhol vagy
Asel/Sall restrikcids endonukleazokal emésztettiik majd a kapott termékeket ligaltuk. A klonozas
tovabbi 1épései a korabban leirtak szerint torténtek (3.10.5). Az elkészitett plazmidokat a 2.
MELLEKLET foglalja dssze.

3.10.9 Tal1019, Hvo_2619 és Mbur_1415 SAMP fuziés fehérjét hordozé vektorok
eléallitasa valamint az ScRpn11 klonozasa kiilonbozo fuzids fehérje tageket hordozo pCoofy

vektor variansokba

Harom kodon optimalizalt, szintetikus, H. volcanii, M. burtonii és T. acidophilum
SAMP homolog gént inszertaltunk pRSFD 8HisTa0895TEV-ScRpnl1l plazmid konstrukcioba,
melybdl el6zdleg a 8His-tag-gel ellatott Ta0895 gént Ncol és Ndel restrikcids endonukleazokkal
eltavolitottunk. Hogy a leginkdbb széles korben hasznalt szolubilizald fuzios fehérjéket
Osszehasonlitsuk (Esposito ¢és Chatterjee, 2006), (azonos promoterrel rendelkezd) pCoofy
vektorokbol allo sorozatot alkalmaztunk a kiilonféle tagekhez kapcsolt ScRpnll fehérje
expresszidjahoz. A pCoofyl (6His-tag), pCoofy2 (Trx-tag), pCoofy3 (GST-tag), pCoofy4 (MBP-
tag), pCoofy5 (SUMO-tag) és pCoofy16 (NusA-tag) vektorokba valo klonozashoz SLIC klénozast
hasznaltunk (Scholz és mtsai., 2013). Mindegyik plazmidot E. coli BL21 (DE3) Rosetta T1
sejtekbe transzformaltuk (Merck Millipore), majd a fehérjéket 30 pg/ml kanamycin-t és 34 pg/ml
chloramphenicol-t tartalmazé autoindukciés médiumban (Li és misai., 2011) expresszaltuk
kétszeres ismétlésben. A sejtkultura térfogata minden sejtvonal esetében 10 ml volt egy 50 ml-es
lombikban, a kulturakat egy Ecotron razatoban inkubaltuk 24 °C-on, 220 rpm-mel. A pCoofyl, 2,
3,15, 16 és Tal019, Hvo 2619, Mbur_1415 géneket tartalmazé vektorokkal transzformalt sejteket
24 6ras inkubdaci6 utan, mig a pCoofy4, 5, 14 és Ta0895 vektorokkal transzformalt sejteket 44 ora
utan gyljtottiik 6ssze. A megismételt kisérletbdl szarmazo sejteket egységesen az indukcidt kdvetd

27. éraban gytjtottiik dssze. A kisérletekbdl szarmazo Osszes sejtet lefagyasztottuk és -80 °C-on
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tartottuk a felhasznalasig. Az Osszehasonlito tesztek soran a 6His-tag-gel rendelkez6 ScRpnll

(Saccharomyces cerevisiae 26S proteaszoma Rpnl1 alegység) szolgalt kontrollként.

3.10.10 Az ScRpnll fuziés fehérjevariansok tisztitasa, detektalasa és oldhatésaguk

osszehasonlitasa

A fagyasztott sejteket felolvasztottuk ¢és szuszpenddltuk 10 ml His koté pufferben
(Na2HPO4/NaH2PO4 50 mM; NaCl 500 mM; imidazol 10 mM; pH 8,0). A sejteket egy Avestin,
Emulsiflex-C5 homogenizatorral tartuk fel (2 ciklus és 1000—1500 bar). A feltaras utan a proteaz
aktivitast 4-(2-aminoetil) benzolszulfonil-fluorid hidroklorid (AEBSF-HCI), aprotinin, leupeptin
¢s pepstatin  proteaz  inhibitorokkal gatoltuk 1 mM, 2 pg/ml, 1 pg/ml
¢és 1 pg/ml végkoncentraciokban. A genomi DNS eltavolitasahoz 1 ul benzonase-t (~ 750 U/ul,
MPI of Biochemistry, Biochemistry Core Facility) adtunk 12 ml lizdtumhoz. A sejtlizatumokat
egy Evolution centrifugaval, egy SS-34 rotorban (Thermo Scientific) centrifugaltuk 20.500 rpm
fordulatszamon 30 percig 4 °C-on. A kiindul6 biomassza mennyiségek egységesitéséhez a
legalacsonyabb ODeoo értékii sejtvonalat valasztottuk ki referenciaként. A magasabb ODeoo
értekkel rendelkezd sejtvonalakbol szarmazé sejtextraktumokat (folyadék féazis) a centrifugalast
megelézéen mért ODegoo/referencia ODeoo értékkel aranyosan higitottuk. Mindegyik extraktumbol
12 ml-t toltottiink 0,5 ml/min-es sebességgel egy 1 ml-es térfogata HisTrap HP oszlopra egy
AKTA basic (GE Healthcare) fehérjetisztitd berendezés segitségével. A mintak eludlasahoz 10 ml
His elucios puffert hasznaltunk (NazHPO4/NaH2PO4 50 mM; NaCl 500 mM; imidazol 250 mM;
pH 8,0), 1 ml/min aramlési sebességgel, az eludlt fehérjéket 1 ml-es frakcidkba gylijtottik. A
mintak tovabbi tisztitasat szolgald méretkizar6 oszlopkromatografidhoz (SEC) egy 2,4 ml
térfogata Superdex 200 PC 3.2/30 oszlopot (GE Healthcare) hasznaltunk. Altalanossagban 50 pl
mintat toltéttiink a SEC oszlopra és gélfiltracios pufferrel elualtuk (Na2HPO4/NaH2PO4 50 mM;
NaCl 500 mM; glycerol 0,1%; pH 8,0) 0,07-0,08 ml/min aramlasi sebességgel és az elualt
mintdkat 0,1 ml frakciokba gyQjtottik. A megfeleld frakciokban taldlhaté fehérjek
molekulatomegének meghatarozasahoz és azonositdsukhoz LC/MS moddszert hasznaltunk. A
tisztitds kiilonbozd fazisaibol szarmazo, tagekkel ellatott fehérjék lathatova tételéhez és az
expresszios szintjik dsszevetéséhez egy Agilent 2100 Bioanalyzer-t és a hozza tartozo Agilent
Protein 80 kit-et (Agilent Technologies) hasznaltuk. A fehérjék méretét és mennyiségét a migraciod
idejét és floureszcencia intenzitast mérd P80 fehérje chippel hataroztuk meg. Az adatok

feldolgozasahoz és vizualizacidjahoz 2100 Expert Software-t (Agilent Technologies) hasznaltunk.
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3.10.11  Sejtextraktum preparacio

Az E. coli sejteket egy Sorvall RC-5B Superspeed centrifugaval gytijtottiik 6ssze 4.000 x g-n 10
percig 4 °C-on majd His ko6té pufferben (NazHPO4/NaH2PO4 50 mM; NaCl 300 mM; imidazol 10
mM; pH 8,0) vagy Strep futtatopufferben (TrisHClI 100 mM; NaCl 150 mM;
pH 8,0) szuszpendaltuk és jégen 2 mg/ml lizozimmal 30-60 percen keresztiil kezeltiik 6ket. A DNS
emésztés€hez a nyers lizatumhoz DNazl (Roche) enzimet adtunk és 30 percig jégen tartottuk. Az
inkubaciot kovetden a lizdtumot 2 x 1 percig szonikaltuk (Branson Sonifier 250) 30-30%-0s
teljesitményen, 50%-os ciklusokban. A sejttormeléket egy Beckmann centrifugaval szeparaltuk

50.000xg-n 45 percig 4 °C-on.

3.10.12  Fehérje tisztitasi médszerek

3.10.12.1 Affinitaskromatografias médszerek

Két kiilonbozo affinaskromatografias modszert hasznaltunk. His-tag tisztitas esetében a feliiliiszot
egy 4 °C-on miikddtetett AKTA Purifier (GE Healthcare) berendezéshez csatlakoztatott, 1 ml
térfogati HisTrap FF Crude oszlopra (GE Healthcare) toltottiik. A nem kotddd fehérjék
eltavolitasahoz az  oszlopot futtatopufferrel (NaoHPO4/NaHPOs 50 mM; NaCl
300 mM; imidazol 20 mM; pH 8,0) mostuk 1 ml/min sebességgel addig, amig a detektalt UV
abszorbancia valtozasa kisebb nem lett, mint 2 mAU/ml. A megkotott fehérjéket valtozatlan
pufferdsszetétel mellett 20 perces 20 mM-t6l 500 mM-ig haladé imidazol gradienssel elualtuk. 0,5
ml-es frakciokba gyiijtottiik az elualt fehérjéket, a termék tisztasagat és mennyiségét SDS-PAGE-
val kovettiik nyomon. Strep-tag tisztitds esetén a Strep futtatopufferrel elkészitett feliiliszot 1
ml/min sebességgel egy 4 °C-on miikddtetett AKTA Explorer-hez csatlakoztatott, 5 ml térfogati
StrepTrap HP oszlopra (GE Healthcare) toltottiik. A nem kot6dé fehérjéket 40 ml, 4 ml/min-es
sebességgel aramlo futtatopufferrel (TrisHCI 100 mM; NaCl 150 mM; pH 8,0) tavolitottuk el. A
megkotott fehérjéket 1épcsdzetesen elualtuk (2,5 mM D-desthiobiotin Strep futtatopufferben), 1
ml/min sebességgel. 0,5 ml-es frakciokba gyljtottiik az elualt fehérjéket, melyek tisztasagat és

mennyiségét SDS-PAGE-val kovettiik nyomon.

3.10.12.2 Preparativ méretkizarasos kromatografias eljarasok

Az affinitaskromatografias tisztitdsbol szarmazo, célfehérjét tartalmaz6 frakcidkat 6sszegyjtottiik

¢s a célfehérje méretének megfelel6 Amicon 3.000, 10.000 és 30.000 MWCO koncentrald
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oszlopokkal (Merck Millipore) betoményitettiik. A tovabbi tisztitashoz illetve a homogenitas és az
esetleges aggregalddas nyomonkovetéséhez a koncentralt mintakat méretkizarasos kromatografias
oszlopra (SEC) toltottiik. Erre a célra egy Superose 12 10/300 GL vagy egy Superdex 200 10/300
GL (GE Healthcare) oszlopot hasznaltunk, melyet egy 4 °C-on miikddtetett AKTA purifier-hez
csatlakoztattunk. Az oszlopot elsé Iépésben 2 oszlop térfogatnyi (48 ml) futtatopufterrel
ekvilibraltuk és maximum 500 pl térfogatban 1-5 mg NiNTA vagy Strep tisztitasbol szarmazo
fehérjét toltottiink fel ra.

A SEC kromatografia soran hasznalt kondiciok:

1. modszer: 500 pl mintat t6ltottiink 0,8 ml/min sebességgel egy Superose 12 10/300 GL oszlopra
¢s TrisHCI 25 mM; pH 7,5 puffert hasznaltunk az elvalasztashoz.

2. modszer: 400 pl mintat to1tottiink 0,4 ml/min sebességgel egy Superdex 200 10/300 GL oszlopra
¢és NapHPO4/NaH2PO4 50 mM; NaCl 300 mM; pH 8,0 puffert hasznaltunk az elvalasztashoz.

3.10.13 SDS-PAGE analizis

Minta eldkészités: 12 ul tisztitott fehérjeoldatot 0sszekevertiink 4 ul négyszeres toménységii SDS
toltépufferrel (TrisHCI 200 mM; DTT 400 mM; SDS 8,0%; bromfenolkék 0,4%; glicerol 40,0%;
pH 6,8).

Elvalasztas: 10 ul toltépufferben felvett mintat egy 12,5%-o0s SDS poliakrilamid gélbe (Laemmli,
1970) toltottiink és SDS futtatopufferben (Tris bazis 3,0 g; glicin 14,4 g és SDS 1,0 g 1.000 ml
dH20-ban) szeparaltuk 140 V-on 1 6ra 20 percig. 6 pul PageRuler Prestained Protein Ladder-t
(Thermo Scientific) hasznaltunk molekulatomeg markerként. NuPAGE gélek (Novex) esetében a

gyart6 hasznalati ututatdjat kovettiik, futtatdshoz 1x-es MES puffert (Novex) hasznaltunk.

Eléhivas: az elvélasztott fehérjék festéséhez a géleket Instant Blue (Expedeon) gélfestékben

crer

crer

3.10.14 Az eredeti Ta0895 fehérje VSGG hasitasi szekvencidjanak modositasa

A H. volcanii JAMMI proteaz Hvo 2505 a linearisan k6t6dé Hvo 2619 (SAMPI1) fehérjét a
VSGG helyen hasitja (Hepowit és mtsai., 2012). Ugyanilyen hasitohellyel rendelkezé Ta0895

varians kialakitasdhoz a C-terminalison 1év6 VAGG szekvenciat VSGG-re mutaltattuk
44



QuickChange Lightning Site Specific Mutation kit-tel (Agilent Technologies) a gyarto felhaszalasi
utasitasait kovetve. Templatként a pTIPRC1 8HisTa0895-Ta0547 konstrukcid szolgélt, a
felhasznalt primereket a 3. MELLEKLET tartalmazza.
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4. EREDMENYEK

4.1  AT. acidophilum sejtek krio-elektrontomografiaja

A T. acidophilum sejtek mérete 0,5-3 um kozott valtozik, atlagos vastagsaguk 0,2-0,5 um, ez teszi
ezt az organizmust megfeleld mértékben athatolhatova az elektronok szamara és emiatt alkalmassa
a struktara feltarasat célzo krio-elektronmikroszkopos tomografias vizsgalatokhoz (Nickell és
mtsai., 2006). Anaerob koriilmények kozott tenyésztett T. acidophilum sejtekrél 15 kiilonb6zo
tomogrammot készitettiink, melyek 3D rekonstrukciot kovetd elemzése nagyszamu citoplazmikus,
globularis testecske jelenlétét tarta fel (8. A ABRA). A manualis szegmentacio6 és a 3D-s felszin
reprezentaciok képanalizisén alapuld eljaradsok kimutattak, hogy a testek gomb alaktiak, eloszlasuk
a sejten beliil egyenletes (8. B ABRA). Elliptikus alakot feltételezve, a szamitott sejttérfogat és a
testek altal kitoltott tér alapjan a T. acidophilum sejtek térfogatanak 35-50 %-at a kimutatott testek
adjak. A testek mérete Gauss féle eloszlast kovet S0 nm-es atlagértékkel és 15 nm-es szorassal (8.
C ABRA). A meghatarozott méret és feltételezett 1,3 g/cm3 fehérjedenzitis alapjan a testek
atlagos molekulatomegét 6 MDa-ra becsiiltiik. Ezt az értéket hasznaltuk fel a késdbbiekben az

izolalast célzo kisérletekhez.
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8.ABRA Egy anaerob kornyezetben tenyésztett T. acidophilum sejt krio-elektronmikroszképos analizise és 3D
szegmentacioja. A T. acidophilum sejtek tomogrammjainak egyes x-y iranyultsagu metszetein gomb alak,
elektrondenz partikulumok figyelhetéek meg (A). A TaKT-ek a 3D-s szegmentacidt kovetd becslés alapjan ~35-50
%-ban toltik ki a sejttérfogatot (B). A TaKT-ek atmér6ibél 1étrehozott hisztogram Gauss féle eloszlast mutat, az

atlagos atmér6 50 nm, a szdéras 15 nm (C).

4.2 A TaKT-ek f6 fehérjekomponensének, a Ta0547-nek az azonositasa

A sejtlizatumok citoszolikus fehérjéit az intakt sejtek, sejttormelék ¢és sejtmembran

centrifugalassal torténd eltavolitasat kovetden oszlopkromatografian alapuld tisztitasi
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modszerekkel izolaltuk. Az elsd 1épésként hasznalt hidroxiapatit oszlop szamos nagyméretii
fehérjekomplexet képes nagy mennyiségben megkotni, melyek koziil sokat 500 mM-os foszfat
pufferrel tudtunk elualni. Ezt a frakciot tovabb tisztitottuk méretkizarasos oszlopkromatografiaval
(Sun és mtsai., 2009). A nagy molekulatomegii fehérjéket tartalmazo Superose 6 frakciokat
denaturaltuk és SDS PA gélre toltottiik fel. Kovetkezo 1épésént a Coomassie Blue-val megfestett
savokat kivagtuk és MALDI-TOF-MS-sel azonositottuk. Ilyen médon azonositani tudtuk a holttér
frakcidiban dominans Ta0547-es fehérjét (9. A ABRA).

A B C
kDa M E1 ~ | F8 M kDa
35 ¥ % 35
25 W P
18 4 W 18

9.ABRA Az A) 4bran a Ta0547 ellen nyulban termeltetett poliklonalis antitesttel immuno-precipitalt a B) abran
pedig az oszlopkromatografiaval tisztitott TaKT-ek 1D-SDS-PAGE és elektronmikroszkopos képei lathatoak. A
Ta0547 fehérje (18 kDa) savjait MALDI-TOF-MS-sel azonositottuk. A gélfoto feletti szamok sorrendben az elualt
mintat (E1) és a frakci6 sorszamat (F8) jelentik. A molekulatomeg marker viszonyitasi pontjait kDa-ban adtuk meg.
C) Elektronmikroszkoppal megfigyelhetd volt, hogy megnévelt NaCl (250 mM) hatasara a TaKT-ek nagyobb és
sOtétebb strukturakka olvadnak Gssze, melyek képesek elnyelni kiilonallo TaKT-eket. Ennek a folyamatnak a
kiilonb6z6 allomasai lathatoak egy nagyobb struktara hataran (nyilak a-g-ig).

Figyelemre méltd, hogy mig mas nagyméretii fehérjekomplexek elhanyagolhaté mennyiséghen
voltak jelen, addig a frakciok negativ EM képein tobb nagy globularis test latszott (9. A ABRA),
melyek méret €s alak tekintetében a krio-ET kisérletekben megfigyelt testekre hasonlitottak (9. A
ABRA). Annak igazolasara, hogy a Ta0547 a megfigyelt testek alkotorésze, poliklonalis
antitesteket termeltettiink a Ta0547 ellen és immuno-precipitacios kisérletekben alkalmaztuk 6ket.
Erre a célra a Ta0547 gént pET28a expresszids vektorba klonoztuk és a 6His-taggel rendelkezd
rekombinans fehérjéket E.coli BL21(DE3) sejtekben termeltettiik meg és Ni-NTA affinitas és

Sephadex 200 méretkizarasos kromatografiaval tisztitottuk. A 34-es frakcioban talalt rovid,
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linearis, valosziniileg helikalis elrendez6désti (10. ABRA) rekombinadns Ta0547 fehérjét

hasznaltuk poliklonalis antitest termeltetéshez.

10.ABRA A) E. colibdl tisztitott, valtozo hossziisagli, rekombinans Ta0547 fonalak. B) A metszetek 2D-s
atlagolasa a szerkezet szabalyos, pszeudo-helikalis elrendez6dését mutatja.

A tisztitott Ta0547 spacifikus antitesteket hasznéltuk ezutdn csaliként az immuno-precipitacios
kisérletekben a TaKT-ek megkotésére és tisztitasara a nativ Ta0547-tel vald kolcsonhatas révén.
Az elualt frakciokat SDS-PAGE-val ¢s a raépiil6 MALDI-TOF-MS-sel analizaltuk, hogy
igazoljuk az antitest specificitdsat. A Ta0547 mellett csak néhany alig lathatd fehérje savot
talaltunk (9. B ABRA). Az antitestekkel tisztitott, nativ Ta0547 negativ festésii EM analizise soran
gomb alak(l testeket lehetett megfigyelni, hasonldé méretiicket ¢és alaktakat, mint az
oszlopkromatografias tisztitasok soran (9. B ABRA). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a
Ta0547 valoban a TaKT-ek {6 protein komponense.

4.3 A Ta0547-es fehérje bioinformatikai elemzése
A Ta0547 fehérje az UniProt adatbazis annotacidja alapjan ismeretlen funkcioja. A prediktalt
masodlagos szerkezet alapjan szolubilis, szignal peptidet illetve transzmembran domént nem

tartalmaz. Az aminosav szekvencia alapjan féleg a-hélixekbdl és rovid B-redékbdl és az N-

lancvégnél talalhato kis kiterjedésti rendezetlen régiokbol all (11. ABRA).
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11. ABRA A Ta0547 Quick2D szoftverrel prediktalt masodlagos szerkezete. Az a-hélixek piros, a B-redSk kék, a

rendezetlen régiok barna hattertiek.

A Ta0547 a KEGG adatbazisban talalhat6 annotacio szerint egy vitellogenin-N domén fehérje. Ezt
a domént eddig csak eukariota lipid transzfer fehérjékben mutattak ki (LLTP — large lipid transfer
protein), archaeakban és baktériumokban még nem (Anderson és Dawes, 1990). A szekvencia
alapon torténd keresés (NCBI - PBLAST) csak a harom archaea toérzson (Euryarchaeota,
Crenarchaeota és Korarchaeota) beliil eredményezett talalatokat (Thermoplasma, Picrophilus,
Ferroplasma, Sulfolobus, Caldivirga, Metallosphaera, Acidiplasma, Vulcanisaeta, Caldivirga
fajok és Korarchaeum faj kandidatusok), eukariotak esetében nem. Ezen tilmenden a Pfam
adatbazisban valo keresés sem mutatatott ki egyezést a Ta0547 ¢€s a vitellogenin-N domén kozott.
Az ellentmondas feloldasahoz a T. acidophilum proteomjaban kerestiink vitellogenin-N-nel
(Pfam: PF01347) megegyezd, hmm profillal rendelkezd fehérjéket, a keresés csak a Ta0547-es
fehérje és a vitellogenin-N C-lancvégének egy részével mutatott ki egyezést. Ennek fényében a
lipovitellin vitellogenin-N doménjének nagy felbontasu kristalyszerkezetét felhasznalva (PDB:
ILSH) elkészitettilk a Ta0547 fehérje prediktalt 3D szerkezetét. A Ta0547 fehérje szerkezeti
modelljének és a lipovitellin szerkezetének (313.-435. aminosav intervallum) TM-align algoritmus
(Zhang és Skolnick, 2005) szerinti illesztése majdnem teljes egyezést mutatott (TM érték: 0,98709;
RMSD: 0.46 A) (8. MELLEKLET).
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY - 1. tézis, 4.2 és 4.3 fejezetek alapjan: Az izolalt
Thermoplasma Kkinontestek f6 fehérje komponense a Ta0547. A Ta0547-es fehérje a
bioinformatikai elemzés alapjan egy vitellogenin N-domén homolog. Az eredményeket

nemzetkozi publikaciéban adtuk kozre (Nagy és mtsai., 2016).

4.4 A TaKT-ekkel asszocialt fehérjék azonositasa LC-MS/MS és Edman degradacio

modszerekkel

A TaKT asszocialt fehérjék és a proteom analitikai modszerek érzékenysége miatt detektalt
szennyezOdések elkiilonitésére az immunprecipitacios illetve oszlopkromatografias kisérletekbol
szarmaz6 frakciokat LC-MS/MS analizisnek vetettiik ala (6. MELLEKLET). Azokat a fehérjéket
melyek csak az egyik kisérletben voltak kimutathatéoak vagy a TaKT-eknél sokkal kisebb
molekulatomegli peptideket és fehérjéket, mint példaul Tal475, termoszéma, riboszoma,
proteaszoma...stb. nem vontuk be a vizsgalatokba. A kritériumokat végiil 7 fehérje teljesitette:
Ta0547, Ta0337, Ta0437, Ta0438, Ta0182, Ta0093 és Tal223a, melyek nagy valdszinliséggel a
TaKT-ek komponensei lehetnek (6. MELLEKLET). Ezek a fehérjék a Ta0437-es fehérjét
leszdmitva kisebbek mint 20 kDa. A Ta0547, Ta0182, Ta0438 és Ta0337 funkcidja nem ismert, a
BLAST keresés leginkabb termoacidofil archaedkban eredményezett taldlatokat Ggymint T.
volcanium, Picrophilus torridus, Sulfolobus solfataricus, S. acidocaldarius, S. tokodaii és
Ferroplasma acidarmanius. A felsorolt fehérjék koziil a Ta0182 homoldgjai altalanosan
eléfordulnak prokaridtakban, mig a Ta0438 géntermék homologjai kizarolag Thermoplasma
torzsekben taladlhatéak meg. A Tal223a az archaedk Sec fiiggetlen iker arginin transzlokazaival,
mig a Ta0437 szamos organizmusban eléforduld, anion transzporter és OXianion transzlokaz ATP-
azokkal mutatott homologiat. A Kisméretli fehérjék MS alapti mennyiségi meghatarozasa soran
jelentkezd altalanos problémak ellenére megkiséreltik a TaKT-ekben lévd fehérjék relativ
mennyiségét kiszamolni. Az eredmények szerint (6. MELLEKLET) az expresszios aranyok
nagyfoku valtozatossagot mutattak, egyediili kovetkeztetésként a Ta0547-es fehérje dominancija

volt levonhatd. A Ta0547 és a tobbi TaKT asszocialt fehérje aranya megkdzelitdleg 8:1.
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12.ABRA: TaKT asszocialt fehérjék gradiens NuPAGE 4-12% Bis-Tris gélen elvalasztva. Az elvalasztott fehérjék
analizise Edman degradacidval és LC-MS/MS-sel tortént. A molekulatomeg marker referenciapontjai kDa-ban
vannak feltiintetve. A TaKT-eket oszlopkromatografiaval (A) vagy immunprecipitacidval (B és C) tisztitottuk aerob
(A és B) vagy anaerob (C) kornyezetben tenyésztett sejtekbdl. Az 1-7-ig megszamozott savok TaKT fehérjék: 1.:
Ta0547 dimer (N-terminalis szekvencia: KEKKD), 2.: Ta0547, 3.: Ta0547 (N-terminalis szekvencia: VSELA), 4.:
Ta0438 (N-terminalis szekvencia: MDIE) és Tal223a (N-terminalis szekvencia: MLDSA) keveréke, 5.: Tal223a
(N-terminalis szekvencia: MLDS). A felsorolt fehérjéket Edman degradacioval azonositottuk. A 6-os és 7-es savot
degradalt Ta0547 fehérjeként azonositottuk LC-MS/MS-sel. Ezekben a sivokban a Ta0547 peptidek mennyisége
megkozelitdleg 100-szorosa a tobbi egyiitt migral6 fehérjék peptidjeinek.

A minta tisztasaganak felméréséhez, illetve a TaKT asszocialt fehérjékhez hasznalhato
kereszthivatkozashoz az oszlopkromatografias €és immunprecipitacios kisérletekbdl szdrmazo
frakciokat NuPAGE 4-12% Bis-Tris gélre toltottiik és Coomassie blue-val festettiik (12. ABRA),
vagy Edman degradécioval torténd N-termindlis aminosav meghatarozdshoz PVDF membranra
blottoltuk (7. MELLEKLET). Erdekes modon az 1-es és 3-as sav a Ta0547 csonka valtozatanak
bizonyult, KEKKD ¢és VSLA szekvenciakkal az N-termindlis végen. Az 1-es savhoz tartozo
molekulastly kétszer akkora volt, mint az intakt Ta0547. Feltehet6en az 1-es savot megrovidiilt
Ta547 molekuldk dimerizalt populdcidja alkotja, melyeket a tisztitidskor alkalmazott
koriilményekkel nem sikeriilt egymastol elvalasztani. A 4-es sav a Ta0438 (az N teminalis MDIE
szekvencia mutatja a masodik metioninnal kezd6d6 transzkripcios startot) és Tal223a (MLDSA)
fehérjék keveréke volt, mig az 5-6s sav a Tal223a-hoz tartozott (MLDS) (7. MELLEKLET). A
6-o0s és 7-es savot alkotd fehérjék N-termindlis szekvenciait nem sikeriilt meghatarozni, mivel a
blottolas soran nem sikeriilt megkdtni a fehérjéket a membranon. Mindazonaltal az emlitett két

sav fehérjéit gélben emésztéses LC-MS/MS analizise kimutatta, hogy foként Ta0547 csonka vagy
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emésztett peptidjeibdl allnak, melyek hozzavetdlegesen 100x nagyobb mennyiségben voltak jelen,
mint mas egylitt migralod fehérjék. Végiil a Ta0547 degradacids termékeit tartalmazo, alacsony
molekulatdmegli pozicidoban 1évd savok Osszetételének megerdsitéséhez, illetve az esetlegesen
jelenlévo egyéb fehérjék kimutatdsdhoz elvégeztiik denaturalt, de emésztetlen TaKT asszocialt
fehérjék LC/MS vizsgalatat ami ugyancsak a Ta0547, Tal223a, Ta0438 és Ta0093 jelenlétét
igazolta (9. MELLEKLET). A Ta0547 fehérjék csonka és/vagy emésztett valtozatainak

megjelenésének oka és esetleges funkcidja jelenleg ismeretlen.

Transzmembran domének (TM) kereséséhez a 7 TaKT asszocialt fehérjét TM domén felismerésre
tervezett, DAS-TM filter (Cserzo és mtsai., 2002; Cserzo és mtsai., 2004), Tmpred (Hofmann és
Stoffel, 1993), Phobius (Kaill, Krogh és Sonnhammer, 2004, 2007) és HMMTOP (Tusnady és
Simon, 1998, 2001) szoftverek segitségével bioinformatikai elemzésnek vetettiik ala (3.8). A
Tmpred elemzés a Ta0437, Ta0182, Ta0337 ¢és Tal223a esetében prediktalt TM doméneket,
azonban csak a Tal223a és Ta0337 esetében adott szignifikans talalatot. A legszigorubb
feltételekkel keres6 DAS-TM filter modszerrel a Tal223a és Ta0337 fehérjékben talaltunk
potencidlis TM doménket, azonban az utdbbi a lekérdezett TM fehérje adatbazissal torténd
Osszevetés utan nem bizonyult szignifikdnsnak. A masik két modszer (Phobius és HMMTOP)
szintén azonositott TM doméneket a Tal223a ¢és Ta0337 fehérjékben. Az eredmények azt
sugalljak, hogy a Tal223a valdsziniileg, a Ta0337 pedig talan TM fehérje. A tobbi fehérje, a
Ta0547-tel egyiitt, nem rendelkezik TM doménnel (2. TABLAZAT).

2. TABLAZAT: A 7 TaKT asszocialt fehérje aminosav szekvenciajaban transzmembran (TM) domén predikcios
szoftverekkel (DAS-Tmfilter, Tmpred, Phobius és HMMTOP) detektalt TM doménjeinek pozicidi.

Feltételezett TM hélix pozicio

DAS-
Fehérje TMfilter Tmpred Phobius | HMMTOP
Ta0547 - - - -
Ta0437 - (12-32) (130-150) or (9-29) (135-154) * - -
Ta0438 - - - -
Ta0337 106-116 * 102-119 100-119| 103-119
Ta0093 - - - -
Ta0182 - (37-53) vagy (41-58) * - -
Tal223a 7-21 (5-23) vagy ( 4-20) 6-22 4-21

* nem szignifikans talalatok
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4.5 A TaKT-ek nem fehérje komponenseinek vizsgilata vékonyréteg

kromatografiaval, ultraibolya spektroszkopiaval és LC/MS-sel

A mas organizmusokban el6fordul6 lipidtestekre emlékeztetd TaKT-ek izolalasat és mikroszkopos
megfigyelését kovetden a lehetséges lipidkomponensek kimutatasa vékonyréteg kromatografiaval
(TLC) tortént. Az altalanosan alkalmazott Bligh-Dyer 6sszlipid extrakcios modszert hasznaltuk
(Bligh és Dyer, 1959) a liofilizalt T. acidophilum sejtek és az izolalt TaKT-ek lipid dsszetevéinek
extrakcidjahoz. Az igy kivont anyagokat TLC-vel szeparaltuk, és szinezd eljarasokkal lathatova
tettiink (Shimada és mtsai., 2002). A TLC lemezeket az elvalasztas utan UV fénnyel
megyvilagitottuk, lathatova téve az UV-t elnyel? lipideket. Az UV fénnyel detektalhat6 lipidek az
olddszer frontjaival egyiitt haladtak, mig az UV fénnyel nem detektalhat6 lipidek csak kénsavas
szenesités utan valtak lathatova. A sejtek polaris lipid mintazata jol illeszkedett korabban publikalt
eredményekhez és két f6 lipidkomponens jelenlétét igazolta: gulopiranozil-(f1-1)-caldarchaeol
(GuC/U4) és a dominalé gulopiranozil-(p1-1)-caldarchaetidilglicerol (GuCGp) (13. ABRA). A
tisztitott TaKT-ek esetében a f6 komponens egylitt vandorolt az olddszer fronttal, igy a pozicidja
egybeesett az UV-vel detektalhatd anyagokéval. Késdbb ezt a komponenst menakinonok
keverékeként azonositottuk. Egy kevésbé intenziv jelet ado, lassabban vandorlo folt is lathaté volt,
ami megfelelt Shimada és kollégai altal azonositott U4 (GuC) komponensnek (Shimada és mtsai.,
2002).

A B C D E F

13.ABRA: T. acidophilum sejtkivonat és izolalt KT-ek TLC analizise. Roviditések: A MK-4 referencia B Liofilizalt
T. acidophilum sejtekbél kloroform:methanol:H.O (KMV) (65:25:4) elegyével extrahalt anyagok. C Az
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oszlopkromatografiaval tisztitott TaKT frakcio kozvetleniil a TLC lemezre feltdltve. D Az immunprecipitacios
tisztitasbol szarmazo elualt frakcid kozvetleniil a TLC lemezre feltdltve. E Liofilizalt TaKT-ekb6l KMV eleggyel
extrahalt anyagok. F TaKT-ekbdl acetonnal és etilacetattal extrahalt anyagok nagyobb mennyiségben feltoltve a
kisebb mennyiségben jelenlévé komponensek detektalasahoz. A menakinonok az olddszer fronttal egyiitt migraltak
(1), a teljes sejtextraktum polaros lipidjeinek (B) eloszlasa megegyezett a publikalt eredményekkel (Shimada és
mtsai., 2002). A T. acidophilum két meghatarozoé polaros lipidje a gulopiranozil-(B1-1)-caldarchaeol (2) és a
gulopiranozil-(B1-1)-caldarchaetidilglicerol (3). A TaKT-ek legnagyobbrészt menakinonokat tartalmaztak, a
masodik legnagyobb mennyiségben el6forduld lipid a gulopiranozil-(B1-1)-caldarchaeol volt. Egyéb polaros lipidek
sokkal kisebb koncentracioban voltak jelen, valamint a teljes sejtextraktum és a KT-ek lipidprofilja teljes mértékben
eltért egymastol.

A harom fliggetlen tisztitdsbol szarmazé mintdk menakinon és U4 intenzitasat 2D
denzitometridval mértiikk meg, a kapott adatokbol kiszamolt aranyuk 147:100 volt. Az emlitett
komponensek mellett tobb kisebb intenzitasu jelet is detektaltunk, azonban a sejtekbdl és a
tisztitott TaK T-ekbdl szerves oldoszerrel kivont 6sszetevok TLC mintazata teljesen eltérd volt (13.
ABRA). Az U4 azonositashoz sziikséges referenciaként egy 2D TLC kisérlet (a prokariotak
osztalyozasahoz altalanosan hasznalt modszer) szolgalt. Az izolalt TaKT-ekb6l olddszerrel izolalt
Osszetevbket a start poziciora pipettaztuk (14. A ABRA), és az 1D futtatashoz
kloroform:metanol:viz ~ (65:25:4, v/v/v) elegyet, a 90%o0s elforgatis utén pedig
kloroform:metanol:ecetsav:viz (80:12:15:4, v/v/v/v) elegyét hasznaltuk a futtatashoz (Tindall és
mtsai., 2007). Az eredményeket a GuCGp-bdl szarmaztatott kontroll GuC 2D TLC profiljaval (14.
B ABRA) vetettiik 6ssze (Shimada és mtsai., 2008). A kontroll és a minta U4 foltok retardacios

faktora (Rf) azonos volt, ilyen modon az U4 azonositasa bizonyitast nyert.

14. A ABRA: A kezdSpontra (0) feltsltott TaKT-ek, 2D TLC-vel a méodszertani részben leirtaknak megfeleléen
elvalasztott és el6hivott, oldoszeres kivonata. A menakinonok és (1) és GuC pozicidja (2) a TLC lemezen
szammal jelolt. A vizszintes nyil az elvalasztas elso, a fiigg6leges nyil a masodik dimenzidjanak iranyat jelzi. A
TaKT GuC (1) komponensének Rf értéke 0,96 és 0,91.
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14. B ABRA: A médszertani részben leirtaknak megfeleléen 2D TLC-n elvalasztott és eléhivott, GuCGp-bol (3-as
szama kiindulasi anyag maradékat jelzi) szarmaztatott, kontrollként hasznalt GuC (2). A futtatas kiindulopontjaat (0)
jeloli. A vizszintes nyil az elvélasztas els6, a figg6leges nyil a masodik dimenzidjanak iranyat jelzi. A GuC (2) Rf
értéke 0,97 és 0,92.

Az U4 azonositasat kovetéen a Shimada és kollégai altal nem meghatarozott (Shimada és mtsai.,
2002), UV fényben lathato komponensekre fokuszaltunk. A TaKT-ekbdl oldoszerrel extrahalt
anyagokat UV abszorpcios spektroszkopidval vizsgaltuk. Az 325 nm, 269 nm, 260 nm, 248 nm és
243 nm-en mért abszorpciés maximumok (15. ABRA) menakinonok jelenlétére utaltak,
melyeknek legismertebb tagja a K2 vitamin (MK-4) (Langworthy, Smith és Mayberry, 1972). Erre
az eredményre tamaszkodva az UV fénnyel detektalhatdo Osszetevok megkiilonboztetéséhez

folyadékkromatografiat (LC) hasznaltunk és az elualt mintakat tomegspektrometriaval vizsgaltuk.

Abszorbancia / AU

240 260 280 300 320 340
Hullamhossz / nm
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15. ABRA: A referenciaként hasznalt MK-4 keverék UV abszorpcios maximumai 325, 269, 260, 248 és 243 nm-nél
talalhatoak (szaggatott vonal), ami j6 egyezést mutat a TaKT-ekbol aceton/etil-acetat eleggyel extrahalt anyagok
maximum értékeivel (folytonos vonal).

Osszességében a C8-as oszlopon alapuld szeparacids moddszer bizonyult hatékonynak a
menakinonok megkotéséhez és elvalasztasahoz (16. ABRA) és a felvett tomegspektrumon beliil
végiil 200-nal tobb dsszetevot detektaltunk (10. MELLEKLET). Erdekes modon a kiilonbdz6 LC
frakciokban jelent6s szamu, eltéré m/z értékkel rendelkezé komponenst mutattunk ki, ami a
kiindulasi vegyiiletek izomer alakjaival magyarazhatd. A TaKT-ek f6 komponensének az MK-7
bizonyult, 24,8 perces retencios idovel és 648(+1) m/z arannyal. Két kisebb csucs is lathaté 20,4
¢s 21,4 perces retencids idonél, egyarant 646(+1) m/z ardnnyal. Emlitésre mélto, hogy a T.
acidophilum HO-62 torzsnél leirt kinonokat (Shimada és mtsai., 2001) is sikeriilt megtalalni. A
feltételezett thermoplasmaquinone-7 (TPQ-7) (m/z 662(+1)) 25,7 perc mig a feltételezett
methionaquinone-7 (MTK-7) (m/z 680(+1)) retencios ideje 20,4 és 21,4 perc volt. 16,4 perces
retencional egy kisebb, MK-4-re hasonlito, 444(+1) m/z ardnyu csucs talalhato, illetve 19,7 és 13,3
percnél ionok két jelentSsebb csticsa talalhatd 466(+1) és 390(+1) m/z arannyal (16. ABRA). A
referenciavegyliletekhez, mint példaul az MK-4 (16,4 perc) és MK-7 (24,9 perc), tartozo retencios
idok és a detektalt m/z értékek nagyfoku egyezést mutattak a TaKT-ek fébb komponenseinek mért
retencios idejével és m/z aranyaval (16. ABRA és 10. MELLEKLET). Ezen talmenden, az
oldoszerrel kivont biologiai eredetii anyagok Osszetételében bekovetkezd valtozasok nyomon
kovetéséhez a mintakat zsirsav és kinon analizisre kiildtiik a DSMZ-be. A 2 napos sejtkultirabol
szarmaz6 TaKT-ek kinonprofilja a kdvetkez6képpen alakult: 93% MK-7, 5% MMK-7 (TPQ-7) és
2% MK-6. A 6 napos kulturak esetében a komponensek aranya megvaltozott, 100%-ban MK-7,
nyomokban MMKY7 (TPQ-7) volt kimutathatd, mig a zsirsav analizis nem eredményezett talalatot.
Legvégiil a TaKT-ek fehérje/lipid ardny meghatarozasa céljabol megmértiik a kicsapott és ujra
koncentraciojabol kiszamitott mennyiség €s az oldoszeres extrakcidbol szarmazd komponensek

tomege 1:10 aranyban viszonyult egymashoz.
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16. ABRA Az A) dbran a két napos kultirakbol kivont és C8-as oszlopon elvélasztott TaKT-ek LC kromatogramja,
amelyen az MK-4 (m/z 444), MTK-7 (m/z 680), MK-7 (m/z 648), TPQ-7 (m/z 662) vegyiiletek voltak
detektalhatoak 16,4; 21,4; 24,8; és 25,7 percnél. A 390 és 466 m/z aranyt és 13,5 és 19,7 perc retencios idejli
Osszetevok nem keriiltek azonositasra. A B) abra a K2-4 és K2-7 vitamin referencia retencios idejét mutatja 16,4 és
24,8 percnél. Az ionok intenzitasat folytonos, az UV intenzitast szaggatott vonallal jeloltiik.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY - 2. tézis, 4.5 fejezet alapjan: Az izolalt Thermoplasma
kinontestek f6 lipid 6sszetevdi a menakinon-7 és a gulopiranozil-(p1-1)-caldarchaeol illetve
kisebb mennyiségben tartalmaznak metilmenakinon, methionaquinone-7,
thermoplasmaquinone-7 és menakinon-4 vegyiileteket. Az eredményeket nemzetkozi

publikaciéban adtuk kozre (Nagy és mtsai., 2016).

4.6 A TaKT-ek karakterizalasa krio-ET-vel

Hogy tovabbi betekintést nyerjink a TaKT struktardjdba, a méretkizarasos kromatografiaval
tisztitott TaKT-eket a képi informaciot kozvetlen elektron detektorral észleld krio-
elektrontomografiaval vizsgaltuk. Az in situ megfigyeléseket alatamasztva, a TaKT-ek
hozzavetdlegesen gdmb alakuak és 25-60 nm-es atmérdjiiek (17. A ABRA). A TaKT-ek tobbsége
egy elektrondenz belsd térrel rendelkezik, amit egy tomorebb hatarold rész vesz koriil. Egyes
esetekben egy kisebb, iires belso résszel rendelkezd, gomb alaku struktura csatlakozott a nagyobb
és tomor belsd résszel rendelkezd testekhez (17. A3 ABRA). A TaKT-ek hatara nem volt
folytonos, ugy tiint, hogy diszkrét, egymassal Osszekottetésben allo, ~4 nm nagysagl, slriibb
részek csoportosulasabol all 5ssze (17. A1 ABRA), azt sugallva, hogy ez a hatarol6 rész nem lipid
természetli. Egyes esetekben hasonlo globularis képletek megfigyelhetéek voltak a TaKT-ek belsd
terében is. A testek kiilsejéhez rogzitett, kifelé allo tiiske alaku struktirak is megfigyelhetéek

voltak (17. A2 ABRA).
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17. ABRA: Méretkizarasos kromatografiaval tisztitott TaK T-ek krio-elektronmikroszképos képe. Az dsszes dbra 1,7
nm vastag tomografids metszetet reprezental. A) Egy jellegzetes tomogram attekintése. A1-A3) Az eredeti kép
bekeretezett részei megnovelt nagyitasban. A1) A fehér nyilhegyek néhany, a TaKT hatarat alkotd, 6sszekottetésben
1év0, siirlibb strukturara mutatnak. Hasonlé struktirak megfigyelhetéek a TaKT-ek belsejében is. A2) A fekete
nyilhegyek a TaKT hatarvonalabdl kiallo tiiske alaku strukturakat jelolik. A3) A fekete nyil egy nagyobb, stirtibb
belso teri testbol levalo vagy vele 6sszeolvadd kisebb méretli és vilagos lumenti struktiirara mutat.

4.7 A Ta0547 szerepe a struktura kialakitasaban

A Ta0547 TaKT-ek struktardjaban, kialakuldsédban és/vagy stabilizaldsdban betdltott szerepének
vizsgéalatdhoz elektronmikroszkopos megfigyelést alkalmaztunk, amihez negativan festett,
tisztitott TaKT-ek frakcioit hasznaltuk, 1épcsdzetesen ndvelt NaCl koncentracidju kornyezetben
(0,125, 0,25 és 0,5 M). Az ioner6sség novelése elindit egy lassu nukledcios/Osszerendezddési
folyamatot, (hetek alatt torténik) és kisebb részek Osszeolvadasaval vagy bekebelezddése révén
nagyobb és s6tétebb struktirakat eredményez (9. C ABRA). A struktura biokémiai jellemzéséhez
kis mennyiségi, tisztitott TaKT mintakat tripszinnel, natrium-dodecil-szulfattal (SDS) illetve n-
dodecil-B-D-maltoziddal (DDM) kezeltiik. Az SDS (0,1%) kezelés pozitiv kontrollként szolgalt,
mivel mind a membran, mind a fehérje strukturakat denaturalja és ennek megfelelden a TaKT-ek
integritasa megsziint a kezelés hatasara. Meglep6 mddon a membranfehérjék izolalasara is
hasznalt DDM-es (10%) kezelés nem befolyasolta a testek strukturajat, ami egy feltételezett lipid
hataroloréteg hianyat jelezte. Ezzel ellentétesen a tripszines kezelés a testek széteséséhez vezetett
(18. ABRA), ami feltehetéleg a Ta0547 degradaciojara vezetheté vissza. Ezek az eredmények
egylitt ahhoz a feltételezéshez vezettek, miszerint a Ta0547 kiemelt szerepet jatszik a TaKT-ek

szerkezetének kialakitasaban.
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18. ABRA: A kromatografiaval tisztitott és tripszinnel kezelt TaKT-ek elektronmikroszkopos mikrografiaja. A
kinontestek integritasa 3 oras tripszines emésztést kovetden felbomlott és a gomb alaku struktiarak peptidek,
menakinonok és GuC amorf, alig detektalhaté halmazava valtak.

A Ta0547 fehérje T. acidophilum sejteken beliili lokalizaciojahoz a sejtekbdl készitett vékony
metszeteken poliklonalis antitestekkel immunfestést végeztiink el. A Ta0547 fehérjék foleg a
TaKT-ek felszinén fordultak eld, azonban nem sikeriilt bizonyitani egy folytonos fehérjeburok
meglétét (19. ABRA). Mindez jo egyezést mutat az EM analizissel, ami szintén nem igazolta sem
egy folytonos fehérjeréteg vagy egy lipid hataroloburok jelenlétét (17. ABRA és 11.
MELLEKLET).
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19. ABRA: A) Miigyantaba agyazott, Ta0547 poliklonalis nyul antitestekkel immunjelslt T. acidophilum sejtek. C)

KT-eket tartalmazo T. acidophilum sejtek er6sebb nagyitasban. A Ta0547 fehérjék pozicidjat arany szemcsék jeldlik

(egy ilyen szemcsére mutat a fehér nyilhegy). B) és D) A Ta0547 antitestek nélkiili kontrollkisérletek esetében nem
lathatoak specifikusan kikotddott aranyszemesék.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY - 3. tézis, 46 é 4.7 fejezet alapjan: Az
elektronmikroszkopos megfigyelések alapjan a kinontestek megkozelitéleg gomb alakuak,
25-60 nm-es atmérdvel rendelkeznek és egy diszkrét egységekbdl allé réteg hatarolja éket, a
Ta0547-es fehérje kulcsfontossagu szerepet jatszik a megfelel6 szerkezet fenntartasaban. Az

eredményeket nemzetkozi publikacioban adtuk kozre (Nagy és mtsai., 2016).

4.8 A Ta0547 expresszios szintjében bekovetkezoé valtozasok nyomonkovetése

A TaKT-ek komponenseinek azonositasat kovetden megkiséreltiik a testek lehetséges fiziologiai
szerepének meghatarozasat azaltal, hogy nyomon kovetjiik a kornyezeti hatdsok kovetkeztében a

60



Ta0547 expresszios szintjében bekdvetkezo esetleges valtozasokat. Ehhez Western blot analizissel
monitoroztuk tobb valtozé hatasat, igymint megndvelt pH, aerob és anaerob kornyezet és a
novekedési gorbe. A tesztelt kornyezeti paraméterek érdekes modon egyik esetben sem
befolyasoltak a Ta0547 expresszids szintjét a kultira elinditasat kovetd 2. napig. Azonban a 6
napon 4t szaporitott kultara esetében a Ta0547 szintje folyamatosan névekedett (20. ABRA).

Az eddigieket 0sszegezve elmondhato, hogy az eredmények elsdként igazoljak lipidtestszerii
képletek jelenlétét T. acidophilum sejtekben. Ezek {6 alkotoelemei a Ta0547, menakinonok és a
GuC lipid. Ezekre az eredményekre alapozva a testecskék elnevezésére a Thermoplasma kinontest

(Thermoplasma Quinone Droplet) nevet javasoljuk.
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20. ABRA: A kvantitativ Western blot analizis alatt mért Ta0547 expresszios szint (szaggatott vonal) korrelal a T.
acidophilum kulturak sejtdenzitasaval (folytonos vonal). A sejtek denzitasat naponta mértiik (ODsao), ezzel
egyidében mintat vettiink a Western blot analizishez. A kisérlet addig tartott, amig a sejtek denzitasa el nem kezdett
csokkenni (7. nap). A sejtkultirak a 3. napon érték el a stacioner fazist, ezt kdvetéen az OD érték 0,9 maradt,
azonban a Ta0547 expresszios szintje linearisan nétt egészen a sejtek halalaig. A pontok 3 fliggetlen sejtkultira,
illetve sejt extraktum atlag értékeit reprezentaljak, a hiba vonalak a szoras mértékét jelzik.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY - 4. tézis, 4.8 fejezet alapjan: A Kinontesteket alkoté
menakinonok és Ta0547 fehérjék mennyisége 6 napos sejttenyésztési ciklus esetében

folyamatosan nétt. Az eredményeket nemzetkozi publikaciéban adtuk kozre (Nagy és mtsai.,
2016).
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4.9 A feltételezett T. acidophilum SAMP-ok expresszios tesztje E.coli-ban

A T. acidophilum Ta0895, Tal019 és Tal442 kodon optimalizalt, feltételezett SAMP homoldgok
expresszios kisérletei E. coli-ban jo kiindulasi alapot szolgaltattak a szolubilizald tagként valo
tovabbi felhasznalasra. Mindharom fehérje nagy mennyiségben termelddott €s a mintak tisztasaga
kozel homogénnek volt tekinthet$ a NiNTA tisztitast kovetéen (21. A ABRA). A tisztasagnak ez
a foka jol mutatta, hogy nem volt jelen olyan E. coli fehérje ami kdlcsonhatasba tudott volna 1épni
¢s igy kotddni a vizsgalt SAMP-okkal a tisztitas soran. A Ta0895 volt a legigéretesebb fuzios tag
fehérjeként hasznalhato jelolt, ugyanis amellett, hogy nagy tisztasdgban és koncentracidban
termel6dott E. coli-ban, a tobbi SAMP-hoz képest ez a fehérje expresszalodott a legnagyobb
mennyiségben a T. acidophilum-ban (Sun és mtsai., 2010). A fazids fehérjeként a szintetikus,
kodon optimalizalt Ta0895 verzidt hasznaltuk. Az 5° és 3’ végeken Ncol és Xhol restrikcios
helyekkel hatarolt DNS szakasz tartalmazott egy 8His-taget (5. A MELLEKLET) vagy egy
Strepll-taget (5. B MELLEKLET), a Ta0895 gént és egy TEV hasitohelyet. A TEV hasitohelytol
downstream iranyban elhelyezkedd Ndel és Xhol restrikcios hasitohelyek kozé beillesztettiink egy
multiklénozo régiot a cél gének inszertalasahoz (5. MELLEKLET). A Ta0895 fuzios fehérje gén
Duet vektorokba vald inszertalasat kovetden a PCR-rel amplifikalt SCRpnll, egy zarvanytest
képzésre hajlamos 26S proteaszoma 19S alegység fehérjét kodolo gént (22. ABRA), a Ta0895
géntél downstream inszertaltuk. A ragados végek elballitasahoz Ndel és Xhol restrikcios
endonukledzokat hasznaltunk, majd az igy kezelt DNS szakaszt pETD 8HisTa0895TEV és
pRSF_STREPIITa0895TEV vektorokba ligaltuk. Az expresszios tesztek jo eredménnyel zarultak,
a fuzios fehérjék nagy mennyiségben termelddtek és a tisztitast kovetden is oldatban maradtak (21.

B ABRA).
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21.ABRA: A) A rekombinans, affinitiskromatografiaval tisztitott Ta0895 (1), Tal442 (2) és Tal019 (3) T.
acidophilum SAMP homologok (a 2-es és 3-as minta esetében monomer és dimer formaban), valamint B) a Ta0895
fehérjéhez (pETD_8HisTa0895TEV vektorban) fuzionaltatott és SEC eljarassal tisztitott SCRpnll fehérjék SDS-PA
gélen megfuttatva (1. és 2. minta az elualt cél fehérje egymast kovet6 frakcioi). M: molekulatomeg-markerek kDa-

ban megadva.
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22. ABRA: SDS-PAGE-n futtatott, heterolog expresszalt, S. cerevisiae 26S proteaszoma Rpnl1 alegység. Az
optimalizalt szekvenciaji ScRpnl1 gént pPBAD His vektorba klonoztuk E. coli-ban torténd expresszidhoz. A fehérje
expresszio indukcidjahoz hasznalt cukor L-arabinoz (1. és 2. minta), szorbdz (3. és 4. minta) és trehaloz (5. és 6.
minta) valamint ezek keveréke (9. és 10. minta) volt. Kontrollként nem indukalt mintakat hasznaltunk (7. és 8.). A
nativ (1., 3., 5., 7. €s 9. minta) és denaturald (2., 4., 6., 8. és 10. minta) protein extrakcios koriilmények
Osszehasonlitasa azt mutatja, hogy nagy mennyiségi, de oldhatatlan rekombinans fehérje termel6dik. Az Rpnll

s

UJ TUDOMANYOS EREDMENY - 5. tézis, 4.94.8 fejezet alapjan: E. coli Expresszios
tesztek igazoltak, hogy a T. acidophilum eredetii SAMP fehérjék képesek az ScRpnl1 cél

fehérjét oldatban tartani. Az eredményeket nemzetkozi publikaciéban adtuk kozre (Varga
és mtsai., 2015).
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4.10 A Kkereskedelmi forgalomban kaphat6 szolubilizalo tagekkel és a SAMP-okkal

fuzionaltatott ScRpn11 variansok oldhatosaganak osszehasonlitasa

A Ta0895 fehérje expresszidra, illetve oldhatosagra gyakorolt relativ hatasanak felméréséhez 3
archaea eredetli, Tal019, Hvo 2619 és Mbur 1415, feltételezett SAMP-pal illetve hat,
kereskedelmi forgalomban kaphatd fehérjével, 6His, Trx, GST, MBP, SUMO ¢és NusA
hasonlitottuk 6ssze. Az ScRpnl11 fehérjét a felsorolt tagek C-terminusahoz fuzionaltattuk majd E.
coli-ban expresszaltuk. Az expresszalt fehérjék mennyiségét minden tisztitasi 1épést kovetéen
megmértiik. A mért rekombinans fehérje / dsszfehérje aranyok denaturald koriilmények mellett a
gyari tagek esetében a SAMP tagekhez képest magasabb expresszios szintet jeleztek (23. A ABRA
és 12. AMELLEKLET). Azonban az oldhatdsagi tesztek demonstraltak, hogy ezek a magasabb
expresszios szintek egyben nagymértékii zarvanytest képzddéssel is parosultak a SAMP-okkal
ellentétben. A rekombinans ScRpnl1-ek oldhatosagat a sejtextraktumokbol hataroztuk meg a
rekombinéns fehérje / dsszfehérje jelerésségbél (23. B ABRA és 12. B MELLEKLET). A tag
fehérjéket két méréssorozat atlagértékei alapjan rangsoroltuk az aldbbiak szerint: 1. MBP-tag:
82,75%; 2. NusA: 44,70%; 3. Ta0895-tag: 36,35%; 4. Tal019-tag: 34,70%; 5. Sumo-tag: 16,80%;
a GST, His, Hvo 2619 és Mbur 1415 tagek értékei 15%-nal alacsonyabbak voltak, a Trx-
ScRpnl1 fazios fehérje pedig nem volt jelen észlelheté mennyiségben. A His-tag-tisztitast kovetd
rekombinans fehérje/0sszfehérje aranyok a kovetkezok szerint alakultak: MBP-tag: 86,10%;
NusA-tag: 83,75%; Hvo_2619-tag: 78,95%; Ta0895-tag: 74,55%; Tal019-tag: 58,80%; Sumo-
tag: 53,65%; Trx-tag: 48,45%; GST-tag: 48,00%; 6His-tag és Mbur_1415-tag: kevesebb mint 15%
(23. C ABRA és 12. C MELLEKLET). A méretkizarasos kromatografidhoz csak az MBP, NusA,
Tal019 és Ta0895 tagekhez kapcsolt ScCRpnl1 fehérje mintak szolgéltattak megfeleld mennyiségii
kiindulasi terméket. A SEC tisztitds utdn a fehérjék azonositdsat LC/MS analizissel végeztiik el.
Latszolag a hozam a NusA-ScRpnll és MBP-ScRpnl1 fehérjék esetében volt a legmagasabb,
azonban figyelembe kell venni, hogy a SAMP-okkal G&sszekapcsolt fuzids fehérjék
molekulatomege szignifikans mértékben kisebb, mint a NusA-ScRpnll és MBP-ScRpnll
fehérjék tomege. Ezért a kapott értékeket korrigaltuk a fuzids partner molekulatomegével a
kovetkezd képlet szerint: [célfehérje MW/(célfehérje MW + tag fehérje MW)] * (célfehérje
mennyis€g/0sszfehérje mennyiség). A korrigalt értékek alapjan elkészitett rangsort a 13.

MELLEKLET foglalja 6ssze.
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23. ABRA: SAMP-okkal és gyari szolubilizal6 tagekkel fuzionaltatott és expresszalt ScRpn11 virtualis gélképei.
(A) Az oldhato és oldhatatlan fehérjéket tartalmazo lizalt sejtekb6l szarmazd mintak 6sszehasonlitasa. (B) Az
oldhatatlan fehérjék centrifugalassal torténd eltavolitdsat kovetden a felilliszoban marado6 oldhaté fehérjéket

kimutat6 gélkép. (C) Az affinitaskromatografias tisztitast kovetoen elualt fehérjék gélképe. A fehérjék elvalasztasa
Agilent Protein 80 kittel tortént. A gélképen lathatd savok relativ fehérje koncentracidkat reprezentalnak, melyek az
egyes fehérjék Agilent 2100 bio-analyzer késziilékkel mért 1ézer indukalt fluoreszcenciajanak intenzitasabol
szarmaztathatoak. Az egyes fuzios fehérjéket fekete nyilak jelolik. A lila (240 kDa) és z61d (4,5 kDa) savok a
standard referencidkat jelolik.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY - 6. tézis, 4.104.8 fejezet alapjan: Az osszehasonlité
tesztek eredményei szerint a Ta0895 SAMP volt a leghatékonyabb szolubilizalé partner a

vizsgalt fehérjék koziil. Az eredményeket nemzetkozi publikaciéban adtuk kozre (Varga és

mtsai., 2015).

411 A Ta0895 fehérje tisztitas utani szolubilizaléo hatasat igazolo tovabbi kisérletek

A rekombinans, teljes méreti S. cerevisiae Rpnl10 és Rpnl3 géneket PCR-rel amplifikaltuk és
PETD_StreplITa0895TEV vector Ndel/Xhol hasitohelyére inszertaltuk standard klonozasi
modszerek szerint. Az igy 1étrejott konstrukciokat E.coli BL21(DE3) Rosetta kompetens sejtekbe
transzformaltuk és a fehérjeexpressziot az A modszer szerint hajtottuk végre (3.10.2). A
célfehérjék tisztitasahoz elsd 1épésként affinitaskromatografiat (3.10.12.1) hasznaltunk, majd az
1-es modszer (3.10.12.2) szerint méretkizarasos kromatografiat alkalmaztunk. Az emlitett két
fehérjét sikeriilt homogén tisztasagot elérve oldhatd forméban szeparalni (24. ABRA), aminek

kovetkeztében csaliként szolgalhattak egy antitest alapu fehérjetisztitas soran.
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24. ABRA: Strep-tag affinitaskromatogréafiaval tisztitott és PA gélen megfuttatott StrepTa0895 ScRpnl0 (A) és
StrepTa0895_ScRpnl13 (B) fehérjék. 1.minta: sejtlizatum; 2. minta: mosas; 3-14. minta: elualt fehérjék. A fazids

s
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A Ta0895 fehérje fuzionaltatasa a gyengén oldhatdo ScRpnll-hez az elvart eredményeket hozta,
azonban a Ta0895 eltavolitasa TEV proteazzal a tisztitott ScRpnll fehérje kicsapodasahoz
vezetett. Ezért 26S proteaszoma specifikus, tevébol szarmazo antitesteket termeltettiink a 26S
proteaszoma alegység ellen és ScRpn11 specificitas alapjan sziirtiik 6ket (Pathare és mtsai., 2014).
A nanobodykat E.coli periplazmaban expresszaltuk, hogy megfeleléen felgombolyodo és oldhatd
fehérjék jojjenck létre. Oldhato teve antitestek létrehozasahoz a citoplazmaban a CA7053
nanobodyt a Ta0895 fehérj¢hez fuzionaltattuk ¢és a Ta0895-ScRpnll fehérjével
koexpresszaltattuk. A két fehérje stabil komplexet képezett, ami az eluciés puffer
optimalizaciojaval a Ta0895-tagek eltavolitasat kovetden is megtartotta a vizoldhatdsagat, ezzel

megnyitva a lehetdséget az erre alapul6 alkalmazasok szamara (25. ABRA).
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25. ABRA: E. coli-ban koexpresszalt Strep895 ScRpnl1 és 8His895 Ca7053 teve antitest fehérjéket a homogenitas
és megfeleld sztochiometriai arany eléréséhez NiNTA és Strep affinitaskromatografiaval tisztitottuk meg. A) Az
Osszevont frakciokat egy Superose 12 oszloppal tovabb tisztitottuk és a Strep895 ScRpnll (45 kDa) és
8His895 Ca7053 (25 kDa) célfehérjéket SDS-PAGE-val detektaltuk. B) A megtisztitott Strep895 ScRpnll és
8His895_Ca7053 16-22 (7-13. minta) frakcioit dsszevontuk és TEV proteazzal kezeltiik, majd egy Superose 12 SEC
oszlopra toltottiik fel. A Ta0895 tag nélkiili ScRpnl1 és Ca7053 fehérjék 35 kDa és 12 kDa pozicidkban figyelhetdek

sy

jelolik.

A Ta0895-6t az emberi antizyme 1 (HAZ1) fehérjéhez is hozzakapcsoltuk és E.coli-ban
expresszaltattuk. A fuzi6 eredményeképpen nagy mennyiségii €s oldhatd fehérje termelddott a
tisztitast kovetd precipitacio eléfordulasa nélkiill. Azonban nem vart médon nagymennyiségii
Ta0895 fehérje vagodott le a célfehérjérdl egy ismeretlen mechanizmus kdvetkeztében, erre a
NiNTA tisztitast kovetd SDS-PAGE analizis soran felbukkand 15 kDa méretii fehérjesavok (a
Ta0895 mérete) engedtek kovetkeztetni (26. ABRA).
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26. ABRA: NiNTA gyonggyel tisztitott Ta0895 HAZ1 (human antizyme 1) fazids fehérje. Az elualt frakciokbol kis
mennyiséget SDS-PAGE-en futtattunk meg. Az oldhato Ta0895 HAZI1 fehérje 35 kDa méretnél talalhato. A
taltermeltetett fehérje jelentds része ismeretlen okbdl elhasadt, a NINTA gyongyokhoz a fuzids fehérjérdl levagodott
His-taggel rendelkez6, Ta0895 rész kotddott ki, ami 15 kDa méretnél talalhato.

4.12 A metalloproteazok és a SAMP homolégokkal fuzionaltatott ScRpnl1 fehérjék

expresszioja és tisztitasa

Az N-terminalis végen Tal019, Hvo 2619 és Mbur 1415 SAMP homoldgokat hordoz6 ScRpnl1
fehérjevariansokat E.coli BL21 (DE3) sejtekben expresszaltattuk (az alacsony expresszios szintek
ellenére az utdbbi két fehérjébdl kis mennyiségeket eldallitottunk analitikai célokra) a C modszer
szerint (3.10.2), mig a Ta0895 VSGG-Ta0547 fuzios fehérjét R. erythropolis L88 sejtekben
termeltettiik az E moddszer szerint (3.10.2). Ezek a fuziés fehérjék szolgaltak a tovabbi kisérletek
soran szubsztratként a JAMMI1 protedzok szamara. A Hvo 2505, Nmar 1227 és Ta0623 JAMM 1
metalloprotedzok expresszidja soran a B mddszert, az Mbur 0623 esetében pedig a C/1 illetve C/2
modszert hasznaltuk (3.10.2). A proteazokat affinitaskromatografiaval tisztitottuk (3.10.12.1),
proteaz inhibitorok alkalmazésa nélkiil. Az imidazol eltdvolitasahoz utolso tisztitasi [épésként a 2.
SEC moddszert (3.10.12.2) hasznaltuk. A Ta0623-at kizartuk a tovabbi kisérletekbdl a nagy
mennyiségli E.coli-bol szarmazo fehérjeszennyezodés miatt, illetve az eldkisérletek alapjan nem

mutatott hasitasi aktivitast a Ta0895-ScRpnl1l szubsztraton.

4.13 Archaea eredetii metalloproteazok sziirése SAMP hasitasi aktivitas alapjan
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Hogy megvizsgaljuk a SAMP fuzios tagek enzimatikus eltavolitasanak lehetdségét a Hvo 2505,
Nmar 1227 és Mbur 0623 JAMM1 metalloproteazokat a kovetkezd SAMP-ScRpnl1 és SAMP-
Ta0547 szubsztratvaridnsokhoz adtuk: Ta0895 VAGG-Rpn8-Rpnll, Tal019-ScRpnll,
Hvo_2619-ScRpnll, Mbur_1415-ScRpnll és Ta0895 VSGG-Ta0547 (3. TABLAZAT), majd

kiulonboz6 hémérsékleteken inkubaltuk a mintakat.

3. TABLAZAT: A Hvo 2505, Nmar 1227 és Mbur 0623 JAMM proteazok aktivitasanak teszteléséhez hasznalt
reakcio-Osszetétel.

Reakcio-osszetevo Végkoncentracio

ZnCl; 100 uM

Puffer Na2HPO4/NaH2PO450mM;
NaCl300 mM*

Enzim 0,1 mg/ml

Szubsztrat 0,1 mg/ml

> 20 ul, pH 7.0

* A halofil eredeti Hvo enzim esetében a NaCl koncentracié 2M volt (Hepowit és mtsai., 2012)

A kezelt mintdk denaturdldo SDS-PAGE analizise hasitasi termékek jelenlétét mutatta ki
Hvo 2505 és Ta0895 VAGG-Rpn8-Rpnll péarositdsanal 53 kDa (Rpn8-Rpnll) és ~14 kDa
(Ta0895 VAGG) poziciokban. A Hvo 2505 és Ta0895_VSGG-Ta0547 reakcidja 18 kDa
(Ta0547) és ~14 kDa (Ta0895 VSGG) poziciokban eredményezett hasitasi termékeket. A
Hvo 2505 24, 37 és 48 °C-on mutatott aktivitast, szamottevd mennyiségli Ta0895 VAGG-
ScRpnll (27. ABRA) és Ta0895 VSGG-Ta0547 (28. ABRA) szubsztratot elhasitva, azonban
alacsonyabb hdmérsekleteken (10 °C) nem tapasztaltunk enzimaktivitast. Az Osszes vizsgalt
enzim, a Hvo_2505-6t is beleértve, inaktiv volta Tal019-ScRpnl1 és Mbur 1415-ScRpnl1 fazids
fehérje szubsztratok esetében. Az SDS-PAGE analizis szerint sem az Nmar 1227 sem az
Mbur 0623 enzimek nem voltak képesek egyik fuzids tag eltavolitasdra sem az ScRpnll

fehérjérél a megadott tesztelési koriilmények mellett (28. ABRA és 4. TABLAZAT).
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48 °C 24°C
E + - + + - - + +
s - + + + - + + +
O ZnCl, - = + = = = + -
® 7ZnCl, - - - + - - - +
wa M1 2 4 3 4

27. ABRA: A Hvo 2505 metalloprotedz aktivitasa 48, 37 és 25 °C-on Ta0895_VAGG-Rpn8-Rpnl11 szubsztrat
jelenlétében. E: HVO_2505 enzim (25 kDa); S: Ta0895_VAGG-Rpn8-Rpn11 subsztrat (65 kDa); o ZnClz: 100 uM
ZnCly; e ZnCly: 100 nM ZnCl,. 1 érés inkubaciot koveten a fazids fehérjék valtozo aranyban emésztédtek, amit az

enzimmel kezelt szubsztratok mintainal megjelend Ta0895 (~14 kDa) és Rpn8-Rpnl1 (~53 kDa) fehérjék savjai
jeleznek. Az enzim 37 °C-on, 100 uM ZnCl; jelenlétében mutatta a legnagyobb aktivitast, azonban az enzimatikus

hasitas sosem volt teljes mértékii.
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28. ABRA: A Hvo_2505 (A), Nmar_1227 (B), és Mbur_0623 (C) metalloproteazok aktivitasa Hvo2619-ScRpn11
és Ta0895 VSGG-Ta0547 szubsztratok jelenlétében, kiilonb6z6 homérsékleteken. Az Nmar 1227 és Mbur 0623
enzimeknek nem volt észlelhetd hasitasi aktivitasuk. A Hvo-2505 esetében mindkét szubsztrat esetében észlelhetd
volt az enzimaktivitas. A Ta0895 VSGG-Ta0547 szubsztrat ~14 kDa (Ta0895 fehérje) és ~18 kDa (Ta0547) méretli
részekre hasadt, utobbi egylitt migralt a Hvo 2505 enzimmel. A Hvo2619-ScRpnl1 szubsztrat az enzimmel kezelt
mintaban szintén elhasadt, a 35 kDa méretnél megjelend extra sav az ScRpnl1 méretéhez kozeli, azonban a tag
protein nem volt detektalhatd. E: metalloproteaz; S1: Hv02619-ScRpnll; S;: Ta0895 VSGG-Ta0547
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4. TABLAZAT: JAMM metalloproteazok enzimaktivitasa N-terminalis végen SAMP homoldgokkal dsszekapesolt
szubsztrat proteinek jelenlétében. A lathatd mértéki hasitasi aktivitast "+" jellel jeloltiik. A lathatdé mennyiségl

hasitasi termékeket nem tartalmazo reakciokat "-" jellel jeldltiik. * A szubsztrat forrasa: (Pathare és mtsai., 2014).

Szubsztrat fehérje
JAMM Hvo_2619- Ta0895_VSGG- | Ta0895_VAGG- Tal019- Mbur_1415-
metalloproteaz ScRpnll Ta0547 Rpn8-Rpnll* ScRpnll ScRpnll
Hvo_2505 + + + - -
Nmar_1227 - - - - -
Mbur_0623 - - - - -

UJ TUDOMANYOS EREDMENY - 7. tézis, 4.134.8 fejezet alapjan: A Ta0895 fiizi6s partner
specifikus eltavolitasa lehetséges a Haloferax volcanii eredetii Hvo 2505 metalloproteaz

enzimmel. Az eredményeket nemzetkozi publikacioban adtuk kozre (Varga és mtsai., 2015).
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4.14 AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. tézis: Az izolalt Thermoplasma kinontestek f6 fehérje komponense a Ta0547. A Ta0547-es

fehérje a bioinformatikai elemzés alapjan egy vitellogenin N-domén homolég.

2.tézis: Az izolalt Thermoplasma kinontestek & lipid Osszetevéi a menakinon-7 és a
gulopiranozil-(B1-1)-caldarchaeol illetve kisebb mennyiségben tartalmaznak metilmenakinon,

methionaquinone-7, thermoplasmaquinone-7 és menakinon-4 vegyiileteket.

3.tézis: Az elektronmikroszkopos megfigyelések alapjan a kinontestek megkdzelitéleg gdmb
alakuak, 25-60 nm-es atmérdvel rendelkeznek ¢és egy diszkrét egységekbdl allo réteg hatarolja

Oket, a Ta0547-es fehérje kulcsfontossadgu szerepet jatszik a megfeleld szerkezet fenntartasaban.

4.tézis: A kinontesteket alkotdé menakinonok és Ta0547 fehérjék mennyisége 6 napos

sejttenyésztési ciklus esetében folyamatosan nott.

5.tézis:  E. coli Expresszios tesztek igazoltak, hogy a T. acidophilum eredetiit SAMP fehérjék
képesek az ScRpnl11 cél fehérjét oldatban tartani.

6.tézis: Az Osszehasonlito tesztek eredményei szerint a Ta0895 SAMP volt a leghatékonyabb

szolubilizalo partner a vizsgalt fehérjék koziil.

7.tézis: A Ta0895 fuzids partner specifikus eltavolitasa lehetséges a H. volcanii eredetii

Hvo 2505 metalloprotedz enzimmel.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A doktori munka elsédleges célja a T. acidophilum-ban felfedezett kinontestek izolalasa,
biokémiai és strukturalis jellemzése volt. A TaKT-eket két kiilonbdz6 mddszerrel tisztitottuk és a
mintak tisztasagat SDS-PAGE-val, TLC-vel, és EM-mel ellendriztiikk. Ezen kisérletek szerint a
TaKT-ek kdzel homogén tisztasagot értek el, ugyanis az aerob €s anaerob kornyezetben novesztett
sejtekbdl szadrmaz6d, immuno-precipitacioval €s/vagy oszlopkromatografiaval tisztitott mintak
fehérje és lipid profilja megegyezett, ezzel szemben szignifikdns mértékben eltértek a sejtek
Osszlipid illetve Osszprotein profiljatol. Ezen tilmenden az izolalt TaKT-ek frakcidinak EM

vizsgalata soran csak nyomokban fordultak el egyéb makromolekularis komplexek.

A TaKT asszocialt fehérjék azonositdsa és referencidkkal vald Osszevetése kiilonféle
modszerekkel tortént. Az azonositott proteinkészlet az Osszes eddig ismert lipidtest vagy lipid
alapt sejtalkotod Osszetételétdl eltért. Az LC-MS/MS alapu fehérjeazonositasi modszer szerint a
Ta0547 a 6 illetve a Tal223a, Ta0438, Ta0093, Ta0182, Ta0337 és Ta0437 proteinek a
masodlagos fehérjekomponensek. Ezek a fehérjék a Ta0437-et leszdmitva kis molekulatomegliek
¢s tobbségiik hipotetikus fehérje, csak a Tal223a és Ta0437 néhany homoldgjanak van ismert
funkcidja mas organizmusokban. A fehérjék TM domén analizise szerint a Tal223a valdsziniileg,
mig a Ta0337 talan TM fehérje, a tobbiek nem rendelkeznek TM doménnel. Erdekes, hogy a
TaKT-ekkel asszocialt fehérjék koziil a Ta0093 egy prokaridta hiszton domént tartalmazo, DNS
kot fehérje (Searcy és Delange, 1980). Ez jelentheti azt, hogy a TaKT-ek képesek a nukleoidhoz
kotddni, hasonléan a Ralstonia eutropha PHA testjeihez, melyek a PhaM fehérjén keresztiil
kotédnek (Wahl és misai., 2012). A PhaM egy PHA granulum asszocialt fehérje phasinszerti
tulajdonsagokkal rendelkezik és képes DNS-hez és a phasin PhaP5 fehérjéhez is kotddni (Wahl és
mtsai., 2012). Szintén meglepd volt a sec fiiggetlen protein transzlokaz TatA (Tal223a) TaKT

alkotoként torténd azonositasa, melynek a szerepe még ismeretlen.

Az izolalt TaKT-ek TLC analizise 2 jelentésebb lipidet azonositott. Az intenzivebb, oldoszer
fronttal egytitt futd lipid UV-val detektalhatdo volt és a késdbbi vizsgalatok menakinonok
keverékeként azonositottdk MMK, TPQ-7 és MK-7 komponensekkel, melyek koziil az utdbbi volt
a dominans. Ez azért volt szokatlan, mivel az izoprenoid ubiquinonok és menakinonok lipofil,
nem-fehérje komponensei a prokariotdkban a membrankotott fehérjekomplexek kozott
elektronokat szallito elektrontranszferlancnak. A f6 komponens MK-7 valamint az MK-6, MK-5,
TPQ-7 (a metilmenakinon (MMK szarmazéka) és a methioaquinone MTK-7 vegyiileteket

eléfordulasat mar leirtak T. acidophilum-ban (Collins és Langworthy, 1983; Shimada és mtsai.,
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2001), azonban azt sosem feltételezték, hogy a menakinonok nagy része (az UV fényben nem

¢észlelhetd U4 polaris lipiddel egyiitt) a citoszolban talalhato.

Novényekben ¢és algakban 1évé plasztoglobulusokban és plasztidokban kimutattadk nem
2008), melyek kozott neutralis lipidek mint példaul TAG-ek, szterol észterek és lipofil pigmentek
fordultak eld fillokinonokkal egyiitt. Erre alapozva feltételezték, hogy a plasztoglobulusok
rezervoarként mitkdodnek, melyek szerepe a kornyezeti hatasokra adott gyors reakcid, melynek
célja a fotoszintézishez sziikséges homeosztdzis fenntartasa a megfeleld anyagok
eket nem hatarolja lipidmembran. Emlitésre érdemes, hogy majdnem az 6sszes T. acidophilum-
ban azonositott polaros lipid (az U4-et is beleszamitva) szerkezete 2 farokrésznél 6sszekapcsold
foszfolipid molekulabol all Gssze, egy két polaros fejjel rendelkezé molekulat hozva létre
(Shimada és mtsai., 2002) (ez a szerkezet a membran rigiditasat és ebbdl fakadoan a kornyezeti
hatasokkal szembeni ellenallasat nagymértékben néveli (Hanford és Peeples, 2002)), melynek EM
vizsgalatok soran latszodnia kellett volna. Ehelyett a TaKT-ek elektrondenz belsé térrel
rendelkeznek, amit siirlibb, diszkrét, 4 nm-es globularis struktirdkbol 4ll6 csoportok hatarolnak
szakaszosan, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ez a hatarold struktara inkabb fehérje, mint lipid
természetli. Hasonlo lehet a helyzet a PHA granulumok esetében, melyet elvileg egy foszfolipid
membran vesz koriil, azonban ezt a modellt tobb szerzd is megtdmadta azzal érvelve, hogy a
membran komponensek az in vitro sejt preparalas miitermékei (Wahl és mtsai., 2012).

Valgjdban az MK-7 ¢és fehérjek kozotti komplex képzés nem elézmény nélkiili, leirtak ugyanis egy
Bacillus natto altal termelt és kivalasztott 200 kDa méretii MK-7/fehérje komplexet (Yanagisawa
¢s Sumi, 2005), azonban az asszocialt fehérjéket nem sikeriilt azonositani. Emberben szintén
leirtak K2 vitaminhoz k6t6d6 lipoprotein partikulumokat. A vizsgalt menakinonok (MK-4, MK-7
and MK-9) el6éfordulnak triacilglicerolban gazdag, valamint alacsony siiriiségli lipoprotein
testecskékben, mig az MK-4 nagy stirliségli lipoprotein testecskékben is megtaladlhatdo volt
(Schurgers és Vermeer, 2002).

A TaKT-ek elektronmikroszkoppal megfigyelhetd tulajdonsagai, a hozzavetdleges gomb alak; a
25-60 nm-es méret; az elektrondenz lumen és az azt szakaszosan hatarol6 stirtibb hataroloréteg; a
kisebb méretii, vilagos lumennel rendelkezd gombszert struktirak, melyek levalasra vagy fuziora
utal6 médon nagyobb, denz lumenti testekhez kotddnek; a testekhez kotddo tiiske alaku struktarak
mind azt jelzik, hogy a TaKT-ek inkabb lipoproteinszer(i testecskék semmint lipidcseppek. A
TaKT-ek és lipid partikulumok (Zhang és mtsai., 2012) k6zott megfigyelt hasonlosag csak a

morfologia szintjére korlatozodik, mivel a f6 asszocialt fehérjék (TaKT proteom illetve
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apolipoproteinek) és lipidek (menakinonok ¢€s U4 poléros lipidek illetve TAG, koleszterol és
foszfolipidek) eltéréek. Ennek ellenére feltételezhetd, hogy a TaKT-ek a lipoprotein
partikulumokhoz hasonloan részt vesznek a lipidek sejten beliili transzportjaban. Ezt alatimasztja,
hogy a lipidtranszporthoz kothetd vitellogenin-N domén fehérje (Pfam PF01347) hmm profil alapu
illesztése a T. acidophilum proteomban egyediil a Ta0547 fehérje esetében adott talalatot és a
Ta0547 fehérje lipovitellin kristalyszerkezet (1LSH) alapjan elkészitett szerkezeti modellje a
lipovitellin helikalis doménjének 313. és 435. aminosava kozotti régio szerkezetével gyakorlatilag
teljesen megegyezett. Tehat a Ta0547 nem szekvencia hanem szerkezeti alapon egy archaealis
vitellogenin-N domén homologja az eukariota LLTP fehérjéknek (egy rovid szakaszon).
Bizonyitottuk, hogy a TaKT-eket alkotd6 menakinon és Ta0547 mennyisége a 6 napos ndvekedési
periddus alatt dinamikusan n6. A biokémiailag észlelhetd valtozadsok mellett a TaKT-eken vizualis
valtozasokat is megfigyelhettiink. A 7 napos kulturak esetében, mikor a T. acidophilum sejtek
integritdsa elkezd megsziinni és a TaKT-ek lathatovd valnak a negativan festett EM képeken,
sokkal kevesebb TaKT-et figyeltiink meg mint a 2 napos kultarakbol szarmazo sejtekbdl, viszont
a megmarad6 néhany test mérete jelentésen megndvekedett (29. ABRA). Mindemellett a TaKT-
ek aggregacidja immunjeldlt sejtekben (19. ABRA és 14. MELLEKLET) és 6sszeolvadé TaKT-
ek in vitro koriilmények kozott (9. ABRA / C) szintén megfigyelhetd volt. Ezen feliil észleltiink
levalo/osszeolvadd TaKT-eket, melyek egy primitiv sejtszervecske aktiv biokémiai folyamataira
utalhat.

A TaKT-ek és a hozzajuk téarsithatd fehérjék és lipidek biokémiai szerepének tisztazasahoz a
jovOben tovabbi kisérletek elvégzése lesz sziikséges: a célgének KO mutagenezise, a fehérjék
harmadlagos és negyedleges atomszintli szerkezetének meghatarozasa, a legtobb lipidkomponens
azonositasa LC/MS-sel tamogatott lipid profil elkészitésével, a sejtmembran lipidosszetételének

illetve a TaKT-ek kornyezeti hatasra bekovetkez6 mennyiségi valtozasainak mérése.
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29. ABRA: Negativan festett, acrob koriilmények kozott tenyésztett, 7 napos T. acidophilum sejtek
elektronmikroszkopos képe. A sejtekben valtozatos méretli TaKT-ek lathatoak (a nyilhegyek egy kicsi- és egy
nagymeéretii testre mutatnak). A méretarany-skala 550 nm-nek felel meg.

A doktori munka masodlagos célja a TaKT fehérjék tisztitdsara alkalmas szolubilitast noveld
faziés partner fehérjék keresése volt. A homologia szerinti keresések alapjan fehérje expresszios
teszteket alakitottunk ki E. coli-ban a Ta0895, Tal019 és Tal442 feltételezett T. acidophilum
SAMP-ok vizsgalatara. Az elmélet teszteléséhez az ScRpnll fehérjét a Ta0895 fehérje C
termindlis részéhez kapcsoltuk. Az expresszios tesztek bizonyitottdk, hogy ez a SAMP képes a
célfehérjét oldhato allapotban tartani. Biztatd eredmények utdn megkezdtik mas SAMP-ok

tesztelését is.

A rontgenkrisztallografiai vizsgalatok céljabol megtisztitott Saccharomyces cerevisiae 26S
proteaszoma 19S szabalyoz6 részének Rpnll-es alegységének esetében a tisztitast kovetden,
egyes TaKT fehérjékhez hasonloan, nagyfoku zarvanytest képzédés hatraltatta a munkat (Pathare
és mtsai., 2014). Az expresszid optimalizalasa és a glutation S-tranzferaz illetve a SUMO

szolubilizalo fehérjék alkalmazasa ellenére a zarvanytestek képz6dése megakadalyozta a sikeres
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tisztitast, emiatt az Rpn11 idealis célfehérjének tiint a szolubilitasi tesztek elvégzéséhez. A tesztek
sordn az ScRpnll fehérjét fuzionaltattuk négy, Ta0895, Tal019, Hvo 2619 és Mbur 1415,
feltételezett SAMP-pal és hat, széles korben hasznalt, kereskedelmi forgalomban kaphato,
glutation-s-transzferaz (GST), maltozkoté fehérje (MBP), N utilisation substance fehérje A
(NusA), kisméretli ubiquitinszerti modositd fehérje (SUMO) és thioredoxin (Trx) fuzios fehérje
fuzios partnerek jelentdsen jobban teljesitettek, a nyers lizatumban a SAMP-okhoz mérten
legalabb kétszer nagyobb volt a koncentraciojuk. Azonban a centrifugalast kovetéen a Sumo-
ScRpnll, GST-ScRpnll, 6His-ScRpnl1 és Trx-ScRpnl1 fehérjék mennyisége a feliiluszoban azt
mutatta, hogy ezek a fehéjék az expresszidé soran kicsapddnak és zarvanytestet képeznek. A
Hvo_2619-ScRpnll és Mbur 1415-ScRpnll fehérjék kezdeti koncentracidja nagyon alacsony
volt a tobbi fuzids fehérjéhez képest, rdaddsul a tilnyomo tobbsége ezeknek a rekombindns
fehérjéknek zarvanytesteket hozott 1étre. Ennek ellenére az 0sszes fehérjét megtisztitottuk His
affinitaskromatografidval, azonban csak négy fehérje, MBP-ScRpn11, NusA-ScRpnll, Tal019-
ScRpnl1 és Ta0895-ScRpnll szolgaltatott elégséges kiindulasi mennyiséget a SEC tisztitashoz.
Esetilkben magas oldhat6 rekombindns fehérje / oldhaté Osszfehérje arany adodott. A His
affinitastisztitast kovetden a rekombinans fehérje / Osszfehérje arany alapjan az MBP és NusA
fuzios partnerek voltak a leghatékonyabb szolubilizalok. Azonban a molekulatdomeg szerint
elvégzett korrekcid6 megvaltoztatta a rangsort a Ta0895 és Tal019 javara, melyek esetében az
elualt fehérjek 55,67% és 45,28% volt célfehérje, ami azt jelenti, hogy az ScRpnl1 esetében ez a
két szolubilizalo fehérje bizonyult a leghatékonyabbnak.

A komparativ kisérletek utan a Ta0895-6t kiprobaltuk mas fehérjéken is. Az ScRpn10 és ScRpn13
Ta0895-tel vald dsszekapcsolas megeldzte a konstrukcid tisztitast kovetd kicsapodasat, a CA7053
nanobody és HAZI fehérje esetében pedig hatékony szolubilizalé partnernek bizonyult. A HAZ1
fehérje thltermeltetése esetében viszont a fizids fehérjepartner egy ismeretlen mechanizmus
kovetkeztében levagddott, ami miatt nagy mennyiségii lehasadt Ta0895 fehérje keletkezett.

Bizonyos kisérletekhez nativ allapotu, fazios partner nélkiili fehérje megléte sziikséges (Arnau és
mtsai., 2006). Ezért a SAMP szolubilizalo fehérjék eltavolitasahoz célul tiiztiik ki a fuzios partnert
sziikséges esetben specifikus helyen, lehetdleg alacsony hdmérsékleten lehasitani képes enzimek
keresését. A célra négy archaeca JAB domén metalloproteazat €s feltételezett szubsztratjaikat
valasztottuk ki: H. volcanii (Hvo 2619 és Hvo 2505), N. maritimus (Nmar_1227), M. burtonii
(Mbur_1415 és Mbur_0623) és T. acidophilum (Ta0895, Tal019 és Ta0623). Ezek a mikrobak
kiilonféle homérsékletekhez alkalmazkodtak, az 1-2 °C-ot is elviselni képes, pszikrofil M. burtonii
volt leginkabb az érdeklédésiink fokuszaban (Dworkin és mtsai., 2006). A Haloferax Hvo_2505
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enzim volt az egyetlen amelyik el tudott vagni néhany linedrisan k6t6dé6 SAMP-ot (Hvo 2619 ¢és
Ta0895) az eredeti VSGG és VAGG szekvencidknal. Szintén képes volt vagni a mddositott
Ta0895-6t a VSGG szekvencianal. Habar ilyen modon a SAMP eltavolitasa lehetséges, de az
enzim aktivitasahoz sziikséges feltételek messze esnek az idedlistol (2 M NaCl koncentracio és
24-48 °C-o0s homérséklet). A tobbi enzim-szubsztrat parositds nem mutatta jelét aktivitasnak. Még
az Mbur_0623 enzim is inaktiv maradt 4, 10 és 24 °C-os inkubacids hémérsékleten. Ennek oka
talan az hasitasi teszt soran alkalmazott aerob kornyezet vagy a 37 °C-os expresszids hdmérséklet

inaktivalta a termel6d6 enzimet (alacsonyabb homérsékleten nem nétt a sejtkultura).

A Ta0895 fehérjén alapulod rendszer tovabbfejlesztéséhez a kutatds kovetkezd szakaszaban a

crer

tartalmazo gazdasejt kivalasztasa vagy eloallitdsa és egy alacsony hémérsékleten is miikodo,

Ta0895 fehérjét specifikusan eltavolitani képes proteaz keresése a cél.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az él6vilag riboszomalis RNS alapu felosztasat kovetéen az 1977-ben felfedezett Archaea domént
(Woese, Kandler és Wheelis, 1990) képviseld fajok egyedi tulajdonsdgaik miatt egyre
népszeriibbek a kutatok korében. Egyes archaeak rendkiviil szélsdséges kornyezeti feltételekhez
alkalmazkodtak kiilonb6z6 egyedi adaptaciok révén, melyek tanulményozéasa segithet a korai
evolucids események megismerésében, valamint hozzajarulhat egyes biotechnologiai problémak
megoldasahoz. Az egyik ilyen extremofil h6- és savkedvel6 archaea, a T. acidophilum az egyszeri
genetikai ¢és proteomikai felépitése miatt mdig a struktarbioldgiai kutatdsok egyik kedvelt
modellorganizmusa (Brandstetter és mtsai., 2002; Campbell és mtsai., 2015). A T. acidophilum
sejtek tomografias vizsgalata soran ismeretlen felépitésti és funkcidju citoszolikus testek valtak
lathatova, melyek az eldkisérletek szerint nagy mennyiségben tartalmaztak menakinonokat.
Lipidtestek gyakoriak a baktériumok, archaedk és eukariotdk korében, azonban eddig csak

polihidroxialkanoat tartalmu zarvanytestekrdl szamoltak be.

A doktori munka elsddleges célkitlizése az emlitett testek szerkezetének biokémiai illetve
elektronmikroszkdpos képalkoté modszerekkel valdo meghatarozasa volt. A kisérletes munka soran
fehérjekomplexek megkotésére alkalmas hidroxiapatit kromatografias oszlopon tisztitottuk majd
tomegspektrometridval beazonositottuk a testeket legnagyobb mennyiségben alkotdo Ta0547-es
fehérjét. Az E. coli-ban expresszaltatott és affinitaskromatografiaval megtisztitott Ta0547 fehérjék
ellen poliklonalis antitesteket termeltettiink. A kapott antitestek egy immuno-precipitacios
kisérletben nagy specificitassal kotottek meg Ta0547-es fehérjéket a feltart T. acidophilum
sejtekbdl. Az antitestekkel és a kromatografids modszerekkel elvalasztott és elualt mintakrol
készitett elektronmikroszkopos felvételeken mindkét esetben a tomogrammokon is lathatd
globularis struktirdk voltak lathatoak, tehat megerdsitést nyert, hogy a Ta0547 a testek f6
fehérjekomponense. A Ta0547-es fehérje bioinformatikai elemzéséhez abbdl indultunk ki, hogy a
KEGG adatbazisban vitellogenin-N domén fehérjeként annotaltak. Ezt a domént eddig kizardlag
eukariota lipid transzfer fehérjékben mutattak ki, azonban elvégzett szekvencia alapt keresés
(PBLAST) nem adott eukariota talalatot és a Pfam adatbazisban sem talaltunk egyezést a Ta0547
¢és a vitellogenin-N domén ko6zott. Az ellentmondast a Ta0547 hmm profil illetve prediktalt
térszerkezet alapi keresés oldotta fel, ezek az illesztési modszerek majdnem teljes egyezést

mutattak a vitellogenin-N domén egy rovid szakaszaval (1LSH, 313.-t61 a 435. aminosavig).

A kinontesteket alkotdo egyéb fehérjék vizsgalata folyadék kromatografiaval kombinalt
tomegspektrometriaval tortént, a Ta0547 mellett tovabbi 6 fehérjét sikeriilt ilyen modon

azonositani. A Ta0337, Ta0437, Ta0438, Ta0182, Ta0093 ¢és Tal223a fehérjék leginkabb
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thermoacidofil életmodu archaeak fehérjéivel mutattak hasonlosagot, azonban ismert funkciojua
homologja csak a Tal223a és Ta0437 fehérjéknek volt. A transzmembran domén keresés két
fehérjében eredményezett taldlatot, a Tal223a valosziniileg, a Ta0337 pedig talan TM fehérje.
V¢ékonyréteg kromatografiaval, UV spektroszképiaval és folyadékkromatografiaval kombinalt
tomegspektrometriaval a tisztitott testekbdl lipid komponenseket mutattunk ki, a két legnagyobb
mennyiségben megtalalhatd vegyiilet a menakinon-7-es és a gulopiranozil-(f1-1)-caldarchaeol
volt. A biokémiai vizsgalatokat kdvetden a kinontesteket krio-elektronmikroszkoppal vizsgaltuk,
a felvételek alapjan a 25-60 nm-es testeket 4 nm-es méretii diszkrét, elektrondenz részek
hataroljak, esetenként kiemelkedd tliske alakt képletek illetve kisebb méretii csatlakozd gémb
alaku strukturdk voltak megfigyelhetdek. A Ta0547 szerkezetkialakitasban betoltott funkcidjanak
meghatdrozasahoz az izolalt kinontesteket kiilonbdzd enzimekkel és detergensekkel kezelve és a
bekovetkezd valtozasokat elektronmikroszkopos felvételekkel nyomon kdvetve bizonyitast nyert,
hogy az intakt Ta0547 jelenléte elengedhetetlen a testek integritasanak fenntartasahoz. A
kiilonboz6 kornyezeti tényezdék Ta0547 expresszios szintre gyakorolt hatasat Western blot
modszerrel vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az dregedd sejt kulturakban a Ta0547 koncentracidja

jelentésen megno.

A Thermoplasma kinontestek tehat lipoproteinszerti testecskék, melyek nem rendelkeznek
folytonos lipidmembrannal, lipid &sszetételiik eltér az eddig megismert lipid testekétdl, a f6
fehérjekomponens Ta0547 pedig a bioinformatikai elemzést alapul véve nagy valoszinliséggel a
lipidtranszportban jatszhat szerepet. A kinontestek fiziologiai szerepének tisztazasahoz a jovoben
sziikséges a kinontest asszocialt fehérjék ,,knock out” mutagenezise, harmadlagos €s negyedleges
atomszintli szerkezetének meghatarozdsa, a még nem azonositott lipid 0sszetevok, valamint a

testek mennyiségi viszonyait befolyasolo kornyezeti tényezOk meghatarozasa.

A kinontest fehérjék tisztitdsukat kovetden hajlamosnak bizonyultak a kicsapddasra ezért
masodlagos célként olyan fehérjék keresését tiiztiik ki célul, melyek szolubilizald partnerként
johetnek szoba. Valasztasunk a nemrég felfedezett ubiquitinszerii SAMP fehérjecsalad (Humbard
és mtsai., 2010; Maupin-Furlow, 2013) T. acidophilum-ban is megtalalhatdo 3 tagjara esett
(Ta0895, Tal019 és Tald442). E. coli gazdasejtben elvégzett expresszids tesztek eredményei
szerint a legidealisabb tulajdonsagokkal a Ta0895-6s fehérje birt, igy @ munka tovabbi részében
erre a fehérjére Osszpontositottunk. A nehezen tisztithatdé ScRpnll fehérjéhez kiilon-kiilon
fuzionaltatott 6 kereskedelmi forgalomban kaphato szolubilizalo fehérje, 3 SAMP és a Ta0895-6s
fehérje oldhatosagra gyakorolt hatasat 6sszehasonlitd kisérletben tobb szempont alapjan végil a
Ta0895 bizonyult a leghatékonyabbnak. Mivel a fuzids partner jelenléte torzithatja a célfehérje

szerkezetét ezért megvizsgaltuk a Ta0895 fehérje alacsony homérsékleten torténd specifikus

81



eltavolitasanak lehet6ségét. Harom JAMMI1 metalloprotedz enzimaktivitasat vizsgaltuk
kiilonbozo6 Ta0895 fuzids fehérje szubsztratok jelenlétében. Egyediil a Hvo 2505 enzim volt képes
a Ta0895 eltavolitasara 24, 37 és 48 °C-on, azonban alacsonyabb hémérsékleteken (10 °C) nem
tapasztaltunk enzim aktivitast. A Ta0895 fehérje alapu szolubilizald rendszer hatékonysagat a
késébbiekben a gazda sejten beliili degradalddas kikiiszobolésével és egy alacsony homérsékleten

is aktiv, Ta0895 specifikus protedz integralasaval lehet tovabb novelni.
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7. SUMMARY

After the the partition of living organisms based on ribosomal RNA similarity, species belonging
to the Archaea domain became more and more popular amongst researchers because of their
unique properties. Some of the archaea adapted to extreme environmental conditions due to their
various unique adaptations and studying them may provide insights into early evolutionary events
and may contribute to the solution of certain biotechnological problems. One such archaea is the
thermoacidophile Thermoplasma acidophilum which because of its simple genetic and proteome
structure is still a highly favored modelorganism of structural biology until today (Brandstetter és
mtsai., 2002; Campbell és mtsai., 2015). During the tomography of Thermoplasma cells citosolic
particles with unknown structure and function became visible, which based on pilot experiments
contained large amount of menaquinones. Lipid bodies are frequent in bacteria, archaea- and
eukaryotes, but inclusions containing polyhydroxyalkanoates have been reported.

The primary aim of the PhD study was to determine the structure of the newly discovered T.
acidophilum citosolic droplets using biochemical and electron microscopic imaging methods.
During the experimental work the droplets were purified on a hydroxyapatite column suitable to
bind protein complexes and the dominant Ta0547 protein was identified by mass spectrometry.
The Ta0547 protein was expressed in E.coli and purified by affinity chromatography then
polyclonal antibody was produced against the pure protein. The antibodies could bind Ta0547 in
lysed T. acidophilum cells with high specificity during an immuno-precipitation experiment.
Electron micrographs of samples from both purification experiment displayed the same globular
particles seen on the 3D tomograms this way confirming that Ta0547 is the main protein
component of the droplets. Basic bioinformatics analysis has shown that the Ta0547 protein was
annotated in the KEGG database as a vitellogenin-N domain protein. This domain was present so
far only in eukaryotic lipid transfer proteins however searches based on sequence similarity
(PBLAST) resulted no hits in eukaryotes and there was no match in the Pfam database between
Ta0547 and vitellogenin-N domain. Alignment searches based on the hmm profile and predicted
structure of Ta0547 has shown that it has the same structure like a short region (1LSH, from 313.
to 435. aminoacid) of the vitellogenin-N domain.

To investigate other proteins associated to the droplets liquid chromatography and mass
spectrometry was used. This way 6 other protein were identified. Ta0337, Ta0437, Ta0438,
Ta0182, Ta0093 and Tal223a proteins had homologues mostly in thermoacidophile archaea
species but only Tal223a and Ta0437 had homologues with known function. The transmembrane

domain search returned hits in case of Tal223a and Ta0337, the former probably, the latter maybe
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being a transmembrane protein. Thin-layer chromatography, UV spectroscopy and liquid
chromatography combined with mass spectrometry was used to identify lipid components of the
droplets. The two most significant compound were gulopiranozil-(f1-1)-caldarchaeol and
menaquinone-7. Following the biochemical experiments the quinone droplets were observed by
cryo-electron microscopy. The images revealed that the droplets are 25-60 nm in diameter and
they are bordered by discrete interconnected densities 4 nm in diameter. In some cases short spike-
like structures protruding from the boundary and smaller spherical structures joining the droplets
could be seen. To define the role of Ta0547 in maintaining the structure the droplets were treated
by different chemicals and monitoring the changes has proved that the presence of intact Ta0547
is necessary to maintain structural integrity. Monitoring the effect of different environmental
factors on the concentration of Ta0547 by Western blot we experienced that Ta0547 expression

increases significantly in aging cell cultures.

So the Thermoplasma quinone droplets are lipoprotein particles without a continuous lipid
membrane, the lipid composition is different compared to known lipid droplets and the main
protein component is most likely takes part in lipid transport based on the bioinformatic analisys.
To determine physiological role of the droplets it is necessary to knock out the quinone droplet
associated protein coding genes, to identify their high resolution tertiary and quaternary structure

and to identify environmental factors influencing the quantity of the droplets.

Since some of the quinone droplet associated proteins were prone to precipitation after purification
as a secondary aim we tried to find potential solubility enhancer protein partners. We have chosen
three 7. acidophilum proteins (Ta0895, Tal019 and Tal442) of the recently discovered ubiquitin
like SAMP protein family (Humbard és mtsai., 2010; Maupin-Furlow, 2013). According to the
expression tests in E. coli host cells the Ta0895 protein had the most advantageous attributes so
we focused on this protein. In a comparative test 6 commertially available protein tags, three
SAMPs and the Ta0895 protein were separately attached to the hardly soluble ScRpnll (S.
cerevisiaea 26S proteasome, 19S lid particle subunit, Rpnll) and considering different
characteristics the Ta0895 proved to be the most efficient. Since the attached fusion partner may
distort the target protein structure we have investigated the possibility of specific enzymatic
removal of Ta0895 at low temperatures. The activity of three JAMMI1 metalloproteases were tested
in the presence of different Ta0895 fusion protein substrates. Only Hvo_2505 enzyme was capable
to remove Ta0895 at 24, 37 and 48 °C but on lower temperatures no activity could be observed.
The efficiency of the Ta0895 based solubility system could be further increased by the elimination
of possible intracellular tag cleavage and finding of a specific protease which is able to cleave off

the Ta0895 tag at low temperatures.
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2. MELLEKLET

A doktori munka soran hasznalt plazmid vektorok és gazdasejtek

Affinitas

E. coli és R. erythropolis és/va, A vektor
’ S eryirop a8Y  rezisztencia- Expresszios gazdasejt Forras Leiras
expresszios plazmidok szolubilizalo
markere
tag
pRSFDuet 6His Km E. coli M:\CEII?PCOT?E Expresszios vektor
pETDuet 6His Amp E. coli M:\I/I_EFPCOIT?E Expresszios vektor
pET28a 6His Km E. coli M:\I/I_EFPCOIT?E Expresszios vektor
pET28_Ta0895 6His Km E. coli Doktori munka
pET28_Tal019 6His Km E. coli Doktori munka Ta SAMP expresszios
vektorok
pET28_Tal442 6His Km E. coli Doktori munka
pET28_8HisTa0895TEV 8His/Ta0895 Km E. coli BL21(DE3) Doktori munka
pRSFD_8HisTa0895TEV 8His/Ta0895 Km E. coli BL21(DE3) Doktori munka
PETD_8HisTa0895TEV 8His/Ta0895 Amp E. coli BL21(DE3) Doktori munka
pET28_StreplITa0895TEV Strepll/Ta0895 Km E. coli BL21(DE3) Doktori munka
Ta0895 szolubilizald
PRSFD_StreplI Ta0895TEV Strepl1/Ta0895 Km E. coli BL21(DE3) Doktori munka taggel rendelkezé
vektorok
pETD_StreplITa0895TEV Strepl1/Ta0895 Amp E. coli BL21(DE3) Doktori munka
pETD_StreplTa0895-ScRpn11 Strepll/Ta0895 Amp E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka
pETD_Strepl Ta0895-ScRpn10 Strepll/Ta0895 Amp E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka
pETD_Strepl Ta0895-ScRpn13 Strepll/Ta0895 Amp E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka
pET28_6HisHvo_2505 6His Km E. coli BL21(DE3) Doktori munka
pET28_6HisNmar_1227 6His Km E. coli BL21(DE3) Doktori munka JAMMI metalloprotedzt
PET28_6HisMbur_0623 6His Km E. coli BL21(DE3) Doktori munka expresszild vektorok
pET28_6HisTa0623 6His Km E. coli BL21(DE3) Doktori munka
pRSFD_8HisTa0895TEV-ScRpn1l 8His/Ta0895 Km E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka
pRSFD_8HisTal019TEV-ScRpnll 8His/Ta1019 Km E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka
PRSFD_8HisHvo_2619TEV-ScRpnll  8His/Hvo_2619 Km E. coli BL21(DE3) Rosetta TL  Doktori munka ScRpn11-SAMP fiizios
fehérjéket kodolo vektorok
pRSFD_8HisMbur_1415TEV-ScRpnll 8His/Mbur_1415 Km E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka
.’?.Z(I)F;?;: I_8HTEVTa0895VSGG- 8His/Ta0895 Cm Rhodococcus erythropolis L88 Doktori munka
pCoofyl_ScRpnll 6His Km E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka
pCoofy2_ScRpnll 6His/Trx Km E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka
. . . Gyari szolubilizalo
pCoofy3_ScRpnll 6His/GST Km E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka partnerckhez fuziondlt
. ] . ScRpnl1 fehérjét hordozo
pCoofy4_ScRpnll 6His/MBP Km E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka bCoofy vektorok
pCoofy5_ScRpnll 6His/SUMO Km E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka
pCoofyl6_ScRpnll 6His/NusA Km E. coli BL21(DE3) Rosetta T1 Doktori munka
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3. MELLEKLET

Az ScRpnll, ScRpn10, ScRpn13, teve antitest, human antizymel (HAZ1), Ta0623, Ta0547 és
Ta0895 VSGG gének szintéziséhez hasznalt primerek.

Primer

Primer szekvencia

Primer leirasa

pCoofyl-ScRpnl1-5' (forward)

AAGT TCT GT TCCAGGGGCCCAT GG
AACGTCTGCAGCGTC

pCoofy1l-ScRpnl11-3' (reverse)

CCCCAGAACATCAGGT TAAT GGCG
TTATTTGATTGCAACGCTATTAA
CGCCTGC

A pCoofyl (NHis6-tag), pCoofy2 (NHis6_Trx-
tag), pCoofy3 (NHis6_GST -tag), pCoofy4
(NHis6_MBP-tag) és pCoofyl6 (NHis10_ NusA-
tag) vektorokba SLIC moédszerrel inszertalt
ScRpnll gén PCR alapu eldéllitasdhoz hasznalt
primerek. A reakcidhoz a
pET28_8HisTa0895TEV_ScRpnll vektor
szolgalt templatként.

pCoofy5-ScRpnl11-5' (forward)

GT CT ACCAGGAACAAACCGGT GGA
AT GGAACGT CTGCAGCGTC

pCoofy5-ScRpn11-3' (reverse)

CCCCAGAACATCAGGT TAATGGCG
TTATTTGATTGCAACGCTATTAA
CGCCTGC

A pCoofy535 (NHis10_SUMO-tag) vektorba
SLIC modszerrel inszertalt ScRpnl1 gén
elballitasahoz hasznalt primerek.

CA7053 nanobody forward

CGAAT TCCATATG CAGGT GCAGCT
GCAGGAGTCTG

CA7053 nanobody reverse

CGAATTCCTICGAG TTAT GAGGAG
ACGGT GACCTGGGTCCCCTG

Az Ndel és Xhol enzimekkel megvagott
pETDuet_His8Ta0895 vektorba inszertalt teve
antitest gén eldallitasdhoz hasznalt primerek.

HAZ1 forward

CGAAT TCCATATG GT GAAAAGCAG
CCTGCAGCGCATTC

HAZ1 reverse

CGAATTCCTICGAGTTATTCTTCT
TCTTCGCCGCTGCTTTCGCG

Az Ndel és Xhol enzimekkel emésztett
pET28 8HisTa0895 vektorba inszertalt HAZ1
gén el6allitasahoz hasznalt primerek.

ScRpn10 forward (Ase | site)

CGAAT TCATTAAT GT AT TGGAAGC
TACAGTGTTAGTGATTG

ScRpn10 reverse (Sall site)

CGAATTCGICGACTTATTTGTCT
TGGTGTTGT TCAGGCT GT T CAG

ScRpn10 eléallitasahoz hasznalt primerek.

ScRpn11 forward

CGAAT TCCATATG GAACGACTACA
GAGATTGATGATG

ScRpn11 reverse

CGAATTCCTICGAGTTATTTAATT
GCCACT GAAT TAACACCC

ScRpnll el6allitasdhoz hasznalt primerek.

ScRpn13 forward

CGAATTCCATATG AGTATGAGTT
CAACTGTAATTAAATTCAG

ScRpn13 reverse

CGAATTCCTCGAG TTAATCTTGC
ATACTAACATCCACATCTTGAG

ScRpn13 elballitasahoz hasznalt primerek.

Ta0623 forward

CGAATTCCATATGTGGTTAATTA
AGAAAAACACCCTTC

Ta0623 reverse

CGAATTCCTCGAGT CACAGTATA
TCAACCTGTATCCTGTTTCC

Ta0623 eldallitasdhoz hasznalt primerek.

Ta0547 forward

GCCATGG T CGAGAAAGAAAAGAA
GGAT

Ta0547 reverse

GCTCGAG CTCCTGTATGATCTCA
TCCAC

Ta0547 eldallitasdhoz hasznalt primerek.

Ta895_VSGG forward

TTGACCTCTTTCCGCCAGTTTCCG
GAGGT CAT AT GGAACGT CT GC

Ta895_VSGG reverse

GCAGACGT TCCATATGACCT CCGG
AAACT GGCGGAAAGAGGT CAA

A VAGG hasitohelyen mutans Ta0895 gén
elballitasahoz hasznalt primerek.
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4, MELLEKLET

A gének szintéziséhez hasznalt PCR mddszerek. A denaturacids 1épés, a PCR ciklus és a zar6 1épés
hémérsékleti és id6 paraméterei valtozatlanok, csak az amplifikaci6 id6tartama valtozott a célgén
hosszéanak fiiggvényében. T: hdmérséklet °C-ban megadva, t: id6 percben megadva.

PCR ciklus
Primer
Kezd6 lépés | Denaturicié annealing Amplifikacié Zaro6 1épés

Amplifikalt Ciklus

gén T t T t T t T t T t SZAm
CA7053 1:00
HAZ1 1:00
Rpnl0 1:00
Rpnil 95°C | 3:00 | 95°C | 0:20 | 53°C 0:20 | 72°C | 1:00 | 72°C | 7:00 30
Rpn13 0:30
Ta0547 0:30
Ta0623 0:30
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5. MELLEKLET

A szolubilizal6 partnerként hasznalt kodon optimalizalt Ta0895 gén 8His-taggel (A) és Strepll
taggel (B) ellatott valtozatanak DNS és aminosav szekvencidja. Az abrakon az affinitas tageket, a
szolubilizal6 tageket, a TEV hasitohelyet és a multiklonozoé helyet emeltiik ki. A DNS szekvencia
Ndel és Xhol helyei a multikléonozé régio6 hatarait jeldlik.

Xbal
5 gatcccgcgaaattaatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaa
- t + f + t t f + t t f t t + f 80
3 ctagggcgctttaattatgctgagtgatatccccttaacactcgcctattgttaaggggagatctttattaaaacaaatt
[ T7 promoter bl lacoperator | CRres

Ncol

ctttaagaaggagatataccaTGGGCCACCATCACCATCACCATcatcacATGGTTACAGTACGCTACTATGCGACTTTA
1

t f t f t } f } t } t f f } t f 160

gaaattcttcctctatatggtACCCGGTGGTAGTGGTAGTGGTAQtagtgTACCAATGTCATGCGATGATACGCTGAAAT

L S L L L " 10 1 L L 1 5 L L L . 10
M G H \4 S8

H H 25 \i R ¥ Y A L
T mes ] I 8xHis > I TTTTT .

<}
X
<
X
o o

CGTCCGATTACCAAGAAGAAAGAGGAAACGTTCAATGGCATTTCCAAAATCTCGGAACTGCTTGAACGCTTGAAAGTCGA

t } t } t } t } t } + } t } + } 240

GCAGGCTAATGGTTCTTCTTTCTCCTTTGCAAGTTACCGTAAAGGTTTTAGAGCCTTGACGAACTTGCGAACTTTCAGCT

n L L A 15 L I L 1 20 L L L 1 25 L L s L 30 L L L 1 35 L L
R 4 F N G 1 S K 1 S E L E R L Vv E

1 T K K K E E T L K
Ta0895 &3

ATATGGGAGTGAGTTTACGAAACAGATGTACGATGGCAATAACCTGTTCAAAAACGTGATCATTCTGGTGAATGGCAACA
. | ' ! . I ' I . I : I " | ' I 320
+ t t t + t t t + t t t + t t t

TATACCCTCACTCAAATGCTTTGTCTACATGCTACCGTTATTGGACAAGTTTTTGCACTAGTAAGACCACTTACCGTTGT
L L 40 L L 45 L L L S0 L L LS55 L L .60 " L
D N L K K \4 I 1 L N N

Y G S E F T K Q M ¥ G N N v G
Ta0895 >

ACATTACCAGCATGAAAGGTCTGGATACCGAAATCAAAGATGATGACAAAATTGACCTCTTTCCGCCAGTTGCCGGAGGT
400

TGTAATGGTCGTACTTTCCAGACCTATGGCTTTAGTTTCTACTACTGTTTTAACTGGAGAAAGGCGGTCAACGGCCTCCA

. 65 L . 70 L L 75 . . 80 n . 85 1 n s s
1 D P \'J

N I i S M K G L D T E 1 K D D D K L F A G G
Ta0895 VAGG site

Ndel Nael BamHI  EcoRI Sacl Pstl  Sall

GAAAACCTGTATTTTCAGGGccatatggcGGCCCAGCCGGCCGGATCCGAATTCGAGCTCGGCGCGCCTGCAGGTCGACA
s n n . + ; 480

CTTTTGGACATAAAAGTCCCthataccgCCGGGTCGGCCGGCCTAGGCTTAAGCTCGAGCCGCGCGGACGTCCAGCTGT

1 L L 1 S L L
£ N L Y F Q G

TEV site

Hind111 Notl Hpal Xhol
AGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGtgttaactcgagcaccaccacc 3’

+ .,..} b .%.A.%. %A.‘;.‘{.‘g .‘i 530
TCGAACGCCGGCGTATTACGAATTCAGCacaattgagctcgtggtggtgg 5’
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cgatcccgcgaaattaatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgttta
I 1 1 1 ] 1 1 1 Il 1 1 I | 1 1 : Il
x T v T X T L T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T

I
gctagggcgctttaattatgctgagtgatatccccttaacactcgecctattgttaaggggagatctttattaaaacaaat

[ T7 promoter |lac operator m

Ncol

actttaagaaggagatataccaTGgGCATGAGCGCATGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGGGTggcgggagtGGTggcgyg
L 1 s | 1 s | | L ! s Il
t T t T T T v T

tgaaattcttcctctatatggtACCCGTACTCGCGTACCTCGGTGGGCGTCAAGCTTTTCCCAccgeccctcaCCAccgcece

1 s L s S s s ' s 10 s L s 15 s s .20
M G M S A W S H P Q F E K G G G S G G G
[ Rss | [ Strepli-tag >

Strep sequence

] + | I l I | : ] I ] 3
T L] T L] T L2 T L T L T L) T

ctcaccgcccTCGCGTACCTCGGTGGGCGTCAAGCTTTTCCAATGTCATGCGATGATACGCTGAAATGCAGGCTAATGGT

g5 5o B8 ¢ e oy o B v g e g ¢ w & 5 g

S G G S A W S H P Q F E K V T V R Y Y A T L
Strepll-tag D> Ta0895

gagtggcgggAGCGCATGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGGTTACAGTACGCTACTATGCGACTTTACGTCCGATTACCA
1 ] 1 1
- - i

)

Strep sequence

AGAAGAAAGAGGAAACGTTCAATGGCATTTCCAAAATCTCGGAACTGCTTGAACGCTTGAAAGTCGAATATGGGAGTGAG

+ 1 4 e + it ; ! ; 1 . 1 + 1 . 1

T T T T T T T T M T T T T T T T

TCTTCTTTCTCCTTTGCAAGTTACCGTAAAGGTTTTAGAGCCTTGACGAACTTGCGAACTTTCAGCTTATACCCTCACTC

L 15 L L 20 L L L T L s L 30 L ' L 35 L ' s L 40
E

K K K E E L F N G 1 S K 1 S E L L E R L K \ Y G S E
>

TTTACGAAACAGATGTACGATGGCAATAACCTGTTCAAAAACGTGATCATTCTGGTGAATGGCAACAACATTACCAGCAT
!

I ] 4 } 4 | + } I } + | I } 4
v T v T v T v T v T L] T v T v T

AAATGCTTTGTCTACATGCTACCGTTATTGGACAAGTTTTTGCACTAGTAAGACCACTTACCGTTGTTGTAATGGTCGTA

L L " " 45 " L L " 50 X " " " 55 " " L s 60 " L L " 65 " "
F K N \ 1 L \ N G N N 1 S M

E (i K Q M Y D G N N L i
____________________________________qess_____________________________________[Pg

GAAAGGTCTGGATACCGAAATCAAAGATGATGACAAAATTGACCTCTTTCCGCCAGTTGCCGGAGGTGAAAACCTGTATT
|

+ } 4 Il 4 | + Il I | 4 Il I } 4

+ T : T t T t T + T t g t+ T 1

T
CTTTCCAGACCTATGGCTTTAGTTTCTACTACTGTTTTAACTGGAGAAAGGCGGTCAACGGCCTCCACTTTTGGACATAA

L . 70 L L L L 75 L L L L &0 L L L L &i l s ‘ L 1 L L
K D D
089

YT >

Ndel Nael BamHI  EcoRl Sacl Pstl  Sall HindI1I Notl

TTCAGGGCCatatggCGGCCCAGCCGGCCGGATCCGAATTCGAGCTCGGCGCGCCTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGC

3 y 4 4 4 4 4
t t t t t 1 t t t

AAGTCCCthataccgCCGGGTCGGCCGGCCTAGGCTTAAGCTCGAGCCGCGCGGACGTCCAGCTGTTCGAACGCCGGCG

- RS O
F Q G
Hpal Xhol
ATAATGCTTAAGTCGtgttaactcgagcaccaccacc a2
it } } ++ 597
TATTACGAATTCAGCacaattgagctcgtggtggtgg 5’
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6. MELLEKLET

A pull-down és oszlopkromatografias modszerrel tisztitott TaKT-ek proteom analizise.

Fehérje | Peptid | Egyedi | Szekvencia| Egyediés |Molekula|Szekvencia| FPR | Intenzitas | Intenzitas
szam |fehérjék | atfedés “razor" -tomeg -hossz
(seq) (%) peptid (kDa)
szekvencia
lefedettség
Pull down tisztitas
Ta0547 |17 17 76,5 76,5 17,435 153 1,69E-76 | 1,25E+09 | 1250800000
Ta0182 |4 4 52,6 52,6 14.373 133 1.22E-19 | 1.08E+06 1082400
Ta0337 61 61 14,146 123 1,06E-28 | 5,29E+07 52926000
Ta0437 |13 13 42,1 42,1 43,951 387 2,40E-98 | 4,58E+07 45846000
Ta0438 |3 3 38,7 38,7 7,6679 62 2,23E-14 | 5,24E+07 52400000
Tal223a |9 9 74 74 10,967 100 6,13E-70 | 253240000 | 253240000
Ta0093 |3 3 37,8 37,8 10,065 90 1,69E-27 | 1,07E+07 10681000
Oszlopkromatografias tisztitas
7,99E-
Ta0547 |22 22 91,5 91,5 17,435 153 114 1,06E+09 | 1063400000
Ta0182 |6 6 63,2 63,2 14,373 133 1,16E-58 | 8,42E+07 84237000
Ta0337 |10 10 65 65 14,146 123 1,66E-60 | 1,01E+08 101450000
6,28E-
Ta0437 |12 12 49,4 49,4 43,951 387 100 8,52E+06 8522500
Ta0438 |4 4 43,5 43,5 7,6679 62 4,30E-14 | 4,06E+08 | 405540000
Tal223a | 8 8 78 78 10,967 100 3,77E-83 | 8,07E+08 806920000
Ta0093 |6 6 48,9 48,9 10,065 90 3,39E-44 | 2,94E+08 294120000
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7. MELLEKLET

A TaKT asszocidlt fehérjék szekvencidi. Az Edman degraddcioval azonositott N-terminalis
szekvenciak piros betiikkel jeloltek. Az LC/MS kisérletben (Ta0547, Tal223a, Ta0438 és Ta0093)
mért tomegekhez illeszkedd szekvencidk elsé aminosava kékkel jelolt ha a metionin levagodik.
Ebben a kisérletben a Ta0182, Ta0337 és Ta0437 fehérjéket nem tudtuk azonositani.

Ta0547 (UniProt: QIHKP9)
MVEKEKKDEEETRKITISVKGIRDDVYRNVSELARHTGKTIGEITNDAYRTFLGTVEGVR
NVSQSFIEGAKGAIPRYIDNFKKLEITADDLKDLGQKVAFRNIDELTFKNITDEEFSKYVA
FIDGVKVLKIPKTVKKTTVIKISTFVDEIIQE

Ta0182 (UniProt: Q9HLP5)

MCSIFNRTNISGEEMSDVIMVNTEY IPGKRIVKVFGTIWGITVRSRGLGGNLVAGLRSLA
GGEIKEYTKMLSDARNTAMERLQSAAEQIGANAVINVRFDSSDIGQVMTEIVAYGTAVL
VEDVTDNIQRVGLS

Ta0438 (UniProt: Q9HL02)
MSDRMDIEITIKVSKKTYEKLERLFYLITLPRNFEEFQKEIRKETAPKKESEKDKFRKIEIK

Tal223a (NCBI-GenelD: 1457147)
MLDSAIEWLIVIVAILVLFGSAKKVPELAKNIGRATGEFKRGQMEVEEEIRKAMY SKPAQ
TTSASGVDYIAVAKTMGIDTDGKSIDELKSEIQEKLQHAQ

Ta0093 (UniProt: P02345)
MVGISELSKEVAKKANTTQKVARTVIKSFLDEIVSQANGGQKINLAGFGIFERRTQGPRK
ARNPQTKKVIEVPSKKKFVFRASSKIKYQQ

Ta0337 (UniProt: Q9HL93)
MAMGFAESEFWNGIALKALNEGNITIYKNDPVYGRVPRISDSGVFRRSIGEPKGQIADW
RFTMPWDSRSVHAVEYIDRYEIHVDKYDPAKHPIMHLINDAPKYGSVILPLLALFPLFLL RKKL

Ta0437 (UniProt: Q9HLO03)
MRPRILLYTGKGGVGKTSIAAATGALLSSKGHKTLIISTDPAHSLGDAFGMEIGHSIKQLA
DNLYGQEVSVVQSINEHWGELKDYLRSLFLSQGLDPVSADEIATLPGFEEASELLYLRNY
YYDEEYDTIIMDSAPTGAALQLLSFPEVMTWYMDKLFPISRKTARVARPLLKPFVDIPLP
EDAVFENIDLLYRQLTDIRKILTNNDVTSIRLVTNPDNMSYSETKRAYTYLLLYGYPVDA
VIINKILSDETGDFFEKMRGSQKDIITEMENSFVDIKIFKARLLQEEPIGIKKLIELGKLIYG
DEDPYKVFYKGTPIKYTKNGDRY ILKIKMPFAEKEKLNLFNHGGELTIEIANWKRVFYLP
ESISDKRPVSAEYSNGYLNVILE
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8. MELLEKLET

A T0547 és lipovitellin egymasra illesztett aminosav szekvenciai. A Ta0547 vitellogenin N domén
(7 — 123 aminosav) és a lipovitellin 1LSH A lancanak szerkezetileg homolog régidi sorrendben
kékkel és pirossal jeldlve. A jelolt régiokat hasznaltuk a 3D modell 1étrehozdsdhoz, a sziirke régiok
nem szerepeltek a szamitdsokban, mivel nem mutattak sem szekvencia sem struktira alapt
hasonlésagot.

>Ta0547

—————————————————————————————————————————————————— MVEKEKKDEEETRKITISVKGiRDDVYR
NVSELARHT-GKTIGEITNDAYRTFLGTVEGVRNVSQSFIEGAKGAT PRYIDNFKKLEITADDLKDLGQKVAFRNI -DEL
TFKNITDEEFSKYVAFIDGVKVLKIPKTVKKTTVIKISTFVDEI IQE-——————————————————————————————

>1LSH:chain A
EFQPGKVYRYSYDAFSISGLPEPGVNRAGLSGEMKIETIHGHTHNQATLKITQVNLKYFLGPWPSDSFYPLTGGYDHEIQQ
LEVPVRFDYSAGRIGDIYAPPQVTDTAVNIVRGILNLFQLSLKKNQOQTFELQETGVEGICQTTYVVQEGYRTNEMAVVKT
KDLNNCDHKVYKTMGTAYAERCPTCQKMNKNLRSTAVYNYAIFDEPSGYIIKSAHSEEIQQLSVEDIKEGNVVIESRQKL
ILEGIQSAPAASQAASLONRGGLMYKFPSSATITKMSSLEFVTKGKNLESETHTVLKHLVENNQLSVHEDAPAKFLRLTAFL
RNVDAGVLQSIWHKLHQQKDYRRWILDAVPAMATSEALLFLKRTLASEQLTSAEATQIVASTLSNQQATRESLSYARELL
NTSFIRNRPILRKTAVLGYGSLVFRYCANTVSCPDELLQPLHDLLSQSSDRAKEEEIVLALKALGNAGOQPNSIKKIQRFL
PGQGKSLDEYSTRVQAEAIMALRNIAKRDPRKVQEIVLPIFLNVAIKSELRIRSCIVFFESKPSVALVSMVAVRLRREPN
LOVASFVYSQMRSLSRSSNPEFRDVAAACSVATKMLGSKLDRLGCRYSKAVHVDTFNARTMAGVSADYFRINSPSGPLPR
AVAAKIRGQGMGYASDIVEFGLRAEGLOELLYRGSQEQDAYGTALDRQTLLRSGQARSHVSSIHDTLRKLSDWKSVPEER
PLASGYVKVHGQEVVFAELDKKMMORISQLWHSARSHHAAAQEQIGAVVSKLEQGMDVLLTKGYVVSEVRYMOPVCIGIP
MDLNLLVSGVTTNRANLSASEFSSLPADMKLADLLATNIELRVAATTSMSQHAVAIMGLTTDLAKAGMQTHYKTSAGLGVN
GKIEMNARESNFKASLKPFQQKTVVVLSTMESIVFVRDPSGSRILPVLPPKMTLDKGLISQQOQQQOPHHQQQPHQHGODOQA
RAAYQRPWASHEFSPAEQKQIHDIMTARPVMRRKQSCSKSAALSSKVCFSARLRNAAFTIRNALLYKITGDYVSKVYVQPT
SSKAQITKVELELQAG
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9. MELLEKLET

Az intakt, denaturalt kinontest fehérjék analizisébdl szarmazo molekulatomegek Osszevethetdek az elméleti
adatokbol szamitott, vagy az Edman degradacio alapjan kiszamolt (N-termindlison rovidebb fehérjék)
értekekkel. A tdmegek méréséhez 3 minta szolgalt alapul.

Fehérje | nfesfigyelt molekulatomeg | Szimolt molekulatomeg | Medlegyzések
(Da) (Da)
A: 17303.25 17303.71
. N-terminalis metionin
Ta0547 B: 17303.16 nélkiili értekek
C: 17303.07
A: 10966.55 10966.66
N-terminalis
Tal223a B: 10966.55 metionnal szdmolt
értékek
C: 10966.55
A: 9933.50 9933.52
Ta0093 B: 993355 N-termindlis metionin
’ ' nélkiili értékek
C:9933.49
A:7177.99 7178.41
. 2. metionintdl szamolt
Ta0438 B: 7178.00 ertekek
C:7176.94
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10. MELLEKLET

A TaKT 06sszetevok tomegspektruma. A tisztitott TaKT-ekbdl KMV oldoszer eleggyel extrahalt anyagok
elvalasztasa €s analizise a modszertani részben leirtaknak megfeleléen tortént. A 1-8. spektrum a TaKT-
ekbbl extrahalt és C8 oszlopon elvalasztott anyagok m/z aranyait mutatja (a retencids idé a jobb felsd
sarokban talalhatd). A fiiggéleges tengely az ionintenzitast, a vizszintes tengely a tOmeg/toltés aranyt
mutatja (m/z). Csak a nagy intenzitasii m/z aranyokat jeloltiik. A 9. és 10. spektrum az MK-4 és MK-7
referencia-sszetevok m/z aranyait mutatja.
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2. Spektrum: retencids id6 24,4 — 25 perc
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3. Spektrum: retencids id6 20,9 — 21,8 perc
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4. Spektrum: retencios id6 20 — 20,7 perc
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5. Spektrum: retencios id6 19,4 — 19,9 perc
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6. Spektrum: retenciés id6 18,6 — 19,1 perc
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7. Spektrum: retencios idé 15,9 —

16,7 perc
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8. Spektrum: retencids id6 13,1 — 13,6 perc
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9. Spektrum: retenciés id6 16,1 — 16,5 perc
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10. Spektrum: retencios id6 24,7 — 25,1 perc
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11. MELLEKLET

A TaKT-ek strukturalatlan felszinét bemutatd elektronmikroszkopos kép. A méretarany-skala 80 nm-nek
felel meg.
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12. MELLEKLET

A szolubilizal6 partnerek rekombindns ScRpnl1 expresszios szintjére €s oldhatdsagara gyakorolt
hatdsa. A megadott értékek az egymast kovetd tisztitasi 1épésekbdl szarmazod fehérjék Agilent
2100 bio-analyzerrel mért mennyisége szazalékban kifejezve. A) EXxpresszios arany (%):
rekombinans fehérje/sejtlizatum 6sszfehérje ardny; B) Oldhato fehérjék aranya (%): rekombinans
fehérje/Osszfehérje ardny a sejttormeléktdl és oldhatatlan fehérjéktdl centrifugalassal megtisztitott
feliiluszoban; C) Elualt fehérjék ardnya (%): rekombinans fehérje/dsszfehérje arany a His-tag
tisztitast kovetden. Minden érték kétszeres ismétlés atlaga.
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13. MELLEKLET

A szolubilizal6 partnerek rekombindns ScRpnl1 expresszids szintjére és oldhatdsagara gyakorolt
hatasa. A 11. MELLEKLETben bemutatott értékeket a fuzids partner molekulatomegével
korrigaltuk. Az A, B és C jelolések megegyeznek az 11. MELLEKLET jeldléseivel.
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14. MELLEKLET

Immunjeldlt T. acidophilum sejtek vékony metszeteinek elektronmikroszkopos képei, melyeken
aggregalodott TaKT-ek figyelhetéek meg. A méretarany-skalak 1um-nek felelnek meg.
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