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Bevezetés és célkituzések

A mikroorganizmusok hatasa a bioldgia és biotechnolodgia fejlddésére mindig
is meghatarozo jelentéséggel birt. A benniik lezajlo biokémiai és genetikai
folyamatok nyomonkdvetésére €s manipulalasara kifejlesztett technoldgiai
megoldasok  mostanra  szdmos  esetben megoldast kinalnak a
mikroorganizmusokban rejlé, az emberiség szamara potencialisan elényOs
lehetéségek megismerésére ¢s kiaknazasara. Carl Woese 1977-ben fedezte fel
az archedkat és a rendelkezésre allo riboszomalis RNS szekvenciak valamint
molekularis bioldgiai bizonyitékok alapjan javasolta az ¢l6vilag rendszerének
felosztasat harom (Archaea, Bacteria és Eucarya) doménre.

Mostanra az archeak a képalkotd eljarasok technikai fejlédése nyoman
kialakul6 modern strukturbiologia kedvelt kisérleti alanyai lettek néhany
elényos tulajdonsaguk miatt. A T. acidophilum extremofil archaeon példaul
Kis mérete miatt az elektronok szamara konnyen athatolhato, ezért jo
mindségii tomogramok készitheték rola. A T. acidophilum sejtek krio-
elektrontomografias  (krio-ET)  analizisének  eredményeként kapott
tomogrammokon atlagosan 50 nm atmérdji, gdmb alaku, intracellularis testek
valtak lathatova. Az ezt kovetd kisérleteink kimutattak, hogy a sejtekbol
izolalt gomb alaku sejtalkotok egyedi modon foként menakinonokbdl,

gulopiranozil-(B1-1)-caldarchaeolbol és fehérjékbol allnak.

A doktori munka elsddleges céljai a testeket alkotd anyagok azonositdsa
biokémiai  moddszerekkel, a testek felépitésének  meghatarozasa
elektronmikroszkopos vizsgalati modszerekkel, valamint a testek mennyiségi
viszonyait befolyasoldo kornyezeti feltételek (pH, oxigén, novekedési
periddus...stb.) meghatarozasa voltak.

A kisérletes munka soran az izolalt Thermoplasma fehérjék az alkalmazott

koriilmények kozott kicsapodasra hajlamosnak  mutatkoztak, ezért



masodlagos feladatként a kovetkezé feladatokat tliztik ki célul: (1.)
kiillonb6z6 kornyezeti igényi archaeakbol szarmazo, small archaeal modifier
proteinek (SAMP) tesztelése fehérje szolubilizalo fuzids partnerként; (2.) a
SAMP-ok fehérje oldhatosagra gyakorolt hatasanak Osszehasonlitisa a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 és széles korben hasznalt szolubilizald
fehérjepartnerekkel; (3.) a megfeleld hatasfoka SAMP-ok célfehérjérdl valo
enzimatikus eltavolitasanak vizsgalata a kivalasztott fajokbol szarmazo

specifikusan hasit6 JAMM proteazokkal.

Anyag és modszer

A Thermoplasma kinontestek izolalasa

A kinontestek (KT) tisztitasdhoz a sejt extraktumot, el6szor hidroxiapatit
oszlopon tisztitottuk (Macro-Prep Ceramic Hydroxiapatite Type I 80 um, Bio-
Rad). Az igy kapott frakciokat egy Superose 6 10/300 GL (GE Healthcare)
oszlopon tovabb tisztitottuk, és az elvalasztott nagy molekulatomegii (MW)
fehérjéket 15 %-os SDS gélen monitoroztuk. A Coomassie kékkel megfestett,
kutatas szempontjabol jelentdséggel bird fehérjesavokat kivagtuk és MALDI-
TOF-MS-sel analizaltuk.

A Thermoplasma kinontestek lipid komponenseinek azonositasa

Az apolaros komponensek azonositasahoz a tisztitott kinontesteket
vékonyréteg kromatografia (TLC), ultraviola (UV) spektrum ¢és
folyadékkromatografiaval ~ kombinalt  tomegspektrometria ~ (LC/MS)
analizisnek vetettiik ala. A liofilizalt T. acidophilum sejtek és a Thermoplasma
kinontestek (TaKT) lipidtartalmat kloroform, metanol és viz elegyével
extrahaltuk a vékonyréteg-kromatografias elvalasztashoz. A gulopyranosyl-
(B1-1)-caldarchaeol (GuC) és az izolalt TaKT-ek 2D TLC vizsgalata a DSMZ
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(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) polaris lipid
alapu prokariota osztalyozdsi modszerének standard protokolljan alapult. Az
extraktumokat egy ALUGRAM SIL G/UV szilica gélre (Macherey-Nagel)
toltottiik és ugyanazzal az oldoszer eleggyel futtattuk. Az elvalasztott lipideket
elészor UV fénnyel tettiik 1athatova, majd az UV-t nem abszorbeal6 lipidek
el6hivasdhoz a mintat szenesitettiik. A TLC lemezt az el6hivas utan egy AIDA
2D denzitometrias szoftverrel (Raytest Isotopenmassgerate Gmbh)
analizaltuk és kiszamoltuk a szorast.

Az UV fényben lathato lipidek UV abszorbanciajat egy Lambda 40 (Perkin

Elmer) fotométerrel mértilk meg a 210 nm — 400 nm tartomanyban.

LC/MS analizis

A TaKT-ek szerves oldoszeres kivonatat egy 2,1x100 mm-es Waters X Terra-
MS C8-as oszlopra toltéttiink. Az oszlopon megkotott anyagokat vizben oldott
0,05% TFA és 0,05% acetonitrilben oldott TFA gradiensével elualtuk. Az
elualt komponensek m/z aranyat ESI-MS-sel (microTOF LC Bruker
Daltonics) mértiik meg a 100-1600 amu (atomic mass unit) tomeg

intervallumban.

Izolalt TaKT-ek krio-ET vizsgalata

A kolloidalis arannyal kezelt tisztitott TaKT-ek oldatat porozus szénnel
boritott réz gridre (Quantifoil) cseppentettiink, megszaritottuk és a
vitrifikdlashoz folyékony nitrogénnel hiit6tt folyékony propan/etan keverékbe
martottuk. A vitrifikalt mintakrol egy 300 kV-on miikddtetett Tecnai G2
Polara (FEI Company) krio-elektronmikroszkoppal (krio-EM) készitettiink
képeket. A képek feldolgozasara az IMOD programcsomagot alkalmaztuk

A Ta0547 fehérje expressziojanak nyomonkovetése Western blot
technikaval



A standard aerob korilmények kozott novesztett T. acidophilum
sejtkultirakbol naponta mintat vettiink 6 napon keresztiil. A sejteket feltartuk
¢s a lizatumhoz 0,1 %-os végkoncentracioban SDS-t adtunk, majd -20 °C-on
taroltuk. A fehérje koncentraciot BCA assay-vel (Bio-Rad) mértiik meg és
1D-SDS gélen futtattuk, majd a fehérjéket egy Whatman NC membranra
blottoltuk. A Western hibridizaciot Ta0547 specifikus szérum antitestekkel és
anti-nyal masodlagos antitestekkel (IgG-peroxidaz (Sigma)) végeztiik el. A
detektalashoz Luminol-t tartalmaz6 ECL oldatot (Sigma Aldrich)
hasznaltunk. A fényintenzitast LAS3000 (Fuji) képalkotd rendszerrel, az
intenzitas értékeket Aida V.4.15.025 szoftverrel mértikk (Raytest
Isotopenmassgerate Gmbh).

A TaKT asszocialt fehérjék LC-MS/MS analizise

A tomegspektrometriai analizishez a mintakat denaturaltuk, a diszulfid
kotéseket DTT-vel redukaltuk, a keletkez6 tiol (-SH) csoportokat ezutan
jodacetamiddal alkilaltuk. Ezt kdvet6en az oldatokat peptidazokkal kezeltiik,
,Stop and Go” extrakcios pipetta hegyekkel (STAGE) a szennyez6 sokat
eltavolitottuk. Az Gsszes megemésztett peptid keveréket online nanoLC-vel
szepardltuk ¢és elektrospray ionizdciés tandem tomegspektrometridval
analizaltuk. Az adatelemzés MaxQuant szoftverrel tortént, a peptid
azonositashoz a Mascot (Matrix Science) adatbazis keresOmotorjat
hasznaltuk.

Az intakt fehérjék molekulatomegének meghatarozasa Bruker Daltonics
microTOF tomegspektrométerrel tortént LC/MS lizemmodban. A fehérjék
elvalasztasat egy Phenomenex Aeris WIDEPORE C4 3,6p (100 x 2,1 mm)
oszloppal felszerelt HPLC Agilent 1100 eszkdzon végeztiik el. A fehérjéket
0,05% TFA/H20 és 0,05% TFA/ACN eluens kozotti gradienssel elualtuk. Az

UV kromatogram felvétele 214 nm-en tortént.



Az N-terminalis fehérje szekvencia meghatarozdsdhoz a széles korben
elfogadott Edman degradéaciot hasznaltuk. Ehhez az Applied Biosystems
Model 492 cLC Procise Protein Sequencing System késziiléket hasznaltuk a

gyartd utmutatoja alapjan miikddtetve.

Bioinformatikai modszerek

A fehérje homologia adatbazisban vald keresés a National Center for
Biotechnology Information (NCBI) BLASTP keresd algoritmuséval tortént.
A TaKT-ek esetleges transzmembran (TM) hélixeinek
kereséséhez/azonositasahoz a DAS-TM filter, Tmpred, Phobius és HMMTOP
célszoftvereket hasznaltuk. A Ta0547-es fehérje Dbioinformatikai
jellemzéséhez a KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
adatbazis annotédci6jabol indultunk ki. A méasodlagos szerkezet predikciojahoz
a Quick2D szoftvert hasznaltuk. A homolog fehérjék kereséséhez a HMMER
szoftvercsomagot hasznaltuk, templatként a vitellogenin-N hmm (hidden
Markov model) profiljat hasznaltuk (PF01347). A Ta0547 vitellogenin domén
szerkezetének szamitogépes modellezését a Modeller nevili szoftverrel

veégeztiik el. A templat illesztéshez a TM-align algoritmust hasznaltuk.

Elektronmikroszkopos analizis

A tisztitott TaKT-ek és T. acidophilum sejtek negativ festéséhez ¢és
elektronmikroszkopos (EM) analiziséhez a mintat szén bevonata hidrofilizalt
réz gridre helyeztiink valamint 2 %-os uranil-acetattal kezeltiik. Az elektron
mikrografiakat a TaKT-ek esetében egy Philips CM200-as a sejtek esetében
egy CM20-as transzmisszios elektronmikroszkoppal (TEM) készitettiik.

A T. acidophilum sejtek immunogold jeloléséhez a sejteket LR White
gyantaba (Fluka) agyaztuk, majd vékony metszeteket keszitettiink beldlik a

gyartd utasitasai szerint. A sejtmetszeteket poliklonalis nyal antitestekkel



inkubaltuk, melyeket anti-nyul IgG-arany konjugatummal jel6ltiink és 2%-0S
uranil-acetattal festettiink.

A krio-ET vizsgalatokhoz a T. acidophilum sejteket folyékony etanban
pillanatszertien lefagyasztottuk és folyékony nitrogénben taroltuk. A
vitrifikalt mintakat egy Philips CM300-as TEM késziilékkel vizsgaltuk. A
képfeldolgozashoz EM és TOM szoftvercsomagokat hasznaltunk.

A Thermoplasma SAMP expresszios vektorok eléallitasa

A T. acidophilum-bdl szarmazo, kodon optimalizalt, szintetikus (Eurofins
MWG OPERON) Ta0895, Tal019 és Tal442 géneket (feltételezett SAMP
homologok) pET28a vektor Ndel/Xhol helyére inszertaltuk, ezaltal egy 6-His
taggel latva el a gének N-terminalis végét. Miutan E. coli BL21 (DE3) (New
England Biolabs) sejtekbe transzformaltuk a kialakitott konstrukcidkat, a
célfehérjéket expresszaltattuk és a mintdk tisztasdgit His-tag tisztitast

kovetéen SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) ellendriztiik.

JAMM proteaz expresszios vektorok és az expresszalt proteazokon

alapulo hasitasi tesztek

A H. volcanii, M. burtonii, N. maritimus és T. acidophilum eredeti kodon
optimalizalt, N-terminalis végen 6-His-taggel rendelkez6 HVO_2505,
Mbur_0623, Nmar_1227 és Ta0623 JAMM proteaz géneket 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 JAMMI metalloprotedzok hasitdsi aktivitasat
SAMP-pal fuzionaltatott szubsztratokon teszteltik 20 pl-es térfogati
foszfatpufferben kiillonb6z0 homérsékleti értékeken. A reakcid soran

esetlegesen keletkezo hasitasi termékeket SDS-PAGE-val tettiik lathatova.



Az ScRpnll fGziés fehérjevariansok tisztitasa, detektalasa és

oldhatésaguk osszehasonlitasa

A sejteket egy Avestin, Emulsiflex-C5 homogenizatorral tartuk fel, a
sejtlizatumokbol készitett extraktumokat egy 1 ml-es térfogata HisTrap HP
oszlopra toltottik fel egy AKTA basic (GE Healthcare) fehérjetisztito
berendezés segitségével. Az elualt mintak tovabbi tisztitasat egy 2,4 ml
térfogath Superdex 200 PC 3.2/30 oszloppal (GE Healthcare) végeztiik el. A
célfehérjék molekulatomegének meghatarozasahoz és azonositasukhoz
LC/MS modszert hasznaltunk. A tisztitas kiilonb6z6 fazisaibdl szarmazo,
tagekkel ellatott fehérjék lathatova tételéhez és az expresszids szintjiik
Osszevetés¢hez egy Agilent 2100 Bioanalyzer-t és a hozza tartozo Agilent
Protein 80 Kit-et (Agilent Technologies) hasznaltuk. Az adatok
feldolgozasahoz ¢és vizualizacidjahoz 2100 Expert Software-t (Agilent

Technologies) hasznaltunk.

Eredmények

A T. acidophilum sejtek krio-elektrontomografiaja

A T. acidophilum sejtek mérete 0,5-3 pum, atlagos vastagsaguk 0,2-0,5 pum,
mely tulajdonsagok megfelelé mértékben athatolhatova teszik az elektronok
szamara, emiatt a sejt strukturak feltarasat célzo krio-ET vizsgalatok kedvelt
modellorganizmusa. Anaerob koriilmények kozott tenyésztett T. acidophilum
sejtekrol készitett tomogramokon nagyszamu citoplazmikus, globularis
testecske volt lathatd. A képek analizise Kimutatta, hogy a testek gdmb
alakuak, eloszlasuk a sejten beliil egyenletes, és a T. acidophilum sejtek
térfogatanak akar 35-50 %-at is kitolthetik. A testek mérete Gauss-féle

eloszlast kovet 50 nm-es atlagértékkel és 15 nm-es szorassal.
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A TaKT-ek fo fehérjekomponensének, a Ta0547-nek az azonositasa

A sejtlizatumok citoszolikus fehérjéit oszlopkromatografian alapuld tisztitasi
modszerekkel izolaltuk és a nagy molekulatomegli fehérje komplexeket
MALDI-TOF-MS-sel analizaltuk. Ilyen médon azonositani tudtuk a holttér
frakcidiban dominans Ta0547-es fehérjét. Figyelemre méltd, hogy mig mas
nagyméreti fehérjekomplexek elhanyagolhaté mennyiségben voltak jelen,
addig a frakciok negativ EM képein tobb nagy globularis test latszott, melyek
méret és alak tekintetében a krio-ET kisérletekben megfigyelt testekre
hasonlitottak.

Ennek igazolasdhoz specifikus, rekombinans Ta0547 fehérje elleni nyul
antitesteket termeltettiink. Az immunprecipitacidval tisztitott Ta0547 negativ
festéstit EM analizise soran olyan gomb alaku testeket lehetett megfigyelni,
melyek méretiikben és alakjukban az oszlopkromatografias tisztitasok soran
izolalt testecskékhez hasonlitottak. Késébbi kémiai és biokémiai analizisek is
azt mutattak, hogy a két tisztitasi folyamatbol szarmazé testecskék mind
szerkezetiikben ¢és kémiai/biologiai 6sszetételiikben megegyeznek és a

Ta0547 valoban a TaKT-ek f6 fehérje komponense.

A Ta0547-es fehérje bioinformatikai elemzése

A Ta0547 fehérje az UniProt adatbdzis annotdcidja alapjan ismeretlen
funkcidju. A prediktalt masodlagos szerkezet alapjan szolubilis, szignal
peptidet illetve transzmembran domént nem tartalmaz. Az aminosav
szekvencia alapjan foleg a-hélixekbdl és rovid B-redokbdl és az N-lancvégnél
talalhato kis kiterjedésii rendezetlen régiokbol all.

A Ta0547 a KEGG adatbazisban talalhaté annotacio szerint vitellogenin-N
domén fehérje, azonban a Pfam adatbazisban vald keresés nem mutatatott ki
egyezést a Ta0547 és a vitellogenin-N domén kozott. Az ellentmondas

feloldasahoz a T. acidophilum proteomjaban kerestiink vitellogenin-N-nel
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(Pfam: PF01347) megegyez6, hmm profillal rendelkez6 fehérjéket, a keresés
csak a Ta0547-es fehérje és a vitellogenin-N C-lancvégének egy rovid
szekvenciajaval mutatott ki egyezést. Ennek fényében a lipovitellin
vitellogenin-N doménjének nagy felbontasu kristalyszerkezetét felhasznalva
(PDB: 1LSH) elkészitettiik a Ta0547 fehérje prediktalt 3D szerkezetét. A
Ta0547 fehérje szerkezeti modelljének és a lipovitellin szerkezetének (313 -
435 aminosav intervallum) TM-align algoritmus szerinti illesztése majdnem

teljes egyezést mutatott.

A TaKT-ekkel asszocialt fehérjék azonositisa LC-MS/MS és Edman

degradacié modszerekkel

A TaKT asszocialt fehérjék €s a proteom analitikai modszerek érzékenysége
miatt detektalt szennyez6dések elkiilonitésére az immunprecipitacios illetve
oszlopkromatografias  kisérletekb6l szarmazod  frakciokat LC-MS/MS
analizisnek vetettiilk ald. A mintakbol 7, a keresési feltételeknek megfeleld
fehérjét mutattunk ki: Ta0547, Ta0337, Ta0437, Ta0438, Ta0182, Ta0093 ¢és
Tal223a, melyek nagy valoszinliséggel a TaKT-ek komponensei. Ezek a
fehérjék a Ta0437-es fehérjét leszdmitva kisebbek mint 20 kDa. A Ta0547,
Ta0182, Ta0438 és Ta0337 funkcidja nem ismert ,a Tal223a az archaeak Sec
fliggetlen iker arginin transzlokdzaival, mig a Ta0437 szamos organizmusban
eléfordulo, anion transzporter és oxianion transzlokaz ATP-azokkal mutatott
homologiat. A kisméretli fehérjék MS alapi mennyiségi meghatarozasabol

egyediili kovetkeztetésként a Ta0547-es fehérje dominancidja volt levonhato.

A TaKT-ek nem fehérje komponenseinek vizsgilata vékonyréteg

kromatografiaval, ultraibolya spektroszképiaval és LC/MS-sel

A mas organizmusokban el6fordulo lipidtestekre emlékeztetd TaKT-ek
izolalasat ¢és mikroszkopos megfigyelését kovetéen a lehetséges

lipidkomponensek kimutatasa TLC-vel tortént. Az altalanosan alkalmazott
9



Bligh-Dyer 0sszlipid extrakcios modszert hasznaltuk a liofilizalt T.
acidophilum sejtek és az izolalt TaKT-ek lipid dsszetevdinek extrakcidojahoz.
Az igy kivont anyagokat TLC-vel szeparaltuk, és szinezd eljarasokkal
lathatova tettiik. A sejtek polaris lipid mintazata jol illeszkedett kordbban
publikalt eredményekhez ¢és két f6 lipidkomponens jelenlétét igazolta:
gulopiranozil-(B1-1)-caldarchaeol (GuC/U4) és a dominal6 gulopiranozil-(B1-
1)-caldarchaetidilglicerol (GuCGp). A tisztitott TaKT-ek esetében két 6
komponenst azonositottunk. Ezek koziil a dominans az oldészer fronttal
egyiitt futd menakinonok keveréke volt, az alkomponens pedig egy valamivel
lassabban vandorlo vegyiilet volt, ami megfelelt Shimada és kollégai altal
azonositott U4 (GuC) komponensnek. Ezt a GuCGp-bdl szarmaztatott
kontroll GuC 2D TLC profilja alapjan azonositottuk.

A TaKT-¢k f6 komponensének a menakinon-7 (MK-7) bizonyult. Emellett
még a T. acidophilum HO-62 torzsnél leirt thermoplasmaquinone-7 (TPQ-7),
methionaquinone-7 (MTK-7) illetve, menakinon-4 (MK-4) kinonokat is

kimutattuk kisebb mennyiségben.

A TaKT-ek karakterizalasa krio-ET-vel

Hogy betekintést nyerjiink a TaKT strukturajaba, a méretkizarasos
kromatografiaval (SEC) tisztitott TaKT-eket krio-ET-vel vizsgaltuk. Az in
situ megfigyeléseket alatamasztva, a TaKT-ek hozzavetSlegesen gémb
alakuak és 25-60 nm-es atmérdjlick. A TaKT-ek tobbsége egy elektrondenz
belsé térrel rendelkezik, amit egy tomorebb hatarolo rész vesz koriil. Egyes
esetekben egy kisebb, iires belsd résszel rendelkezd, gobmb alakt struktira
csatlakozott a nagyobb és tomor belsd résszel rendelkez6 testekhez. A TaKT-
ek hatara nem folytonos, Ggy tlinik, hogy diszkrét, egymassal 6sszekottetésben
allo, ~4 nm nagysagu, stiriibb részek csoportosulasabol all 6ssze, azt sugallva,

hogy ez a hatarold rész nem lipid természetli. Egyes esetekben hasonld
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globularis képletek megfigyelhetdek voltak a TaKT-ek belso terében is. A
testek kiilsejéhez rogzitett, kifelé allo tiiske alaki struktardk is

lathatoakvoltak.

A Ta0547 szerepe a struktira kialakitasaban

A Ta0547 TaKT-ek struktirajaban, kialakuldsaban és/vagy stabilizalasaban
betdltott szerepének vizsgalatdhoz EM megfigyelést alkalmaztunk. A
struktira biokémiai jellemzéséhez tisztitott TaKT mintdkat tripszinnel,
natrium-dodecil-szulfattal (SDS) illetve n-dodecil-B-D-maltoziddal (DDM)
kezeltiik. Meglepd mdédon a membranfehérjék izoldldséra 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
vissza. Ezek az eredmények egylitt ahhoz a feltételezéshez vezettek, miszerint
a Ta0547 kiemelt szerepet jatszik a TaKT-ek szerkezetének kialakitasaban.

A Ta0547 fehérje T. acidophilum sejteken beliili lokalizacidjahoz a sejtekbol
készitett vékony metszeteken immunogold jeldlést hasznaltunk. A Ta0547
fehérjék a TaKT-ek felszinén elszortan fordultak eld jo egyezést mutatva az
EM analizissel, ami szintén nem igazolta sem egy folytonos fehérjeréteg vagy

egy lipid hataroloburok jelenlétét.

A Ta0547  expresszids szintjében  bekovetkezd  valtozasok

nyomonkovetése

A TaKT-ek komponenseinek azonositasat kovetden megkiséreltiik a testek
lehetséges fiziologiai szerepének meghatarozéasat azaltal, hogy nyomon
kovettiik a kdrnyezeti hatdsok kovetkeztében a Ta0547 expresszids szintjében
bekovetkezd esetleges valtozasokat. Ehhez Western blot analizissel
monitoroztuk tobb valtozo hatdsat, ugymint megnoveltpH, aerob és anaerob

kornyezet és a sejtkultara kora. A tesztelt kornyezeti paraméterek érdekes
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modon egyik esetben sem befolyasoltadk a Ta0547 expresszids szintjét a
kultara elinditasat kovetd 2. napig. Valtozast csak a sejtkultara kora okozott,
a Ta0547 expresszios szintje folyamatosan novekedett hat napon at, amig a

sejtek (a hetedik napon) ki nem haltak.

A feltételezett T. acidophilum SAMP-ok expresszios tesztje E.coli-ban

A T. acidophilum Ta0895, Tal019 ¢és Tal442 jelt fehérjék, feltételezett
SAMP homolégok. Ezek kodon optimalizalt génjeit E. coli-ban
expresszaltattuk. A mintak tisztasaga kozel homogénnek volt tekintheté mar
a His affinités tisztitast kovetéen. A Ta0895 volt a legigéretesebb fuzios tag
fehérjeként hasznalhato jelolt, ugyanis amellett, hogy nagy tisztasagban és
koncentracidban termelddott E. coli-ban, a tobbi SAMP-hoz képest ez a
fehérje expresszalodott a legnagyobb mennyiségben a T. acidophilum-ban.
Fazios fehérjeként a szintetikus, kodon optimalizalt Ta0895 verzidt

hasznaltuk.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté szolubilizalé tagekkel és a SAMP-

okkal fuzionaltatott ScRpn11 variansok oldhatésaganak dsszehasonlitasa

A Ta0895 fehérje expressziora, illetve oldhatosagra gyakorolt relativ
hatasanak felméréséhez harom archaea eredetli, Tal019, Hvo 2619 ¢s
Mbur 1415, feltételezett SAMP-pal illetve hat, kereskedelmi forgalomban
kaphat6d fehérjével, 6His, Trx, GST, MBP, SUMO ¢s NusA hasonlitottuk
Ossze. Az ScRpnl1 fehérjét a felsorolt tagek C-terminusédhoz fuzionaltattuk
majd expresszaltuk. Az expresszalt fehérjek mennyiségét minden tisztitasi
Iépést kovetden megmértiik. A rekombinans ScRpnll-ek oldhatosdgat a
sejtextraktumokbodl hatdroztuk meg a rekombinans fehérje/osszfehérje
jeler6sségbol. A His-tag-tisztitast kovetéen a SEC tisztitashoz csak az MBP,
NusA, Tal019 ¢és Ta0895 tagekhez kapcsolt ScRpnll fehérje mintak

szolgaltattak megfeleld mennyiségii kiindulasi terméket. Latszolag a hozam a
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NusA-ScRpnl1 ¢és MBP-ScRpnl1 fehérjék esetében volt a legmagasabb,
azonban figyelembe kell venni, hogy a SAMP-okkal &sszekapcsolt fizios
fehérjék molekulatomege szignifikdns mértékben kisebb, mint a NusA-
ScRpnll és MBP-ScRpnll fehérjék tomege. Ezért a kapott értékeket
korrigaltuk a fzids partner molekulatomegével a kovetkezd képlet szerint:
[célfehérje MW / (célfehérje MW + tag fehérje MW)] * (célfehérje mennyiség

| 6sszfehérje mennyiség).

Archaea eredetii metalloproteazok tesztelése SAMP hasitasi aktivitas

alapjan

Hogy megvizsgaljuk a SAMP fuzios tagek enzimatikus eltdvolitasanak
lehetéségét a  Hvo 2505, Nmar 1227 és Mbur 0623 JAMMI
metalloprotedzokat SAMP-ScRpnl1 és SAMP-Ta0547
szubsztratvariansokhoz adtuk, majd kiilonb6z6 hdmérsékleteken inkubaltuk a
mintakat. A kezelt mintdk denatural6 SDS-PAGE analizise hasitasi termékek
jelenlétét mutatta ki Hvo 2505 és Ta0895 VAGG-Rpn8-Rpnll illetve a
Hvo 2505 és Ta0895 VSGG-Ta0547 parositasanal. A Hvo 2505 24, 37 és
48 °C-on mutatott aktivitast, azonban alacsonyabb hémérsékleteken (10 °C)
nem tapasztaltunk enzimmikodést. A masik két enzim nem mutatott aktivitast

egyetlen vizsgalt koriilmény esetében sem.
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Az uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

A T. acidophilum sejtekb6l — megjelenesiikben az eukaryotak lipoprotein
cseppecskéihez hasonlo — gomb alaka lipid/fehérje agglomeraciokat

izolaltunk.

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

vitellogenin N-domén homolog.

2.tézis: Az izolalt Thermoplasma kinontestek fO0 lipid Osszetevoi 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 elektronmikroszkdpos megfigyelések alapjan a kinontestek
megkozelitdleg gomb alaktak, 25-60 nm-es atmérdvel rendelkeznek és egy
diszkrét egységekbdl allo réteg hatarolja Oket, a Ta0547-es fehérje

kulcsfontossagli szerepet jatszik a megfeleld szerkezet fenntartasaban.

4.tézis: A kinontesteket alkotdé menakinonok ¢és Ta0547 fehérjék

mennyisége 6 napos sejttenyésztési ciklus esetében folyamatosan nétt.

5.tézis:  E. coli expresszios tesztek igazoltak, hogy a T. acidophilum
eredetli SAMP fehérjék képesek az ScRpnl1 célfehérjét oldatban tartani.

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

volt a leghatékonyabb szolubilizald partner a vizsgalt fehérjék koziil.

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

volcanii eredetii Hvo 2505 metalloproteaz enzimmel.
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Kovetkeztetések és javaslatok

A doktori munka elsédleges célja a T. acidophilum-ban felfedezett kinontestek
izolalasa, biokémiai és strukturalis jellemzése volt. A TaKT-eket két
kiilonbdz6 modszerrel tisztitottuk és a mintak tisztasagat SDS-PAGE-val,
TLC-vel, és EM-mel ellendriztiik. Ezen kisérletek szerint a TaKT-ek kozel
homogén tisztasdgot értek el, ugyanis az aerob €s anaerob kornyezetben
novesztett  sejtekb6l  szarmazd,  immuno-precipitacioval  és/vagy
oszlopkromatografiaval tisztitott mintak fehérje és lipid profilja megegyezett,
ezzel szemben szignifikdns mértékben eltértek a sejtek Osszlipid illetve
Osszprotein profiljatol.

A TaKT asszocialt fehérjék azonositdsa és referencidkkal vald dsszevetése
kiilonféle modszerekkel tortént. Az azonositott proteinkészlet az 6sszes eddig
ismert lipidtest vagy lipid alapt sejtalkotd osszetételétol eltér. Az LC-MS/MS
alapu fehérjeazonositasi modszer szerint a Ta0547 a f6 illetve a Tal223a,
Ta0438, Ta0093, Ta0182, Ta0337 és Ta0437 proteinek a masodlagos
fehérjekomponensek. A fehérjék TM domén analizise szerint a Tal223a
valdsziniileg, mig a Ta0337 talan TM fehérje, a tobbiek nem rendelkeznek
TM doménnel.

Az izolalt TaKT-ek TLC analizise a kovetkez6 lipideket azonositotta: MMK,
TPQ-7 és MK-7 menakinonok, melyek koziil az utobbi a dominans. A masik
f6 komponens a GuC polaris lipid, mely a leirasok szerint sejtmembran alkoto
molekula. Ez a lipid kompozicio azért szokatlan, mert az izoprenoid
ubiquinonok és menakinonok lipofil, nem-fehérje komponensei a prokariotak
elektrontranszfer lancanak, e vegyiiletek szallitjak az elektronokat a
membrankotott fehérjekomplexek kozott. Novényekben és algakban 1€vo
plasztoglobulusokban és plasztidokban kimutattdk nem sejtmembranba
agyaz6do kinonok akkumulaciojat, feladatuk feltételezések szerint a

fotoszintézishez sziikséges homeosztdzis fenntartdsa a megfeleld anyagok
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koncentraciojanak ~ novelésén és csokkentésén  keresztiil. A
plasztoglobulusokkal szemben a TaKT-eket nem hatarolja lipidmembran,
elektrondenz belsé térrel rendelkeznek, amit suribb, diszkrét, 4 nm-es
globularis struktirakbol allo csoportok hatarolnak szakaszosan, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy ez a hatarolo struktira inkabb fehérje, mint lipid
természettl.

A TaKT-ek EM-mel megfigyelhet6 tulajdonsagai, azt jelzik, hogy a TaKT-ek
inkabb lipoproteinszerii testecskék semmint lipidcseppek. A TaKT-ek és lipid
partikulumok kozott megfigyelt hasonlosag csak a morfologia szintjére
korlatozodik, mivel a f6 asszocialt fehérjék és lipidek eltéréek. Ennek ellenére
feltételezhetd, hogy a TaKT-ek a lipoprotein partikulumokhoz hasonléan részt
vesznek a lipidek sejten beliili transzportjdban. Ezt aldtdmasztja, hogy a
lipidtranszporthoz kothetd vitellogenin-N domén fehérje (Pfam PF01347)
hmm profil alapu illesztése a 7. acidophilum proteomban egyediil a Ta0547
fehérje esetében adott taldlatot 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.

Bizonyitottuk, hogy a TaKT-eket alkoté menakinon és Ta0547 mennyisége a
6 napos novekedési periddus alatt dinamikusan nétt. A biokémiailag
észlelhetd valtozasok mellett a TaKT-eken lathato valtozasokat is
megfigyeltink. A 7 napos kultarak esetében, sokkal kevesebb TaKT-et
észleltink mint a 2 napos kultarakbol szarmazd sejtekbdl, viszont a
megmaradod néhany test mérete jelentésen megndvekedett. Mindemellett a
TaKT-ek aggregacidja immunjelolt sejtekben és Osszeolvaddo TaKT-ek in
vitro koriilmények kozott szintén megfigyelhetd volt. Ezen feliil észleltiink
levalo/6sszeolvadd TaKT-eket, melyek egy primitiv sejtszervecske aktiv

biokémial folyamataira utalhat.
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A TaKT-ek ¢s a hozzajuk tarsithatod fehérjék és lipidek biokémiai szerepének
tisztazasdhoz a jovoében 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 bekovetkezd

mennyiségi valtozasainak mérése.

A doktori munka masodlagos célja a TaKT fehérjék tisztitasara alkalmas
szolubilitast noveld fizids partner fehérjék keresése volt. A homoldgia szerinti
keresések alapjan fehérje expresszids teszteket alakitottunk ki 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 bizonyitottak, hogy ez a SAMP
képes a célfehérjét oldhaté allapotban tartani. Biztatdé eredmények utan
megkezdtiik mas SAMP-ok tesztelését is.

A tesztek soran az ScRpnll fehérjét fuzionaltattuk négy, Ta0895, Tal019,
Hvo 2619 és Mbur 1415, feltételezett SAMP-pal és hat, széles korben
hasznalt, kereskedelmi forgalomban kaphat6, fuzios fehérjepartnerrel és
a kereskedelmi forgalomban 1évé fuziés partnerek jelentdsen jobban
teljesitettek, azonban a centrifugalast kovetéen a Sumo-ScRpnll, GST-
ScRpnll, 6His-ScRpnll ¢és Trx-ScRpnll fehérjék mennyisége a
feliiliszoban azt mutatta, hogy ezek a fehéjék az expresszid soran kicsapddnak
€s zarvanytestet képeznek. A His affinitas kromatografiat kovetden, csak négy
fehérje, MBP-ScRpnll, NusA-ScRpnll, Tal019-ScRpnll és Ta0895-
ScRpnl1l szolgaltatott elégséges kiindulasi mennyiséget a SEC tisztitashoz.
Esetiikben magas oldhat6 rekombinans fehérje / oldhaté Osszfehérje arany
adodott. A His affinitastisztitast kovetden a rekombinans fehérje / 6sszfehérje
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arany alapjan az MBP ¢és NusA fuzids partnerek voltak a leghatékonyabb
szolubilizalok. Azonban a molekulatdmeg szerint elvégzett korrekcio utan a
Ta0895 és Tal019 bizonyult a leghatékonyabbnak.

Bizonyos kisérletekhez nativ allapota, fizios partner nélkiili fehérje megléte
sziikséges. Ezért a SAMP szolubilizalo fehérjék eltavolitasahoz célul tiiztiikk
ki a fizids partnert sziikséges esetben specifikus helyen, lehet6leg alacsony
hémérsékleten lehasitani képes enzimek keresését. A célra négy archaea JAB
domén metalloprotedzat és 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 hémérsékletekhez alkalmazkodtak, az 1-2 °C-ot is
elviselni képes, pszikrofil M. burtonii volt leginkabb az érdeklédésiink
fokuszaban. A Haloferax Hvo_ 2505 enzim volt az egyetlen amelyik el tudott
vagni néhany linedrisan kotédé6 SAMP-ot és bar ilyen médon a SAMP
eltavolitasa lehetséges, de az enzim aktivitasahoz sziikséges feltételek messze
esnek az idedlistol (2 M NaCl koncentraci6 és 24-48 °C-os hdmérséklet).

A Ta0895 fehérjén alapuld rendszer tovabbfejlesztéséhez a kutatas kovetkezd
majd a proteaz fehérjét kodold gént nem tartalmazd gazdasejt kivalasztasa
vagy eldallitasa és egy alacsony homérsékleten is miikodd, Ta0895 fehérjét

specifikusan eltavolitani képes proteaz keresése a cél.
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