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1. BEVEZETO

A peroxiszomak a legtobb eukaridta él61ényben megtalalhatd organellumok. Meéretiik szerint
nagyjabdl 0,2-1,0 um-es atméréjiek, melyek fontos fiziologiai feladatokat latnak el a sejtekben
(részleteket lasd az 1.1. alfejezetben)'?. A peroxiszomak figyelemre méltdan dinamikus sejtalkotok,
mivel aktivitasuk, morfologiajuk és szamuk a szerv, szovet €s a taplaltsagi allapottol fliggden képesek
megvaltozni®. A kezdetben mikrotesteknek nevezett peroxiszomakat Rhodin* jegyezte fel a doktori
disszertacidjanak egyik részében, ahol az egérvese proximalis tubulus sejtjeinek morfolégiajardl irt. A
Rhodin altal koriilirt mikrotest egy jabb tipust sejtorganellumként térténd azonositasa csak évekkel
késobb tortént meg, amikor Christian de Duve és a csapata sikeresen izolaltak és biokémiailag
jellemeztek patkanymajbol tisztitott , mikrotesteket”. Miutan de Duve és csapata tobb olyan enzimet
fedeztek fel a ,mikrotestekben”, melyek hidrogén-peroxid képzGdést generaltak, vagy azt
semlegesitették, avizsgalt sejtorganellumot peroxiszomanak nevezték el. Azota tobb organizmushbol is
izolaltak peroxiszémakat és nyilvanvaldva valt, hogy fajonként jelentdsen eltérhetnek a peroxiszomak
specifikus metabolikus tulajdonsagai, de még egy fajbol, de eltéré szovetbdl szarmazo, vagy egy fajbol,
de kiilonb6z6 kornyezeti koriilmények kdzott tartott sejtek esetén is eltérhet a peroxiszomakban jelen
lévé enzimek Osszetétele funkcid €s mennyiség alapjan. Némely organizmusban annyira eltér a
peroxiszoma aktivitasa az altalanostdl, hogy eleinte kulénallo organellumoknak gondoltak és azédta is
méas néven nevezik. llyen példaul a Trypanosoma fajok glikoszdmai, melyekben f6leg kiilonb6z6
glikolitikus reakciok zajlanak, vagy néhany névény glioxiszomai, melyekben elsésorban a glioxilat-
ciklus zajlik. A fonalas Ascomycota gombakban létrejott egy specialis médosult peroxiszoma, az
Ugynevezett Woronin test®, amely a sejtintegritasban jatszik szerepet azaltal, hogy sebzés esetén lezarja
a szeptalis porust”®. Kulonleges modon a szentjanos bogarak luciferdz enzime SKL peroxiszoma
lokalizacios szignalt hordoz, és a peroxiszOmaban miikédik. Szamos gombafaj képes masodlagos
metabolitok eléallitasara (pl. a penicillin, melyet példaul tobbek kozott a Penicillium fajok termelnek),
melyek egyes Iépései a peroxiszomakban zajlanak®. Ennek a nagy metabolikusdiverzitasnak ellenére,
minden peroxiszOmaban jelen van egy kozel azonos fehérjekészlet, amely a peroxiszomak
biogenezisében és fenntartasaban jatszik szerepet. Ezenkivil minden peroxiszomaban k6zos az a szignal
készlet, amelyet a lokalizaciot segité peroxiszoma fehérjek felismernek és eléidézika lokaliz&cids
szignalt hordozo6 (peroxiszoma targeting szignal, azaz PTS) fehérjék peroxiszdémaba jutasat. A kdzos

vonasok jelenléte alatamasztja, hogy az 6sszes peroxiszoma kizos evollicios eredetre vezethetd visszal®
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1.1. A peroxiszoOmak szerepe

Az éllatokban, novényekben és gombakban is jelen 1évé peroxiszomak altalanos feladata a
zsirsavak és alkoholok oxidacioja és a hidrogén-peroxid metabolizmusa®®8, A névényi peroxiszomak
alapveté fontossaglak a fobb metabolikus funkcidkban, mint példaul a lipid anyagcserében, a
fotorespiracé egyes folyamataiban (glikolsav atalakitasa glicerinsavva)®®, a hormon bioszintézisben és
a reaktiv oxigéngyokok metabolizmusaban. Kulcsszerepet jatszanak a névények abiotikus és biotikus
stresszhatasokra adott valaszaiban?°2!. Proteom-elemzéseknek kdszonhetden az elmult néhany évben
jelentds elérelépés tortént a ndvényi peroxiszomak tovabbi funkcidinak azonositasaban®?. Bar elsé
sorban katabolikus sejtkompartmentnek tekintették, a novényi peroxiszoémakrol kideriilt, hogy alapvetd
anabolikus folyamatokban is részt vesznek, példaul a biotin bioszintézisében?*2*, a fillokinon (Ki

vitamin) bioszintézishen?®-28, és benzoesav-szarmazékok keletkezésében (1. abra)?>-%,

ﬂos Purin Fehérje \
anyagcsere katabolizmus modositas

Zsirsavak Elagazé as-ak Kérokozod
p-oxidacéja anyagcseréje elleni védelem

Glioxilat Kén Benzoesav
ciklus anyagcsere anyagcsere

Poliamin Fillokinon
katabolizmus bioszintézis

Jazmonsav Izoprenoid Biotin
bioszintézis anyagcsere bioszintézis
IB"\_"bOI I,"}"\" Kofaktor
ba atalakitas anyagcsere

No6vényi peroxiszoma

Fotorespiracio

0

1. abra: A novényi peroxiszomak élettani funkcidi??
Az itt jelen 1évé ndvényi peroxiszoma funkcidk koziil a fehér dobozokban a klasszikus funkciok
vannak megjelenitve, a fekete dobozokban pedig a nemrég felfedezett metabolikus (katabolikus és
anabolikus) és nem-metabolikus funkciok vannak felsorolva. IAA: indol-3-ecetsav; IBA: indol-3-

vajsav; ROS: reaktiv oxigéngyok

1.2. Fehérjék transzportja a peroxiszomakba
A peroxiszomak minden fehérjéje a sejtmagi genomban kddolt. A fehérjéket kddold gének
hordozzak a fehérjék peroxiszomalis lokalizacios szignal (PTS) motivumanak a DNS kodjat is. Igy a

fehérjék, melyek a peroxiszomalis fehérjéket kddold gének transzkriptumairdl képzédnek a



riboszémakon (a peroxiszOma matrix proteinek a citoszol szabad riboszomain képzédnek, mig a
peroxiszéma membranlokalizalt fehérjék az endoplazmatikus retikulum riboszomain képz6dnek),
elnyerik végs6é konformaciojukat, 6sszeépiilnek ko-faktoraikkal (ha van), és multimereket forméalnak (ha
ez kell az aktiv fehérje kialakulasdhoz), majd a PTS birtokaban eljutnak és bekeriilnek a peroxiszdméakba.
A legtdbb matrix fehérjének a C-termindlis végén peroxiszoma targeting signal-1 (PTS-1) talalhat6, mely
egy tripeptid (példaul az SRL)'?*4, Néhany matrix protein nem a C- terminalison, hanem az N-
termindlis végukon hordozzék a lokalizacidés szignalt (PTS-2), mely egy konzervalt nonapeptid
(RLxX5HL)*>¢, Altalanossagban mind a PTS-1, mind pedig a PTS-2 Gtvonalak aktivan miikodnek az
eukariota sejtekben és fennakadéas nelkil transzlokaljak a fehérjéket a peroxiszomalis matrixba. A tébbi
sejtorganellumhoz (mitokondrium, endoplazmatikus retikulum, kloroplaszt) hasonlitva szokatlan az a
jelenség, hogy egyidejiileg két f6 import utvonal miikodjon az oldhato6 fehérjék szallitasara. Jelenleg még
nem ismert tény, hogy miért alakult ki és maradt fenn egyidejiileg miikodo két kiilonbozo befele iranyuld
utvonal a peroxiszomalis matrix fehérjék transzlokaciojara. Azt sem érti még a tudomany, hogy az egyik
atvonal (PTS-1) miert jobb a maésiknal mind hatékonysagaban, specifikussagaban vagy szubsztrat
valtozatossagaban. Az 6sszes eukariotaban a PTS-1 szignal sokkal gyakoribb eléfordulast, mint a PTS-
2. Ez arra utal, hogy a PTS-1 gépezet hatéekonyabban teljesit, mint a PTS-2 gépezet. Mivel az egyszeriibb
PTS-1 szignal tébb mdadon és konnyebben tud Iétrejonni, mint a PTS-2 (2. abra), valdsziniileg ez nagyban

hozzajarult ahhoz, hogy gyakoribb a PTS-1 szignalt hordozd fehérjék elofordulasa??.

"Exon- Altemativ o Stop kodon
shuffling" splicing Fonfmuthcio atolvasas
\ J
! ;
- I L}
PTS2 Fehérje PTS1 Fehérje

2. dbra: A Kkiilonb6z6 evollcids mechanizmusok az Gj (nem-paral6g) perixoszomalis matrix fehérjék
létrejottéhez?®.
A hosszabb N-terminalis PTS-2 feltehetéen “exon-shuffling” utjan keletkezik. Ezzel szemben viszont, a C-

terminalis tripeptidb6l all6 PTS-1 harom kiilonb6z6 mechanizmus révén is keletkezhet.

A PTS-1 szignal és PTS-1 transzlokacids gépezet hatékonysagat a PTS-2-ével szemben az is
alatamasztja, hogy tdbb filogenetikusan egymashoz nem kapcsolddé faj pl.: vords alga, Caenorhabditis
elegans, Drosophila melangaster csakis a PTS-1 utvonalat hasznalja. Ugy gondoljék, hogy ezekben

a fajokban



régebben még létezett a PTS-2 gépezet, de valamikor az evollcié sorén elvesztették a PTS-2 Gtvonalat,

és most mar csak a PTS-1 (tvonalra hagyatkoznak (2. abra)*’->2.,

1.2.1. PTS-1transzloké&cios gépezet

A legtdbb peroxiszémalis protein PTS-1 szignalt hordoz és a PTS-1 Gtvonalon jut a méatrixba. A
folyamat soran a fehérjék transzlacidja és érése utan a C-terminalisukon 1évé PTS-1 tripeptidet
citoszolikus receptor fehérje (Pex5p) ismeri fel, és hozzéacsatlakozik a PTS-1-et hordozd fehérjéhez,
ezzel egy fehérje-receptor komplexet létrenozva®®>°. A fehérje-receptor komplex a peroxiszomalis
membranhoz vandorol, és ott hozzakotddik a membranba agyazott dokkolé komplexhez, melyet a
Pex13p, Pex14p és Pex17p fehérjék alkotnak. Ekkor a dokkolé komplex Pex14p fehérjéje a Pex5p
receptorral egy atjarhat6 porust formal. A Pex5p receptor ubiquitinalodik az Ubalp ubiquitin konjugald
enzim altal, a Pex5p receptorhoz kapcsolt fehérje bejut a matrixba a poruson athaladva, az ubiquitinalt,
fehérjecsomagjatol megszabadult Pex5p pedig levalik a dokkold komplexr6l, amely a porus
szétszerelodéséhez vezet. A levalast kovetden az ubiquitinalt Pex5p receptorrol az Ubp15p deubiquitinaz
enzim lehasitja az ubiquitint, és a deubiquitinalédott Pex5p receptor Gjra képes lesz PTS-1 szignalt
hordoz6 fehérje befogasara (3. abra)°®. Fontos megemliteni, hogy a transzlokalodo fehérje a peroxiszéma
matrixba bekerllés utdn is megtartja a PTS-1 szignaljat szemben mas organellumokba torténd
transzlokacioval (pl. mitokondrium), melyre az jellemzd, hogy a lokalizaciés szignal a transzlokacio

soran, vagy a transzlokaciot kovetéen lehasad a fehérjérsl.>
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3. dbra: A PTS-1 és PTS-2 szignalt hordoz6 fehérjék bejutasa a peroxiszoma matrixba®.
la: a PTS-1-et hordozd fehérjét a Pex5p ismeri fel; Ib: a PTS-2-t hordoz6 fehérjét a Pex7p ismeri fel; 1I: APTS-
1 transzlokacids gépezetben a Pex5p a dokkold komplexhez kapcsolja a receptor-fehérje komplexet (PTS-2
esetében a Pex18p kapcsolodik a Pex14p-hez); 111: Az atjarhatd porus létrejon (csak a PTS-1 gépezet porusa
vanmutatva) és bekeril a matrixba a fehérje; IV: A PTS-1 gépezet esetén a receptor ubiquitinacidjaval a porus

szétszerelodik



1.2.2. PTS-2transzlok&cios gépezet

Az N-terminalison hordozott PTS-2-vel biré fehérjéket a citoszolikus Pex7p receptor felismeri és
kapcsolodik a PTS-2 hordozé fehérjével (3. abra). Ezt kdveten, egy masik, un. tars-receptor, a Pex18p
(vagy a Pex21p) fehérje kapcsolodik a létrejott komplexhez (3. dbra). Ez a hdrom fehérjébél allé komplex
fog hozzakotédni azon membranba agyazott dokkoldé komplexhez, melyet a PTS-1 gépezet is hasznal
(lasd. 1.2.1. alfejezet) (3. &bra). A kiillonbség az, hogy a tars-receptor (Pex18preceptor) létesit kapcsolatot
a Pex14p dokkol6 komplex alegységgel hasonlé médon, ahogy a PTS-1 gépezetben a Pex5p receptor
kapcsolodik a Pex14p-hez. A Pex18p receptor kapcsolata a Pex14p dokkolé komplex alegységgel porus
formalashoz vezet, melyen at a PTS-2 szignalt hordozé fehérje bejut a peroxiszoma matrixba®®. Azt még
nem tartak fel, hogy milyen mechanizmussal valik le a PTS-2fehérje a Pex7p receptorrol és hogyan
regeneralodik a Pex7p és Pex18p receptor a kovetkezé PTS-2 feherje kapcsolat létesitéséhez.

1.3. Ismeretlen PTS-ek és alternativ megoldasok

A peroxiszomaban taldlhato fehérjék koziil sokkal tobb fordul eld, mint amennyin a jelenleg
ismert peroxiszomalis targeting szignalok valamelyikét azonositani tudjuk. Ezek a fehérjék nagy esellyel
hordozhatnak olyan lokalizacids szignal motivumot, amelyet még nem azonositottak. Az is lehetséges,
ahogyan arra példa is van a szakirodalomban®’, hogy a kérdéses peroxiszomalis fehérje olyan felszini
aminosav oldallancokkal rendelkezik, amely révén fizikailag kapcsolédni tud egy olyan fehérjével,
amelynek viszont van PTS-ja. Mesterséges heterodimerek létrehozasan keresztul igazoltak, hogy a
heterodimer (vagy akar heterotrimer vagy heterotetramer) molekulakon elég ha az egyik fehérjehordozza
aPTS-t (ez lehet PTS-1 vagy PTS-2 is)*®. A multimer minden tagja kimutathaté volt a peroxiszdmaban®®,
Ezt a peroxiszomalis transzlokaciés mechanizmust a szakirodalom “piggybacking”-nek nevezi. Mivel a
“piggybacking” mechanizmus vagy a PTS-1 vagy a PTS-2 transzlokacios gépezettdl fligg, a gépezet
valamilyen funkcionalis komponensének hianyaban (pl Pexbp, Pex7p, Pex18p, Pexl4p stb.) a

“piggybacking” altal bejut6 fehérje lokalizacioja is sértl (4. abra)®.
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4. dbra: PTS nélkuli fehérjék bejutéasa a peroxiszomaba példaul a PTS-1 gépezetet hasznalva
“piggybacking” révén®.
Sotét szlirke korok: PTS-el rendelkezé fehérje, Vilagos sziirke kor: Pex5p, Fekete négyzet: Pex7p, Vilagos
Otszogek: PTS nélkili fehérje

A PTS-1 szignalokat hagyomanyosan kanonikus és nem-kanonikus csoportokba sorolhatjuk be.
A kanonikus csoportban 1évé tripeptideknek nevezzilk azokat, melyek a leggyakoribbak az
eléfordulasukat tekintve, és altalaban énmagukban is elégségesek a transzlokaciohoz (nem-kanonikus,
a receptorral gyenge kapcsolatot kialakitd motivumok esetén a fehérje bizonyos aminosav oldallancainak
segitenie kell a receptorkotést) és az 6ket alkotdo aminosavak hely specifikusak. Az [SA][RK] [LMI]
képlettel irhatok le a kanonikus motivumok, ahol az 1-es, a 2-es és a 3-as pozicioban el6fordulo
aminosavak minden kombinacioban erds és 6nalldo PTS-1 szignalok. Az ilyen tripeptidekbélalléo PTS-1-
ek nagyobb affinitassal kapcsolddnak a Pex5p-hez is, mint a nem-kanonikus csoportba sorolt tarsaik36-38-
40548065~ A nem-kanonikus PTS-1 tripeptidek egy nem-kanonikus aminosavat hordoznak az egyik
poziciojukban®. Ez lehet barmelyik az oda ill8 lehetséges aminosavak kéziil, de csakis akkor lehet jelen,
hogyha a kett6 masik aminosav a kanonikus csoportot jellemz6é aminosav, pl.: QRL, SLM (a nem-
kanonikus aminosav ala van hizva). Az eddig elvégzett dsszes kisérletes eredmény alatamasztja, hogy a
PTS-1-ben egy nem-kanonikus aminosav kett6 kanonikussal kell, hogy tripeptidet alkosson. Az 5. abra

jOl szemlélteti ezt a szabalyt®®.
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5. dbra: A PTS-1 motivum pozicié specifikus variabilitasa®.
A fekete kockakban a lehetséges kanonikus aminosavak, a sziirke kockakban pedig a nem-kanonikus
aminosavak olvashatok. Az eddigi tapasztalatokbdl felallitott szabaly szerint, egy miikodéképes PTS-1

tripeptidhez sziikséges kettd kanonikus és egy nem-kanonikus aminosav barmilyen sorrendben. A (>) -jel a C-

terminalis végét jelzi a PTS-1 fehérjéknek.

Koszonhetéen az alabbiakban bemutatasra keriilé kutatasoknak a jelenleg ismert szignalok tara
kiboviilt (5. abra), és igy a PTS szignalok felismerése és in silico predikcidja tokéletesedett. Ennek
ellenére a PTS szignalok kutatasa tovabbra is nagy jelentdsséggel bir. Barki gondolhatna, hogy az
“omikak™ korszakaban egyszeri az izolalt peroxiszoma organellumokban talalhatdo fehérjék
proteomjanak meghatarozasa, €és a peroxiszOmaban talalt enzimek listaba szedése. Mivel a
peroxiszomakban bizonyos enzimatikus folyamatok nagy erdvel miikodnek, ezen reakciokba résztvevo
fehérjék dominalnak a kisebb intenzitassal folyd reakcidkat végzo fehérjékkel szemben. Az alul-
reprezentalt fehérjék mennyisége gyakran olyan kicsi, hogy nehéz fehérje gélen észlelni jelenlétiiket,
nem beszélve arrdl, hogy az azonositasukhoz sziikséges egy minimalis mennyiség, mely nehezen
eléallithato. Még kiilon kiélezi a helyzetet az is, hogy a peroxiszoma izolalas elétt egy adott vizsgalati
koralmény mellett lehetséges, hogy szamos metabolikus folyamatban, detoxifikalasban, abiotikus
stresszvalaszban vagy egyedfejlédéshez kapcsolt folyamatban érintett peroxiszomalis fehérje egyaltalan
nem fejezodik ki, igy nincsenek prezentalva a peroxiszomakban sem. Ezért elmondhatjuk, hogy még a
jelenlegi ismereteink is csak a toredékét adjak annak a biologiai folyamat repertoarnak, mely a
peroxiszomakhoz kapcsolhatok. Eppen ezért, tovabbra is a leghatékonyabb mddszer a peroxiszoma
biologiai reakcio-repertoarjanak felderitésére a fehérjék PTS szignaljanak in silico azonositasa, melyet
aztan kisérleti aton bizonyitani lehet. Az 5. abrdn demonstralt szabalyszerliség ndvényi peroxiszomak
proteom-analizisének és ndvenyi adatbankok in silico elemzését koveté Kisérletes munkanak

koszonhetd. Ezt a ket heroikus kutatast foglaljuk dssze az aldbbiakban.
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Egy 2011-ben publikalt, (nbvényen végzett) kisérletes vizsgalat soran az Arabidopsis thaliana
izolalt peroxiszdmain végeztek el proteom elemzést. Mivel a modellszervezet teljes genomja ismert volt,
az azonositott fehérjéket kodold géneket is visszafejtették®”. A peroxiszomabdl izolalt mintaban 302
fehérjét azonositottak, melyek koziil 65 fehérjérél vagy annak mas novényben vizsgalt ortologjarolvolt
csak kisérletes igazolas a szakirodalomban arra vonatkozo6an, hogy a fehérje peroxiszomalis eredetii. Az
azonositott fehérjék C-terminalis szekvencidinak 0sszehasonlité elemzése utan az eddig ismert PTS-1
tripeptideken kivil tovabbi PTS-1 tripeptideket valoszintsitettek. Ezt kovet6en a kiilonbozo, eddig nem
vizsgalt motivumokat hordoz6 fehérjék egy-egy reprezentansan, illetve szignalt egyaltalan nem hordozé
16 fehérjén fluoreszcens protein jelolést kovetden vizsgaltdk a fehérjék lokalizaciojat®”. A tanulmany
nagyban hozzéjarult az 5. abraban demonstralt szabalyszeriiség leirasahoz. Ezen kivil azonositottak 3

olyan peroxiszomalis fehérjét, amely semmilyen felismerhetd lokalizacios szignalt nemhordoz®’.

Reumann és mtsai. munkajaval®’ egyidében egy masik kutatas is zajlott, melyben az addig ismert
mintegy 60 A. thaliana PTS-1 fehérje ortologjait dsszegytijtotték az elérhetd adatbazisokbol*°. Mintegy
2500 fehérje gyiilt O0ssze az akkor rendelkezésre allo 260 novényfaj EST és prediktalt fehérje
adatbazisaibol®®. Azt feltételezve, hogy a vélheté ortologok szintén peroxiszomalis fehérjék, az
ortologok C-terminalis végeinek dsszehasonlito elemzésével az addig ismert PTS-1 tripeptid motivumok
szamat tovabb tudtak béviteni 23-al, melyekbdl 18 hitelességet in vivo intracellularis lokalizacio
vizsgalattal ald is tamasztottak (enhanced-YFP flzios proteinek Kifejeztetését koveté fluoreszcens
mikroszkdpiaval)®*®. Az SCL, SYM, IKL, KRL és AHL tripeptideket novényi peroxiszomalis
lokalizacios szignalokként irtak le. Ez a munka szintén nagyban hozzajarult az 5. abran demonstralt PTS-

1 tripeptid szabalyszeriiségének felderitéséhez.

1.4. Gombak peroxiszomalis fehérjéi

A gombak peroxiszomainak kutatasaban nagy segitséget jelentett a Saccharomyces cerevisiae
¢lesztdgomba modellszervezeten végzett kutatas, melyet a S. cerevisiae-n alkalmazhatd széles
molekularis eszkoztar és genomjanak ismerete tett lehetévé. Atfogd tanulmanyok, mint példaul az
olajsavban torténd novekedés soran jellemzd transzkriptom analizise®®, a genomban kodolt fehérjék
75%-at lefedo fehérjének a Gfp-fuzidés konstrukcidjat kifejezd torzsgyiijtemény fluoreszcens
mikroszkdpos vizsgalata®®, vagy nagy tisztasagu peroxiszomalis frakciok proteom analizise’®’ nagyban
hozzajarult a gomba peroxiszomak funkcidjanak feltarasahoz. Filogenetikai vizsgalatok alapjan az eddig
ismert éleszté peroxiszomalis fehérjék nagy része eukariota, vagy alfa- proteobaktérium eredetti, és
vannak olyanok, melyeknek eredetét még nem tartak fel (6. abra)'l. A S. cerevisiae peroxiszomaiban

talalhaté enzimek elsésorban az aminosav anyagcserében és a zsirsavak
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oxidaciojaban vesznek részt, valamint az ezen folyamatok soran keletkezett reaktiv oxigéngydkok
neutralizalasaban (6. abra). Mas éleszt6fajok esetén, melyek szamos szokatlan szén és szerves
nitrogénforras hasznositasara specializalodtak, a peroxiszomakban a S. cerevisiae-t6l teljesen eltérd
metabolikus folyamatok figyelhetdek meg’2. Példaul a metilotrof élesztéfajok (pl.: Candida boidinii,
H. polymorpha, P. pastoris) peroxiszoma fejlodést indukalnak ha egyediili szénforrasként metanolon
ndvekednek. Ezekben a peroxiszoméakban a metanol anyagcserében kozremitk6dé enzimek dominalnak,
példaul az alkohol-oxidaz és a dihidroxiaceton-szintaz, amelyek a sejt teljes fehérjetartalmanak akar
70%-4t is kitehetik. A fonalas gombakban a peroxiszémak szamosbioszintetikus szerepet is betdlthetnek.
A penicillin bioszintézisének utolsé lépései példaul a peroxiszomaban térténnek a P. chrysogenum-ban’2,

Ezen kivill a peroxiszOmak a biotin szintézisben, poliamin metabolizmusban és toxinok termelésében is
részt vesznek?+73-78,

squalene— ERG1 squalene-2,3-epoxide

zymosterol—{ ERG6, fecosterol
cystathionine L-homocysteine + pyruvate

YGR154C
oxaloacetate citrate
L-saccharopine LYS1/ L-Lysine
L-aspartate

(s)-malate

homocitrate +{1yS4}—+ homoisocitrate

3',5"-ADP

glyoxylate

glycerone-P —GPDI}— sn-glycerol-3P

nicotinamide —{ PNC1j— nicotinamite

oxidized-CoA acetyl-Co. O-acetyl-carnitine

carboxylater CoA —EOX3 — peta-ketoacyl-Co NADH —{NBYI-NMNH + AMP
i fatty acid m (n-2) NAD cis-enoyl-CoA

T BCI — 3-trans-(n)enoyl-CoA
G172 :CA FOX1 2-trans-(n)enoyl-CoA
e NADPH

2-oxoglutarate 0— C N\DP+)
1 :

i b citrate 2-trans-4-Lrans/cis-
v Isocitrate
ATP (n)enoyl-CoA

PEX]
6. abra: A S. cerevisiae peroxiszdmalis proteomja €s anyagcseréje a proteomikai adatok
alapjan?!,
A kdrvonal a peroxiszdéma membranjat jeloli. A négyzetekben a fehérjék nevei szerepelnek. A nyilak
és a reakcidkomponensek a metabolikus lépéseket jelolik. A szinkodok az egyes fehérjék evollcids
eredetét jelzik. Zold: alfa-proteobaktérium eredetil; sarga: eukariota eredetii; fehér: még nem-

meghatarozott eredeti.
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A S. cerevisiae modellszervezetben szdmos peroxiszomahoz kotott biologiai folyamatot
azonositottak, a ndvényeken alkalmazhat6 vizsgalatokhoz képest sokkal nagyobb ateresztéképességl
mabdszereket alkalmazva®®. Azonban a gombak sokfélesége és a fenti példak altal bemutatott metabolikus
diverzitas miatt, a teljes lehetséges gomba peroxiszoma fehérje repertoar megfejtéséhez a megoldast egy
tokéletessé fejlesztett PTS lista létrehozasa és az in silico predikcio jelenthet. A novényiPTS kutatasok
soran feloukkant a SYM C-terminalis triplet, melyet novényspecifikusnak gondolnak®. A nagy
atereszt6képességli S. cerevisiae kutatsok sordn nem talaltak SYM motivummal rendelkez6 fehérje, de
azért a gombak metabolikus diverzitdsa okan nem kizart, hogy akar gombéakban is létezhet ez a szignal.
Laborunkban az Aspergillus nidulans fonalas gomba modellszervezet tanulmanyozasaval foglalkozunk.
A S. cerevisiae-hez hasonléan az A. nidulans is kival6 modellszervezet, melynek a genomja haploid és
kdnnyen manipulalhatd, szexudlis és paraszexudlis életciklussal is rendelkezik, és szamos auxotrof
mutans all rendelkezésre. Az in silico elemzéseink alapjan két fehérjét is kodol, melynek a C-
terminalisan SYM motivum talalhatd. Ennek tiikrében felvetédik az a kérdés, hogy vajon a SYM

motivum PTS szignalkent viselkedik-e gombakban. Munkam ezen kerdes megvalaszolasara fokuszal.
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2. CELKITUZES

Célul ttztiik ki, hogy a novényekben azonositott ritkan el6fordulé SYM PTS-1 szignal mitkodését
megvizsgaljuk A. nidulans fonalas gomba modellszervezetben SYM epitdppal jelélt Gfp fehérje
lokalizacidjanak vizsgélataval, valamint az A. nidulans-ban eléfordulo C-terminalis SYM motivumot
hordoz6 AN1402 és AN5316 fehérjék intracellularis lokaliz&cidjanak vizsgalataval.

A feladat elvégzését SYM epitoppal ellatott Gfp gén integrativ expresszids vektorba torténd
klénozasaval és A. nidulans-ba transzformalasaval terveztiik végrehajtani.

A C-terminalis SYM motivumot hordoz6 A. nidulans fehérjék intracellularis lokalizaci6janak
vizsgélatahoz pedig a szoban forgd fehérjék N-terminalis Gfp fuzids konstrukcidjanak létrenozésat
terveztik, majd azok expresszids integrativ vektorba torténé klonozasat kovetéen a vektorok A.

nidulans-ba transzformalasat és a transzformansok fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalatat terveztik.
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3. ANYAG ES MODSZERTAN

3.1. Felhasznalt torzsek
E. coli JM109 genotipusa: endAl, recAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rK* mK+), el4~ (mcrA”), supE44,

relA1, A(lac-proAB)/F’[traD36, proAB™ lacl9, lacZ A M15]
A. nidulans HZS. 572 genotipusa: pantoB100 biAl pabaAl veAl (riboB2) és pDsRed-SKL-argB
plazmid 1 képidban integralédva

3.2. Tapkozegek

3.2.1 Luria-Bertani (LB) tapkozeg
1% (m/V) NaCl; 1% (m/V) tripton; 0,5% (m/V) éleszté kivonat; 2,5% (m/V) agar szilard tapkozeg

esetén; 50 pg/ml ampicillin, transzformans E. coli telepek szelektalasa esetén

3.2.2. A. nidulans minimal tapkozeg
2 (VIV%) sboldat; 1% (m/V) glikdz; 2,5 % (m/V) agar; 10 mM NaNOs nitrogénforrassal és a

sztikségesvitaminnal kiegészitve; (pH=6,8)

3.2.3. A. nidulans komplett tapkdzeg
2% (VIV) sboldat; 1% (m/V) glikoz; 0,1% (m/V) éleszt6 Kivonat; 0,2% (m/V) pepton; 0,15% (m/V)
kazaminosavak (pH=6,8); 2,5% (m/V) agar szilard tapkdzeg esetén; 1% (V/V) komplex vitamin keverék

3.2.4. A. nidulans szachar6zos minimal taptalaj
2% (m/V) NaCl; 1% (m/V) glikdz; 34,2% (m/V) szachardz; 10 mM NaNOs; 2,5% (m/V) agar; top

agar készitése estén 1% (m/V)

3.2.4. Séoldat™
26% (m/V) KCI; 26% (m/V) MgS04x7H,0; 76% (m/V) KH2PO4; 5% (V/V) nyomelem térzsoldat

3.2.5. Nyomelem-torzsoldat’®
40 mg/l Na-borat (Na2B4sO7x10H,0); 400 mg/l CuSO4x5H,0; 714 mg/l FePO4: 728 mg/I
MnSO4xH-0; 800 mg/l Na2M0O4*x2H20; 8 mg/l ZnSO4x7H>0
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3.2.6. Komplex vitamin keverék
200 pg/ml pantoténsav; 200 pg/ml para-amino-benzoesav; 250 pg/ml riboflavin; 5 pg/ml piridoxin; 2
pg/ml biotin; 10 pg/ml tiamin

3.3. Felhasznalt anyagok

3.3.1. GET oldat
25 mM TRIS (pH=7,5); 10 mM EDTA (pH=8); 0,9% gliikdz; 1 mg/ml lizozim

3.3.2. Alkalikus SDS
2% SDS; 0,2 M NaOH

3.3.3. Highsalt
3 mM K-acetét; 11,5% jégecet; pH=4,6

3.3.4. Agar0z gélelektroforézishez felhasznalt anyagok
1xTAE puffer (tris-acetat-EDTA); 0,8% (m/V) agaroz; 5 pg/ml EtBr; 6xloading oldat (Thermo
Scientific); GeneRulerTm 1 Kb DNA ladder (Thermo Scientific)

3.3.5. TAE puffer (50x)
40 mM Tris-HCI; 20 mM ecetsav; 1 mM EDTA; pH=7,5

3.4. Mbdszerek

3.4.1. Polimeraz lancreakcidk és a transzformald vektorok elkészitéséhez felhasznalt oligonukleotid
inditoszekvenciak.

A polimeraz lancreakcidk reakcidelegyét a Phusion Hot Start 1l High-Fidelity DNS polimeraz
felhasznalasaval allitottuk 6ssze (Thermo Scientific) a mellékelt gyartdi utasitasok szerint 50 pl
végtérfogatban, az alabbiak szerint: 1X Phusion HF puffer; 0,2-0,2 mM dNTP; 0,5 uM forward és reverz
primerek; 50-250 ng DNS templat; 0,02 U/uL Phusion Hot Start 1l High-Fidelity DNS Polimeraz

A PCR sorén alkalmazott reakciokoriilmények a kdvetkezdk voltak: 98 °C, 30 s elédenaturacio;

98 °C, 10 s denaturacid; 58-72 °C, 30 s hibridizacio; 72 °C, mérettdl fliggden 30 s-3 perc polimerizacio

(30 s /1 kb szintézis sebességgel szamolva); 72 °C, 1-6 perc utépolimerizacio
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A pAN-HZS-22, pAN-HZS-23, pAN-HZS-29 és a pAN-HZS-30 transzformald kazettak
létrenozésahoz felhasznalt primerek listajat az 1. tdblazat 6sszegzi.

1.tablazat: Jelen munka soran alkalmazott inditészekvenciak

1pGpd int frw 5'-cagtatattcatcttcccatccaagaac-3'

22 gfp linker kim rev 5'-caagatcgactgtatcaataagcttgtacagctcgtccatgecgtg-3'

link kim AN1402F 5'-acaagcttattgatacagtcgatcttgatatgaccgcaatcgcgaccgcatc-3'
AN1402 down rev 5'-gtaactccgcagcaactagcaatcg-3'

link kim AN5316F 5'-acaagcttattgatacagtcgatcttgatatgtccagtccgaggcccccaaaac-3'
AN5316 down rev 5'-cgacggtaggcgactggttaatg-3'

5 gfp Ncol start frw 5'-ttttttttccatggtgagcaagggcegaggage-3'

AN1402 Notl rev 5-ttttttttgcggecgctcacatatagettggttttagteectg-3'

AN5316 BamHI rev 5'-ttttttttggatccctacatgtacgacggcttgtgge-3'

GFP-SRL-BamHI R 5'-ttttttttggatccttaT AACCGCGActtgtacagctcgtccatgeeg-3'

GFP-SYM BamHI R 5'-ttttttttggatccttaCATAT AACT cttgtacagctcgtccatgeeg-3'

A dolt szekvencia részek a kiméra primerek 5° végére tervezett kiméra szekvencidkat, az alahtizott
szekvenciarészek a primerek 5' végére épitett restrikcids endonukledz felismeré motivumokat, mig a

nagybetiivel irt reszek a kanonikus SRL és a tesztelendé SYM motivumokat jel6lik.

3.4.2. PCR termeékek tisztitasa
Az ,.E.ZN.A. ® Cycle Pure Kit”-tel (Omega, Bio-tek), a mellékelt gyartdi utasitasokat kdvetve
a PCR termékeket megtisztitottuk a PCR reakcioelegy komponenseit6l. A visszanyert termékek

mennyiseégét DNS gélelektroforézissel ellendriztiik.

3.4.3. Tisztitott PCR termékek emésztése, izolalasa és vektorba ligalasa

A tisztitott PCR-termékeket tovabbi PCR amplifikaciok soran, vagy emésztési reakciokban
hasznaltuk fel. Klonozashoz az amplikonokat a gyarté utasitasai alapjan restrikcios endonukledzzal
(Thermo Scientific) emesztettiik, majd a megfeleld6 méreti DNS-fragmentumot a ,,GeneJET Gel
Extraction Kit” (Thermo Scientific) segitségével gélbél visszaizolaltuk. T4 lighz (Fermentas)
felhasznalasaval a tisztitott termékeket a szintén restrikcios endonukledzzal emésztett, gélbol
visszaizolalt pAN-HZS-1 vektorba épitettik.

3.4.4. Agar6z gélelektroforézis
A PCR termékek méretét és mennyiséget agardz gélelektroforézissel ellendriztik le. A
reakcidelegyekb6l 1 pl-t 0,8% (m/V)-os agar6z gélen futtattunk meg 1xXTAE pufferben, 100 V

feszliltségen, Bio-Rad horizontélis gélelektroforézis késziilékkel. A DNS-t a gél 5 pg/ml etidium-

17



bromid tartalma és a DNS-be torténé interkalalodasa okan UV fény alatt vizualizaltuk. A méretek
meghatarozhat6sagahoz ,,GeneRuler 1 Kb DNA ladder” DNS molekulastly markert is futtattunk a gélen.

3.4.5. E. coli elektrokompetens sejt készitése elektroporacidval torténd transzforméaciohoz

A vektorkonstrukciok felszaporitdsahoz JM109 E. coli elektrokompetens sejteket készitettlink.
Ampicillinnel kiegészitett LB taptalajon egyedi telepeket izolaltunk, majd egy koléniat 2 ml LB
tapoldatba oltottunk, és 37 °C-on, egy éjszakén at, 180 rpm-mel razattuk. Masnap a tenyészetb6l 1 ml-t
100 ml LB tépoldatba oltottunk, amit 37 °C-on addig razattunk, mig a tenyészet optikai denzitasa (OD)
600 nm-en elérte a 0,5-0,9 kozotti értéket. A sejteket 4 °C-on 5000 rpm, 10 perc centrifugaléssal
Osszegyiijtottiik, majd 3-szor 20 ml jéghideg steril desztillalt vizzel, és 10 ml 10% jéghideg glicerol
oldattal mostuk. A sejteket végiil 10% hideg glicerol oldatba szuszpendaltuk, majd 80-80 pl-eket 1,5 ml
mikrocentrifuga csovekbe adagoltunk. A transzformalasra kész sejteket felhasznalasig -80 °C-on
taroltuk.

3.4.6. E. coli transzformacio elektroporacioval

A 3.4.5. pontban leirt mdédon eldallitott elektrokompetens sejteket par perc alatt jegen
kiolvasztottuk, majd dsszekevertiik 7,5 pl ligalasi reakcideleggyel. Az elegyet 1 mm résméretii el6hiitott
elektroporator kivettaba (Cell Project) pipettaztuk, és BioRad elektroporator készllék Ecol programjat
alkalmazva elektrosokkoltuk. Ezt kovetéen a sejtekre azonnal 800 pl LB tapoldatot mértink. A sejteket
30 percig, 37 °C-on inkubaltuk, majd 100 pl mintat ampicillinnel kiegészitett LB taptalajra szélesztettiik.
A visszamarado oldatbdl a sejteket 5000 rpm 5 perces centrifugalassal 6sszegytjtottiik és Kiszélesztettlk.

A cseszéket 37 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk.

3.4.7. Plazmid DNS kivonas E. coli transzformans torzsekb6l

Az ampicillines LB taptalajon egyedi telepeket képz6 E. coli transzformansokat 2 ml
ampicillinnel kiegészitett LB tapoldatba oltottuk. Egy éjszakan at tarto inkubaciot kovetden (37 °C, 180
rpm razatds) a sejteket mikrocentrifuga csébe Ontottikk, majd 5000 rpm-el 5 perc centrifugalassal
Osszegyjtottiik. A sejteket 100 pl lizozimes GET oldatba szuszpendaltuk. A homogén mintdkhoz 200
pl alkalikus SDS oldatot mértiink, hogy feltarjuk a sejteket, majd Ovatos billegtetés utan 150 ul ,,High
Salt” oldattal kicsapodott a genomi DNS-t. A mintakat 25 percig jégen inkubaltuk, majd a képz6dott
fehér csapadékot 13000 rpm, 10 perc centrifugélassal tilepitettiik. A feluliszokat megegyezé mennyiségii
kloroform-izoamilalkohol (24:1) oldattal vortexeltiik és 10 perc centrifugalast kovetéen (13000 rpm) a
fels6, vizes fazist pipettaval Osszegyiijtottiik, és a plazmid DNS tartalmukat megegyez6 térfogatd

izopropanol hozzaadasaval kicsaptuk. Vortexelést kovetéen az elegyet 1-2 6ran at -20 °C-on
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inkubaltuk, majd a DNS-t centrifugalassal ulepitettiik (10 perc, 13000 rpm). A pelletet 500 pl 70%-0s
etanollal mostuk, majd szobah6mérsékleten beszaritottuk. A plazmid DNS-t 0,05 mg/ml RNaz oldatban
feloldottuk, és restrikcios endonukleazzal emésztettik masfél 6ran at. A megfelelé klonokat agardz
gélelektroforézis segitségével azonositottuk. Nagyobb mennyiségli plazmid DNS kivonashoz a
kivalasztott transzformansok 2 ml ampicillines LB-ben nevelt tenyészetér6l 100 ml ampicillines LB
tapoldatba oltottunk és 37 °C-on torténd 14 6ras razatas utan a tenyészetbdl ,,Midi Plus Ultrapure Plasmid
Extraction System” Kit-tel kivontuk a plazmid DNS-t a gyarté utasitasai alapjan (Viogene). A
preparatumokbdl 5-10 pg mennyiségii plazmid DNS-t hasznaltunk A. nidulans transzformalasara.

3.4.8. A. nidulans transzformalas®°

Az A. nidulans transzformalasahoz celofannal fedett komplett taptalaj felszinén 14-16 éra alatt
kiilénallo telepeket neveltiink 37 °C-on®182, A celofanokat harmasaval, fejjel lefelé steril Petri-csészékbe
helyeztik, és 0,7 M KCI oldatban oldott, 7,5 mg/ml Glucanex enzimkeverékben (Novozym) inkubaltuk
a protoplasztok megjelenéséig. A celofanok felszinéréla 0,7 M-o0s KCl oldattal lemostuk a sejtfal nelkli
sejteket, majd a micélialis szennyezddésektdl 75-100 um racsszerkezetli nylon filteren vald szliréssel
szabadultunk meg. A protoplasztokat liveg centrifuga csében iilepitettiik (4000 rpm, 25 perc, 14 °C),
majd 10 ml KCl oldattal t6rténé atmosas utan 1 ml 0,7 M KCI-ban felszuszpendaltuk. A protoplaszt
koncentraciot Biirker-kamra segitségével megallapitottuk és 5x10° sejtet 2500 rpm-en 6 perc alatt
ulepitettink es transzformaltunk. A transzformalashoz az Ulepitett protoplasztokat 200 ul TN1 oldatban
szuszpendaltuk fel, majd 55 pl TN2 oldatot és 5-10 ug DNS-t mértlink hozza. A mintakat 30 percig jégen
hagytuk, majd 1 ml TN2 oldattal elegyitettik. Szobah6mérsékleten 5 perc inkubalast kévetéen 10 ml 0,7
M KCI oldattal mostuk a transzformansokat és a protoplasztokat centrifugalassal tlepitettiik (4000 rpm,
25 perc, 14 °C). A pelletet 1 ml KCI oldatban szuszpendaltuk fel, majd 50 ml 40 °C-os (vitaminokkal a
céloknak megfelelden kiegészitett) szachar6zos minimal taptalajon (1% agarral) elkeverve 10 db
(vitaminokkal a céloknak megfelel6en Kiegészitett) szacharézos minimal taptalaj felszinére oszlattuk. A
szelekcios markergént (pantoB*) hordozo6 vektorkonstrukciok sikeres beépiilése esetén 3 nap elteltével

(37 °C) transzformans telepeket gyiijtottiink.

3.4.9. Fluoreszcens mikroszkopozas

A Gfp-vel fazionaltatott SYM, SRL, AN1402 és AN5316 fehérjék intracellularis lokalizacidjat
fed6lemezen csiraztatott micéliumok vizsgalatdval hataroztuk meg a kovetkezOképpen: a steril
fedélemezeket 10 ml, minimal tapoldatot tartalmazO Petri-csésze aljara sullyesztettik, majd ezek

feliiletére 10* db konidiumot cseppentettiink, amelyeket 25 °C-on, egy éjszakan at inkubaltunk. A
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fed6lemezekre tapadt, kicsirazott micéliumot ,,Zeiss Axioobserver 7 Axiocam 503 mono detector”

fluoreszcens mikroszkop 09 (DsRed) és 15 (Gfp) filterkészletével vizsgaltuk.
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4. EREDMENYEK
4.1. Az AN5316 és AN1402 fehérjék in silico domén elemzése

A két C-terminalis SYM motivumot hordozd A. nidulans fehérje in silico domén vizsgalatat a
Pfam doménkeresé alkalmazéssal vizsgaltuk (https://pfam.xfam.org/).

Az AN1402 fehérje esetén egy enzimaktivitdshoz kapcsolhatd funkciondlis domént
azonositottunk, mely a maltdz acetil transzferaz domén csaladba tartozik (pfam azonositdja: PF12464).

Az AN5316 fehérjének nincs ismert domenje.

4.2. A Gfp SYM és SRL motivummal torténé jelolése, fuzidja AN5316-tal es

AN1402-vel, majd klonozasa pAN-HZS-vektorba

Ahhoz, hogy valaszoljunk arra a kérdésre, hogy a C-terminalis SYM motivum a ndvényekhez
hasonldan a gombakba is bejuttatja-e a fehérjéket a peroxiszOmaba, a Gfp riporter fehérje hasznalataval
terveztiink egy lokalizaciés vizsgalatot elvégezni. Ehhez a Gfp C-terminalisara SYM motivumot
épitettiink, a motivumot a stop kodon elétt hordozd reverz primert hasznalé PCR alkalmazasaval és a
PCR termék expresszids vektorba torténd klonozasaval (lasd alabbiak). Pozitiv kontrollként ugyanigy
jartunk el, csak a Gfp C-terminalisara az ismert kanonikus SRL PTS-1 motivumot épitettiik (lasd
alabbiak). Azért, hogy tovabbi bizonyitékul szolgaljunk arra, hogy a SYM hordozésa a C-terminalison
peroxiszoma lokalizaciot eredményez, létrehoztuk az A. nidulans-ban azonositott mindéssze két SYM
C-terminalis motivummal rendelkez6 fehérje N-termindlis Gfp fuzids kontrukcidjat és transzformalast
kovetden ezek lokalizaciojanak vizsgalatat. Az alabbiak szerint épitettuk meg a transzformald
konstrukciokat.

A klénozashoz hasznalt A. nidulans integrativ kiindulasi vektor (pAN-HZS-1) a gpdA gen
konstitutiv promoterét (Pgoaa) hordozza, mely a klonozott gének folyamatos transzkripcidjat biztositja
fejlodési allapottol, az alkalmazott szén- és nitrogénforrastol, vagy kornyezeti tényez6kto1 fiiggetlentl.

Az SRL és SYM epitdppal jelolt Gfp-t kodold szekvencia 1étrehozasahoz ,,5gfp Ncol start frw”
forward primer ¢és ,,GFP-SRL-BamHI R” reverz primer (Gfp-SRL esetén), illetve ,,GFP-SYM-BamHI
R” reverz primer (Gfp-SYM esetén) hasznalataval PCR reakciot hajtottunk végre a Gfp kddolo
szekvenciajat hordoz6 pAN-HZS-1 plazmid DNS-t hasznalva templatként. A PCR termékeket, valamint
a pAN-HZS-1 vektort Ncol-BamHI-el emésztettiik, és agardz gélen torténd elektroforézist kovetden az
emésztett fragmentumok DNS tartalmat a gélrél visszaizolaltuk, majd a PCR termékeket ligaltuk a
vektorba. A ligalasi reakciok E. coli-ba transzformalasat kovetéen az ampicillines LB tapoldaton
szelektalt transzformansok plazmid DNS tartalméat izolaltuk és a plazmid DNS-ek Ncol- BamHI

emésztésével és agar6z gélelektroforézisével azonositottuk a sikeres klonokat. A Gfp-SRL-t
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hordoz6 vektort pAN-HZS-22-nek, a Gfp-SYM-et hordozé vektort pAN-HZS-23-nak neveztik el
(7.4bra).

Az AN5316 és AN1402 fehérjek esetén a Gfp-t a fehérjek N-termindlisaval fuzionaltuk agy, hogy
a fizids partnerek k6zé 6 6sszekotd, un. linker aminosavat épitettiink (a linker szekvenciajat az érintett
primerek az 5” végiikon hordoztak). A fiziét nem klonozassal, hanem a gfp és AN5316, illetve gfp és
1402 individualis PCR termékek ,.double-joint PCR” modszerrel® torténé dsszeszerelésével valositottuk
meg. A gfp komponens PCR-éhez az ,,1pGpd int frw” és ,,22 gfp linker kim rev”” primereket hasznaltuk,
az AN5316 komponens PCR-éhez a ,,link kim 5316 F” és ,,AN5316 down rev” primereket, az AN1402
komponens PCR-éhez pedig a ,,link kim 1402 F” és ,,AN1402 down rev” primereket. A PCR termékeket
agaroz gélelektroforézist kovetden gélbodl visszaizolaltuk, majd
,,double-joint PCR” reakcidban hasznaltuk fel templatként, a gfp komponenssel specifikus forward (,,5
gfp Ncol start frw”), valamint az AN5316, illetve AN1402 komponensre specifikus reverz primerekkel
(,,LAN5316 BamHI rev” és ,,AN1402 Notl rev”’). A ,,double-joint PCR” reakci6 els6 ciklusaban a két
individualis komponens az atfed6 szekvenciatartalmuknal fogva egymas primereikeént fognak viselkedni,
és a DNS polimeraz felt6lti mind a két DNS szal hianyzé komplementerét. A masodik ciklustol mar ez
az Osszeszerelt molekula templatként szolgal a tovabbi ciklusokban és amplifikalodik a reakcioelegy
forward és reverz primerei altal. Az igy felszaporitott Gfp-AN5316 fuzids terméket Ncol-BamHI, a Gfp-
AN1402 fuzios terméket pedig Ncol-Notl restrikcios endonukleazzal emésztettik és Ncol-BamHlI,
illetve Ncol-Notl emeésztett pAN-HZS-1 vektorba klonoztuk. A Gfp-AN5316-t kifejez6 vektort pAN-
HZS-29-nek, a Gfp-AN1402-t kifejez6 vektort pedig pAN-HZS-30-nak neveztuk(7. abra).
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/  BamHI

pAN-HZS-30
11198 bp

7. dbra: A transzformacids vektorok vazlatos abrazolasa, amelyeket az A. nidulans-ban eléfordulé SYM-
motivum és a C-terminalis SYM motivumot hordozo fehérjék intracellularis lokalizacidjanak

vizsgalatahoz és kontrollként hasznaltunk fel.

Az eredeti pAN-HZS-1 vektort hasznaltuk a pAN-HZS-22 (SRL epitoppal jelolt Gfp (kontroll)), pAN-HZS-23
(SYM epitdppal jelolt Gfp), pAN-HZS-29 (AN5316 fehérjével fuzionalt Gfp) és a pAN-HZS-30 (AN1402
fehérjével fuzionalt Gfp) vektorok elkészitéséhez. A klonozashoz hasznalt egyedi restrikciés motivumok
lathatdak a korkoros sémak mellett. A szines nyilak a vektorok relevans komponenseit mutatjak, a nyilhegyek az
orientacidt jelzik. A vektorok nevei és méretei a korkoros sémakon beliil talalhaték. pUC18: standard E. coli
vektor; PgpdA: A. nidulans-bdl szarmazé gpdA gén (gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenazt kodol6 gén)
konstitutiv promotere; gfp: a Gfp (z6ld fluoreszcens fehérje) kddold génje; Ttrpc: A trpC gén (triptofan
bioszintézis génje) terminacids szekvenciaja A. nidulans-bél; pantoB: A. nidulans-bol szarmazo vad tipusu
pantoB gén (a pantoténsav bioszintézis génjét kodolja), amely szelekcids markergénként szolgal a

transzformaciéhoz

4.3. A keletkezett vektorok transzformalasa A. nidulans-ba

A transzformaciohoz létrehozott pAN-HZS-22, pAN-HZS-23, pAN-HZS-29 és pAN-HZS-30
vektorok maxi-preparatumét ,,pDsRed-SKL-argB” expresszios plazmidot integrélt pantoB100 biAl
pabaAl genotipusu A. nidulans térzsbe (HZS. 572) transzformaltuk. Az SKL epitép (kanonikus PTS-1

motivum) a DsRed piros fluoreszcens fehérjét a peroxiszomaba iranyitja, igy a peroxiszomak piros

23



fluoreszcens jelet mutatnak. Mivel a vektorokban jelen van a szelekciot szolgalé pantoB* markergén,
csak azok a protoplasztok tudnak telepet képezni a pantoténsavat nem tartalmazo szelekcios taptalajon,
amelyekbe a transzformal6 vektor beépilt a genomba. A transzforméalasok eredményeként az SRL- Gfp-
t kifejezé transzformansokbol 3 torzset, a SYM-Gfp-t kifejezé transzformansokbol 4 tOrzset, a Gfp-
ANb316-ot kifejez6 transzformansokbdl 8 torzset, mig a Gfp-AN1402-6t kifejez6 transzformansokbdl
1-et sikerdlt izolalnunk. A transzformansokbol ezutan monoklondlis tisztatenyészetet hoztunk létre és
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk az epitop jelolt Gfp fazios fehérjék lokalizaciojat.

4.4, Epitoppal jelolt GFP fuzios fehérjék intracellularis lokalizaciojanak vizsgalata
A transzformans torzsek monoklondlis tenyészeteirdl gyiijtott konidiospdrakat feddlemezen,
minimal tapoldatba sullyesztettiik, majd az inkubaciot kovetdéen a fiatal, primér hifakat mutato
tenyészetekbdl mikroszkdpos preparatumokat készitettiink és vizsgaltunk fluoreszcens mikroszkdpban.
Mivel a Gfp-fuzios konstrukciok olyan A. nidulans recipiens tOrzsbe lettek transzformalva, melyek
transzgenikusan SKL-el jel6lt (C-terminalison) DsRed fehérjét fejeztek ki, ezért a peroxiszomak a
transzformans torzsekben piros fluoreszcenciat mutatnak. A transzformans torzsek genomjaba beépdlt
transzgenikus Gfp-fuzios konstrukciok kifejezo6désekor zolden fluoreszkalo jelet kaptunk, melynek
lokalizaciojat 0Osszevetettilk a piros fluoreszcenciat kibocsajtdé peroxiszomak lokalizaciojaval. A
kontrolként SRL (kanonikus PTS-1) epitoppal (C-terminalison) jelolt Gfp-t kifejez6 mindharom
transzformansban a zold fluoreszcens jel egybeesett a peroxiszomak piros fluoreszcens jelével (8. abra).
A tesztelendé SYM epitdppal (C-termindlison) jel6lt Gfp-t kifejez6 4 transzformans mindegyikében a
z6ld fluoreszcens jel egybeesett a peroxiszomak piros jelével (8. abra). Ez 6nmagaban igazolta, hogy a
C-terminalison prezentalt SYM egy mikédé PTS-1 szignal. Az A. nidulans in silico elemzésével
azonositott két, SYM C-terminalis motivumot hordozé AN1402, illetve AN5316 fehérjék N-terminalis
Gfp fuzios konstrukcidinak transzgenikus kifejez6dése az ©sszes transzformansban a Gfp jel
peroxiszomakkal torténé kolokalizacidjat mutatta (8. abra). Ezek az eredmények egyrészt igazoltak,
hogy a SYM motivumot nem csak a névények, hanem a gombak PTS- 1 gépezete is felismeri és bejuttatja
a peroxiszOma matrixaba, masrészt pedig két eddig nem vizsgalt fehérje peroxiszomalis lokalizacidjat is

igazoltuk A. nidulans-ban.
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Fénymikroszkép DsRed-SKL GFP-epitop Osszeolvasztis

o ‘—:% - -

GFP-SYM

GFP-ANS316

o ----

8. dbra: A Gfp-SRL, Gfp-SYM, Gfp-AN5316 és Gfp-1402 fuzids fehérjék intracellularis
lokalizacidjanak vizsgalata fluoreszcens mikroszkopiaval
GFP-SRL: SRL epitéppal jelolt Gfp (kontroll); GFP-SYM: SYM epitoppal jelolt Gfp; GFP-
AN5316: Gfp-vel fuzionalt AN5316 feherje; GFP-AN1402: Gfp-vel fuzionalt AN1402 fehérje. A
fedélemezekre oltott konidiosporakat 25 °C-on, egy éjszakan at inkubaltuk minimal tapoldatban. A
preparatumokat ,,Zeiss Axioobserver 7 Axiocam 503 mono detector” fluoreszcens mikroszkép 09

(DsRed) és 15 (Gfp) filterkészletével vizsgaltuk.

A tovabbiakban tervezzik a transzformansok genomi DNS-ének tisztitasat és a transzgén
kopiaszam vizsgalatat (QPCR-ral). Mivel két eddig nem vizsgalt funkcioju fehérje intracellularis

Iokalizéciéjét igazoltuk ezt kovetden érdekes lenne a fehérjék ¢lettani szerepét is megvizsgalni a kodolo

~7 =7
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5. EREDMENY OSSZEFOGLALAS

Annak ellenére, hogy évtizedek 6ta kutatjak a peroxiszomalis funkciokat, napjainkban is csak a
peroxiszémakban torténd reakcidk toredékét ismerjiik. Ezek f6leg a domindnsan eldfordulé reakciok. A
fajspecifikus, vagy specialis kornyezeti korilményeket igényl6 ndvények és gombak metabolikus
soksziniisége miatt azonban szdmos olyan folyamat kotheté a peroxiszOmakhoz, melyekr6l sem
szamukat tekintve, sem pedig a reakciokban résztvevé fehérjéket tekintve még nincsenek adataink. Mind
a mai napig akad egy ijabb ¢és Gijabb biologiai folyamat, melyrdl kideriil, hogy a peroxiszémaban zajlik.
Ilyen példaul a 6-hidroxi nikotinsav &talakitdsa 2,5-dihiroxi piridénné A. nidulans-ban, melyet a
nikotinsav katabolikus utvonal egyik enzime, a HxnX enzim (6-hidroxi nikotinsav monooxigenaz)
végez®. A peroxiszomalis lokalizacios vizsgalatok igen nagy jelentéséggel birnak, mert bar léteznek
olyan mikroba modellszervezetek (S. cerevisiae), melyeken nagy ateresztoképességii Kisérletes
maddszerekkel fel lehet térképezni a peroxiszomakban lokalizalodo fehérjéket®, a tesztorganizmusok
tobbsegében (akar novény, akar gomba) ilyen technikdk nem alkalmazhatoak, a biztos predikciot pedig
csak egy tokéletesitett PTS motivum lista segitheti el6. llyen korilmények kozott felkeltette
érdeklédésiinket egy ndvényekre specifikus, ritkan eldforduld PTS-1 szignal, a SYM®. A S. cerevisiae
modellszervezetben nincs fehérje, melynek a C-teminalisa a SYM motivumot hordozza, ezért a nagy
ateresztOképességli vizsgalatoknal nem is kerilt fel kérdésként, hogy vajon PTS-ként mikodik-e
gombakban is a SYM motivum? Az A. nidulans annotalt genomjanak in silico atvizsgalasaval 6sszesen
két olyan feherjét tudtunk azonositani, melyek C-terminalisin SYM motivum talalhaté (AN1402 és
ANS5316). Ezért felvet6dott annak a lehetdsége, hogy a SYM az nem kizarolagos ndovényi PTS, hanem
ennél szélesebb korben, a gombakban is PTS-ként szolgal. Ennek igazolasara Gfp riporter fehérjét
jeloltiink SYM epitoppal a C-termindlisan, valamint Iétrehoztuk az AN1402 és AN5316 fehérjék N-
ki, mely konstitutivan kifejezte a peroxiszdma lokalizaciés szignallal jelolt DsRed fehérjét (dsRed-
SKL). Az epitdp jelolt, illetve fuzids fehérjék Gfp jele minden vizsgalt transzformans toérzsben atfedest
mutatott a peroxiszoméakban vilagité piros DsRed-SKL jellel.
Ezzel bizonyitottuk, hogy a SYM egy gombakban is miikodé PTS-1 szignal, tovabba két eddig nem

vizsgalt fehérjérol bizonyitottuk, hogy a peroxiszomékban lokalizalodnak.

26



6. IRODALOMJIEGYZEK

1. Lazarow, P. B. & Fujiki, Y. Biogenesis of Peroxisomes. Annual Review of Cell Biology 1, 489-530 (1985).

2. Wanders, R. J. A. Metabolic functions of peroxisomes in health and disease. Biochimie 98, 3644 (2014).

3. Fransen, M. Peroxisome Dynamics: Molecular Players, Mechanisms, and (Dys)functions. ISRN Cell Biology
2012, 714192 (2012).

4. Rhodin, J. A. G. Correlation of ultrastructural organization: and function in normal and experimentally
changed proximal convoluted tubule cells of the mouse kidney: an electron microscopic study. (Dept. of
Anatomy, Karolinska Institutet, 1954).

5. De Duve, C. & Baudhuin, P. Peroxisomes (microbodies and related particles). Physiol Rev 46, 323-357 (1966).

6. Woronin, M. S. in Zur Entwicklungsgeschichte der Ascobolus pulcherrimus Cr. und einiger Pezizen vol. 5 333
344 (Abh. Senkenb. Naturforsch., 1864).

7. Collinge, A. J. & Markham, P. Woronin bodies rapidly plug septal pores of severedPenicillium chrysogenum
hyphae. Experimental Mycology 9, 80-85 (1985).

8. Trinci, A. P. J. & Collinge, A. J. Occlusion of the septal pores of damaged hyphae ofNeurospora crassa by
hexagonal crystals. Protoplasma 80, 57-67 (1974).

9. Kiel, J. A., Hilbrands, R. E., Bovenberg, R. A. & Veenhuis, M. Isolation of Penicillium chrysogenum PEX1
and PEX6 encoding AAA proteins involved in peroxisome biogenesis. Appl Microbiol Biotechnol 54, 238-242
(2000).

10. de Duve, C. The origin of eukaryotes: a reappraisal. Nat Rev Genet 8, 395-403 (2007).

11. Gabaldon, T. Peroxisome diversity and evolution. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 365, 765-773 (2010).

12. Gould, S. J., Keller, G.-A. & Subramani, S. Identification of a peroxisomal targeting signal at the carboxy
terminus of firefly luciferase. Journal of Cell Biology 105, 2923-2931 (1987).

13. Hayashi, M. et al. Functional transformation of plant peroxisomes. Cell Biochemistry and Biophysics 32,
295-304 (2000).

14. Michels, P. A. M., Bringaud, F., Herman, M. & Hannaert, V. Metabolic functions of glycosomes in
trypanosomatids. Biochim Biophys Acta 1763, 1463-1477 (2006).

15. Terlecky, S. R. & Titorenko, V. I. Emergent functions of the peroxisome. Research Signpost, Kerala, India
(2009).

16. Cooper, T. G. & Beevers, H. Beta oxidation in glyoxysomes from castor bean endosperm. J Biol Chem 244,
3514-3520 (1969).

17. Lazarow, P. B. & De Duve, C. A fatty acyl-CoA oxidizing system in rat liver peroxisomes; enhancement by
clofibrate, a hypolipidemic drug. Proc Natl Acad Sci US A 73, 2043-2046 (1976).

18. Ueda, M., Yamanoi, K., Morikawa, T., Okada, H. & Tanaka, A. Peroxisomal Localization of Enzymes Related
to Fatty Acid B-Oxidation in an n-Alkane-grown Yeast, Candida tropicalis. Agricultural and Biological
Chemistry 49, 1821-1828 (1985).

19. Shi, X. & Bloom, A. Photorespiration: The Futile Cycle? Plants 10, (2021).

27



20. Hu, J. et al. Plant Peroxisomes: Biogenesis and Function. The Plant Cell 24, 2279-2303 (2012).

21. Kaur, N., Reumann, S. & Hu, J. Peroxisome biogenesis and function. The Arabidopsis Book 7, 1-41 (2009).

22. Reumann, S., Chowdhary, G. & Lingner, T. Characterization, prediction and evolution of plant peroxisomal
targeting signals type 1 (PTS1s). Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research 1863, 790—
803 (2016).

23. Magliano, P., Flipphi, M., Arpat, B. A., Delessert, S. & Poirier, Y. Contributions of the Peroxisome and -
Oxidation Cycle to Biotin Synthesis in Fungi*. Journal of Biological Chemistry 286, 42133-42140 (2011).

24. Tanabe, Y. et al. Peroxisomes Are Involved in Biotin Biosynthesis in Aspergillus and Arabidopsis*. Journal
of Biological Chemistry 286, 30455-30461 (2011).

25. Babujee, L. et al. The proteome map of spinach leaf peroxisomes indicates partial compartmentalization of
phylloguinone (vitamin K1) biosynthesis in plant peroxisomes. Journal of Experimental Botany 61, 1441— 1453
(2010).

26. Kim, H. U., Oostende, C. V., Basset, G. J. C. & Browse, J. The AAE14 gene encodes the Arabidopsis o-
succinylbenzoyl-CoA ligase that is essential for phylloquinone synthesis and photosystem-I function. Plant
Journal 54, 272—-283 (2008).

27. Reumann, S. Biosynthesis of Vitamin K1 (Phylloquinone) by Plant Peroxisomes and Its Integration into
Signaling Molecule Synthesis Pathways. in Peroxisomes and their Key Role in Cellular Signaling and
Metabolism (ed. del Rio, L. A.) 213-229 (Springer Netherlands, 2013). doi:10.1007/978-94-007-6889-5 12.

28. Widhalm, J. R. et al. Phylloquinone (vitamin K1) biosynthesis in plants: Two peroxisomal thioesterases of
lactobacillales origin hydrolyze 1,4-dihydroxy-2-naphthoyl-coa. Plant Journal 71, 205-215 (2012).

29. Colquhoun, T. A. et al. A peroxisomally localized acyl-activating enzyme is required for volatile benzenoid
formation in a Petuniaxhybrida cv. ‘Mitchell Diploid’ flower. Journal of Experimental Botany 63, 4821-4833
(2012).

30. Gaid, M. M. et al. Cinnamate:CoA Ligase Initiates the Biosynthesis of a Benzoate-Derived Xanthone
Phytoalexin in Hypericum calycinum Cell Cultures. Plant Physiology 160, 1267-1280 (2012).

31. Klempien, A. et al. Contribution of CoA Ligases to Benzenoid Biosynthesis in Petunia Flowers. The Plant
Cell 24, 2015-2030 (2012).

32. Kliebenstein, D. J. et al. Characterization of seed-specific benzoyloxyglucosinolate mutations in Arabidopsis
thaliana. Plant Journal 51, 1062-1076 (2007).

33. Lee, S. et al. Benzoylation and sinapoylation of glucosinolate R-groups in Arabidopsis. Plant Journal 72,
411-422 (2012).

34. Moerkercke, A. V., Schauvinhold, I., Pichersky, E., Haring, M. A. & Schuurink, R. C. A plant thiolase
involved in benzoic acid biosynthesis and volatile benzenoid production. The Plant Journal 60, 292-302 (2009).

35. Qualley Anthony V., Widhalm Joshua R., Adebesin Funmilayo, Kish Christine M., & Dudareva Natalia.
Completion of the core B-oxidative pathway of benzoic acid biosynthesis in plants. Proceedings of theNational
Academy of Sciences 109, 1638316388 (2012).

28



36. Brocard, C. & Hartig, A. Peroxisome targeting signal 1: Is it really a simple tripeptide? Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research 1763, 1565-1573 (2006).

37. Gould, S. J., Keller, G.-A., Hosken, N., Wilkinson, J. & Subramani, S. A conserved tripeptide sorts proteins
to peroxisomes. Journal of Cell Biology 108, 1657-1664 (1989).

38. Lametschwandtner, G. et al. The Difference in Recognition of Terminal Tripeptides as Peroxisomal Targeting
Signal 1 between Yeast and Human Is Due to Different Affinities of Their Receptor Pex5p to the Cognate Signal
and to Residues Adjacent to It*. Journal of Biological Chemistry 273, 33635-33643 (1998).

39.Lingner, T. et al. Identification of Novel Plant Peroxisomal Targeting Signals by a Combination of Machine
Learning Methods and in Vivo Subcellular Targeting Analyses. The Plant Cell 23, 1556-1572 (2011).

40. Neuberger, G., Maurer-Stroh, S., Eisenhaber, B., Hartig, A. & Eisenhaber, F. Motif Refinement of the
Peroxisomal Targeting Signal 1 and Evaluation of Taxon-specific Differences. Journal of Molecular Biology
328, 567-579 (2003).

41. Swinkels, B. W., Gould, S. J. & Subramani, S. Targeting efficiencies of various permutations of the consensus
C-terminal tripeptide peroxisomal targeting signal. FEBS Letters 305, 133-136 (1992).

42. Flynn, C. R., Mullen, R. T. & Trelease, R. N. Mutational analyses of a type 2 peroxisomal targeting signal
that is capable of directing oligomeric protein import into tobacco BY-2 glyoxysomes. Plant Journal 16, 709—
720 (1998).

43. Kato, A., Hayashi, M., Kondo, M. & Nishimura, M. Targeting and processing of a chimeric protein with the
N-terminal presequence of the precursor to glyoxysomal citrate synthase. Plant Cell 8, 1601-1611 (1996).

44. Kato, A. et al. Glyoxysomal Malate Dehydrogenase in Pumpkin: Cloning of a cDNA and Functional Analysis
of Its Presequence. Plant and Cell Physiology 39, 186-195 (1998).

45. Kunze, M. et al. Structural Requirements for Interaction of Peroxisomal Targeting Signal 2 and Its Receptor
PEX7*. Journal of Biological Chemistry 286, 45048-45062 (2011).

46. Swinkels, B. W., Gould, S. J., Bodnar, A. G., Rachubinski, R. A. & Subramani, S. A novel, cleavable
peroxisomal targeting signal at the amino-terminus of the rat 3-ketoacyl-CoA thiolase. The EMBO Journal 10,
3255-3262 (1991).

47. Adoutte André et al. The new animal phylogeny: Reliability and implications. Proceedings of the National
Academy of Sciences 97, 44534456 (2000).

48. Faust, J. E., Verma, A., Peng, C. & McNew, J. A. An Inventory of Peroxisomal Proteins and Pathways in
Drosophila melanogaster. Traffic 13, 1378-1392 (2012).

49. Gonzalez, N. H. et al. A single peroxisomal targeting signal mediates matrix protein import in diatoms.
PLoS One 6, €25316 (2011).

50. Motley, A. M., Hettema, E. H., Ketting, R., Plasterk, R. & Tabak, H. F. Caenorhabditis elegans has a single
pathway to target matrix proteins to peroxisomes. EMBO Rep 1, 4046 (2000).

51. Shinozaki, A., Sato, N. & Hayashi, Y. Peroxisomal targeting signals in green algae. Protoplasma 235, 5766
(2009).

29



52. Distel, B. et al. A unified nomenclature for peroxisome biogenesis factors. Journal of Cell Biology 135, 1-3
(1996).

53. Hayashi, M., Yagi, M., Nito, K., Kamada, T. & Nishimura, M. Differential Contribution of Two Peroxisomal
Protein Receptors to the Maintenance of Peroxisomal Functions in Arabidopsis*. Journal of Biological
Chemistry 280, 1482914835 (2005).

54. Kragler, F., Lametschwandtner, G., Christmann, J., Hartig, A. & Harada, J. J. Identification and analysis of
the plant peroxisomal targeting signal 1 receptor NtPEX5. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 95, 13336-13341 (1998).

55. Wimmer, C., Schmid, M., Veenhuis, M. & Gietl, C. The plant pts1 receptor: Similarities and differences to its
human and yeast counterparts. Plant Journal 16, 453-464 (1998).

56. Walter, T. & Erdmann, R. Current Advances in Protein Import into Peroxisomes. The Protein Journal 38,
351-362 (2019).

57. Lee, M. S., Mullen, R. T. & Trelease, R. N. Oilseed isocitrate lyases lacking their essential type 1 peroxisomal
targeting signal are piggybacked to glyoxysomes. The Plant Cell 9, 185-197 (1997).

58. Glover J R, Andrews D W, & Rachubinski R A. Saccharomyces cerevisiae peroxisomal thiolase is imported
as a dimer. Proceedings of the National Academy of Sciences 91, 10541-10545 (1994).

59. Antonenkov, V. D., Grunau, S., Ohlmeier, S. & Hiltunen, J. K. Peroxisomes are oxidative organelles.
Antioxid Redox Signal 13, 525-537 (2010).

60. Fodor, K., Wolf, J., Erdmann, R., Schliebs, W. & Wilmanns, M. Molecular requirements for peroxisomal
targeting of alanine-glyoxylate aminotransferase as an essential determinant in primary hyperoxaluria type 1.
PLoS Biol 10, €1001309 (2012).

61. Hayashi, M., Aoki, M., Kondo, M. & Nishimura, M. Changes in Targeting Efficiencies of Proteins to Plant
Microbodies Caused by Amino Acid Substitutions in the Carboxy-terminal Tripeptide. Plant and Cell
Physiology 38, 759-768 (1997).

62. Maynard, E. L., Gatto, G. J. J. & Berg, J. M. Pex5p binding affinities for canonical and noncanonical PTS1
peptides. Proteins 55, 856-861 (2004).

63. Mullen, R. T., Lee, M. S., Flynn, C. R. & Trelease, R. N. Diverse amino acid residues function within the type
1 peroxisomal targeting signal. Implications for the role of accessory residues upstream of the type 1 peroxisomal
targeting signal. Plant Physiol 115, 881-889 (1997).

64. Neuberger, G., Maurer-Stroh, S., Eisenhaber, B., Hartig, A. & Eisenhaber, F. Prediction of peroxisomal
targeting signal 1 containing proteins from amino acid sequence. J Mol Biol 328, 581-592 (2003).

65. Reumann, S. Specification of the peroxisome targeting signals type 1 and type 2 of plant peroxisomes by
bioinformatics analyses. Plant Physiol 135, 783-800 (2004).

66. Skoulding, N. S. et al. Experimental validation of plant peroxisomal targeting prediction algorithms by
systematic comparison of in vivo import efficiency and in vitro PTS1 binding affinity. J Mol Biol 427, 1085-
1101 (2015).

30



67. Reumann, S. Toward a definition of the complete proteome of plant peroxisomes: Where experimental
proteomics must be complemented by bioinformatics. Proteomics 11, 1764-1779 (2011).

68. Smith, J. J. et al. Transcriptome profiling to identify genes involved in peroxisome assembly and function.
Journal of Cell Biology 158, 259-271 (2002).

69. Huh, W.-K. et al. Global analysis of protein localization in budding yeast. Nature 425, 686691 (2003).

70. Schéfer, H., Nau, K., Sickmann, A., Erdmann, R. & Meyer, H. E. Identification of peroxisomal membrane
proteins of Saccharomyces cerevisiae by mass spectrometry. ELECTROPHORESIS 22, 2955-2968 (2001).

71. Yi, E. C. et al. Approaching complete peroxisome characterization by gas-phase fractionation.
ELECTROPHORESIS 23, 3205-3216 (2002).

72. van der Klei, 1. J. & Veenhuis, M. Yeast and filamentous fungi as model organisms in microbody research.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research 1763, 1364-1373 (2006).

73. Imazaki, A. et al. Contribution of peroxisomes to secondary metabolism and pathogenicity in the fungal plant
pathogen Alternaria alternata. Eukaryot Cell 9, 682—-694 (2010).

74. Kamada-Nobusada, T., Hayashi, M., Fukazawa, M., Sakakibara, H. & Nishimura, M. A putative peroxisomal
polyamine oxidase, AtPAO4, is involved in polyamine catabolism in Arabidopsis thaliana. Plant Cell Physiol
49, 1272-1282 (2008).

75. Nishikawa, M. et al. Primary structure and expression of peroxisomal acetylspermidine oxidase in the
methylotrophic yeast Candida boidinii. FEBS Letters 476, 150-154 (2000).

76. Ono, Y. et al. Constitutively and highly expressed Oryza sativa polyamine oxidases localize in peroxisomes
and catalyze polyamine back conversion. Amino Acids 42, 867-876 (2012).

77. Saikia, S. & Scott, B. Functional analysis and subcellular localization of two geranylgeranyl diphosphate
synthases from Penicillium paxilli. Mol Genet Genomics 282, 257-271 (2009).

78. Wu, T., Yankovskaya, V. & Mclntire, W. S. Cloning, Sequencing, and Heterologous Expression of the Murine
Peroxisomal Flavoprotein, N1-Acetylated Polyamine Oxidase*. Journal of Biological Chemistry 278, 20514
20525 (2003).

79. Cove, D. The induction and repression of nitrate reductase in the fungus Aspergillus nidulans. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Enzymology and Biological Oxidation 113, 51-56 (1966).

80. Antal, Z., Manczinger, L. & Ferenczy, L. Transformation of a mycoparasitic Trichoderma harzianum strain
with the argB gene of Aspergillus nidulans. Biotechnology Techniques 11, 205-208 (1997).

81. Ferenczy, L., Kevei, F. & Szegedi, M. Increased fusion frequency of Aspergillus nidulans protoplasts.
Experientia 31, 50-52 (1975).

82. Kevei, F. & Peberdy, J. F. Interspecific Hybridization between Aspergillus nidulans and Aspergillus
rugulosus by Fusion of Somatic Protoplasts. Microbiology, vol. 102 255-262 (1977).

83. Yu, J.-H. et al. Double-joint PCR: a PCR-based molecular tool for gene manipulations in filamentous fungi.
Fungal Genet Biol 41, 973-981 (2004).

84. Bokor, E. et al. Nicotinate degradation in a microbial eukaryote: a novel, complete pathway extant in
Aspergillus nidulans. bioRxiv 2021.08.17.456622 (2021) doi:10.1101/2021.08.17.456622.

31



7. NYILATKOZAT
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Alulirott Alczheimer Kevin nyilatkozom, hogy a 36. OTDK Bioldgia Szekciora benyujtott
»Egy ndvényekben azonositott, ritkan eléfordulé peroxiszoma lokalizacids szignal
miikodésének igazolasa Aspergillus nidulans-ban” cimii dolgozatomban leirtak esetében az

aldbbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Rész/feladat A részvétel mértéke
(6tfokozatu skalan®
jellemezve)

Polimeraz lancreakciok és a 3

transzformalo vektorok

elkeszitése ligalassal

PCR termékek tisztitasa kit-el 3

Tisztitott PCR termékek 3

emésztése, izolalasa és vektorba

ligalasa
Agaroz gelelektroforézis 5
E. coli elektrokompetens sejt 5

keszitése elektroporéacioval

torténd transzformaciohoz

E. coli transzforméacié 5
elektroporacidval
Plazmid DNS kivonas E. coli 5

transzformans torzsekbdsl

A. nidulans transzformalas 4

Fluoreszcens mikroszkopozas 3
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