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1. BEVEZETŐ 

A peroxiszómák a legtöbb eukarióta élőlényben megtalálható organellumok. Méretük szerint 

nagyjából 0,2-1,0 µm-es átmérőjűek, melyek fontos fiziológiai feladatokat látnak el a sejtekben 

(részleteket lásd az 1.1. alfejezetben)1,2. A peroxiszómák figyelemre méltóan dinamikus sejtalkotók, 

mivel aktivitásuk, morfológiájuk és számuk a szerv, szövet és a tápláltsági állapottól függően képesek 

megváltozni3. A kezdetben mikrotesteknek nevezett peroxiszómákat Rhodin4 jegyezte fel a doktori 

disszertációjának egyik részében, ahol az egérvese proximális tubulus sejtjeinek morfológiájáról írt. A 

Rhodin által körülírt mikrotest egy újabb típusú sejtorganellumként történő azonosítása csak évekkel 

később történt meg, amikor Christian de Duve és a csapata sikeresen izoláltak és biokémiailag 

jellemeztek patkánymájból tisztított „mikrotesteket”5. Miután de Duve és csapata több olyan enzimet 

fedeztek fel a „mikrotestekben”, melyek hidrogén-peroxid képződést generáltak, vagy azt 

semlegesítették, a vizsgált sejtorganellumot peroxiszómának nevezték el. Azóta több organizmusból is 

izoláltak peroxiszómákat és nyilvánvalóvá vált, hogy fajonként jelentősen eltérhetnek a peroxiszómák 

specifikus metabolikus tulajdonságai, de még egy fajból, de eltérő szövetből származó, vagy egy fajból, 

de különböző környezeti körülmények között tartott sejtek esetén is eltérhet a peroxiszómákban jelen 

lévő enzimek összetétele funkció és mennyiség alapján. Némely organizmusban annyira eltér a 

peroxiszóma aktivitása az általánostól, hogy eleinte különálló organellumoknak gondolták és azóta is 

más néven nevezik. Ilyen például a Trypanosoma fajok glikoszómái, melyekben főleg különböző 

glikolítikus reakciók zajlanak, vagy néhány növény glioxiszómái, melyekben elsősorban a glioxilát-

ciklus zajlik. A fonalas Ascomycota gombákban létrejött egy speciális módosult peroxiszóma, az 

úgynevezett Woronin test6, amely a sejtintegritásban játszik szerepet azáltal, hogy sebzés esetén lezárja 

a szeptális pórust7,8. Különleges módon a szentjános bogarak luciferáz enzime SKL peroxiszóma 

lokalizációs szignált hordoz, és a peroxiszómában működik. Számos gombafaj képes másodlagos 

metabolitok előállítására (pl. a penicillin, melyet például többek között a Penicillium fajok termelnek), 

melyek egyes lépései a peroxiszómákban zajlanak9. Ennek a nagy metabolikus diverzitásnak ellenére, 

minden peroxiszómában jelen van egy közel azonos fehérjekészlet, amely a peroxiszómák 

biogenezisében és fenntartásában játszik szerepet. Ezenkívül minden peroxiszómában közös az a szignál 

készlet, amelyet a lokalizációt segítő peroxiszóma fehérjék felismernek és előidézik a lokalizációs 

szignált hordozó (peroxiszóma targeting szignál, azaz PTS) fehérjék peroxiszómába jutását. A közös 

vonások jelenléte alátámasztja, hogy az összes peroxiszóma közös evolúciós eredetre vezethető vissza10–

15. 
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1.1. A peroxiszómák szerepe 

Az állatokban, növényekben és gombákban is jelen lévő peroxiszómák általános feladata a 

zsírsavak és alkoholok oxidációja és a hidrogén-peroxid metabolizmusa16–18. A növényi peroxiszómák 

alapvető fontosságúak a főbb metabolikus funkciókban, mint például a lipid anyagcserében, a 

fotorespirácó egyes folyamataiban (glikolsav átalakítása glicerinsavvá)19, a hormon bioszintézisben és 

a reaktív oxigéngyökök metabolizmusában. Kulcsszerepet játszanak a növények abiotikus és biotikus 

stresszhatásokra adott válaszaiban20,21. Proteom-elemzéseknek köszönhetően az elmúlt néhány évben 

jelentős előrelépés történt a növényi peroxiszómák további funkcióinak azonosításában22. Bár első 

sorban katabolikus sejtkompartmentnek tekintették, a növényi peroxiszómákról kiderült, hogy alapvető 

anabolikus folyamatokban is részt vesznek, például a biotin bioszintézisében23,24, a fillokinon (K1 

vitamin) bioszintézisben25–28, és benzoesav-származékok keletkezésében (1. ábra)29–35. 

 

 
1. ábra: A növényi peroxiszómák élettani funkciói22 

Az itt jelen lévő növényi peroxiszóma funkciók közül a fehér dobozokban a klasszikus funkciók 

vannak megjelenítve, a fekete dobozokban pedig a nemrég felfedezett metabolikus (katabolikus és 

anabolikus) és nem-metabolikus funkciók vannak felsorolva. IAA: indol-3-ecetsav; IBA: indol-3- 

vajsav; ROS: reaktív oxigéngyök 

1.2. Fehérjék transzportja a peroxiszómákba 

A peroxiszómák minden fehérjéje a sejtmagi genomban kódolt. A fehérjéket kódoló gének 

hordozzák a fehérjék peroxiszómális lokalizációs szignál (PTS) motívumának a DNS kódját is. Így a 

fehérjék, melyek a peroxiszómális fehérjéket kódoló gének transzkriptumairól képződnek a 
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riboszómákon (a peroxiszóma mátrix proteinek a citoszol szabad riboszómáin képződnek, míg a 

peroxiszóma membránlokalizált fehérjék az endoplazmatikus retikulum riboszómáin képződnek), 

elnyerik végső konformációjukat, összeépülnek ko-faktoraikkal (ha van), és multimereket formálnak (ha 

ez kell az aktív fehérje kialakulásához), majd a PTS birtokában eljutnak és bekerülnek a peroxiszómákba. 

A legtöbb mátrix fehérjének a C-terminális végén peroxiszóma targeting signal-1 (PTS-1) található, mely 

egy tripeptid (például az SRL)12,36–41. Néhány mátrix protein nem a C- terminálison, hanem az N-

terminális végükön hordozzák a lokalizációs szignált (PTS-2), mely egy konzervált nonapeptid 

(RLx5HL)42–46. Általánosságban mind a PTS-1, mind pedig a PTS-2 útvonalak aktívan működnek az 

eukarióta sejtekben és fennakadás nélkül transzlokálják a fehérjéket a peroxiszómális mátrixba. A többi 

sejtorganellumhoz (mitokondrium, endoplazmatikus retikulum, kloroplaszt) hasonlítva szokatlan az a 

jelenség, hogy egyidejűleg két fő import útvonal működjön az oldható fehérjék szállítására. Jelenleg még 

nem ismert tény, hogy miért alakult ki és maradt fenn egyidejűleg működő két különböző befele irányuló 

útvonal a peroxiszómális mátrix fehérjék transzlokációjára. Azt sem érti még a tudomány, hogy az egyik 

útvonal (PTS-1) miért jobb a másiknál mind hatékonyságában, specifikusságában vagy szubsztrát 

változatosságában. Az összes eukariótában a PTS-1 szignál sokkal gyakoribb előfordulású, mint a PTS-

2. Ez arra utal, hogy a PTS-1 gépezet hatékonyabban teljesít, mint a PTS-2 gépezet. Mivel az egyszerűbb 

PTS-1 szignál több módon és könnyebben tud létrejönni, mint a PTS-2 (2. ábra), valószínűleg ez nagyban 

hozzájárult ahhoz, hogy gyakoribb a PTS-1 szignált hordozó fehérjék előfordulása22. 

 

 
2. ábra: A különböző evolúciós mechanizmusok az új (nem-paralóg) perixoszómális mátrix fehérjék 

létrejöttéhez22. 

A hosszabb N-terminális PTS-2 feltehetően “exon-shuffling” útján keletkezik. Ezzel szemben viszont, a C- 

terminális tripeptidből álló PTS-1 három különböző mechanizmus révén is keletkezhet. 

 

 
 

A PTS-1 szignál és PTS-1 transzlokációs gépezet hatékonyságát a PTS-2-ével szemben az is 

alátámasztja, hogy több filogenetikusan egymáshoz nem kapcsolódó faj pl.: vörös alga, Caenorhabditis 

elegans, Drosophila melangaster csakis a PTS-1 útvonalat használja. Úgy gondolják, hogy ezekben 

a fajokban 
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régebben még létezett a PTS-2 gépezet, de valamikor az evolúció során elvesztették a PTS-2 útvonalat, 

és most már csak a PTS-1 útvonalra hagyatkoznak (2. ábra)47–51. 

1.2.1. PTS-1 transzlokációs gépezet 

A legtöbb peroxiszómális protein PTS-1 szignált hordoz és a PTS-1 útvonalon jut a mátrixba. A 

folyamat során a fehérjék transzlációja és érése után a C-terminálisukon lévő PTS-1 tripeptidet 

citoszolikus receptor fehérje (Pex5p) ismeri fel, és hozzácsatlakozik a PTS-1-et hordozó fehérjéhez, 

ezzel egy fehérje-receptor komplexet létrehozva52–55. A fehérje-receptor komplex a peroxiszómális 

membránhoz vándorol, és ott hozzákötődik a membránba ágyazott dokkoló komplexhez, melyet a 

Pex13p, Pex14p és Pex17p fehérjék alkotnak. Ekkor a dokkoló komplex Pex14p fehérjéje a Pex5p 

receptorral egy átjárható pórust formál. A Pex5p receptor ubiquitinálódik az Uba1p ubiquitin konjugáló 

enzim által, a Pex5p receptorhoz kapcsolt fehérje bejut a mátrixba a póruson áthaladva, az ubiquitinált, 

fehérjecsomagjától megszabadult Pex5p pedig leválik a dokkoló komplexről, amely a pórus 

szétszerelődéséhez vezet. A leválást követően az ubiquitinált Pex5p receptorról az Ubp15p deubiquitináz 

enzim lehasítja az ubiquitint, és a deubiquitinálódott Pex5p receptor újra képes lesz PTS- 1 szignált 

hordozó fehérje befogására (3. ábra)56. Fontos megemlíteni, hogy a transzlokálódó fehérje a peroxiszóma 

mátrixba bekerülés után is megtartja a PTS-1 szignálját szemben más organellumokba történő 

transzlokációval (pl. mitokondrium), melyre az jellemző, hogy a lokalizációs szignál a transzlokáció 

során, vagy a transzlokációt követően lehasad a fehérjéről.56 

 

 
3. ábra: A PTS-1 és PTS-2 szignált hordozó fehérjék bejutása a peroxiszóma mátrixba56. 

Ia: a PTS-1-et hordozó fehérjét a Pex5p ismeri fel; Ib: a PTS-2-t hordozó fehérjét a Pex7p ismeri fel; II: A PTS- 

1 transzlokációs gépezetben a Pex5p a dokkoló komplexhez kapcsolja a receptor-fehérje komplexet (PTS-2 

esetében a Pex18p kapcsolódik a Pex14p-hez); III: Az átjárható pórus létrejön (csak a PTS-1 gépezet pórusa 

van mutatva) és bekerül a mátrixba a fehérje; IV: A PTS-1 gépezet esetén a receptor ubiquitinációjával a pórus 

szétszerelődik 
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1.2.2. PTS-2 transzlokációs gépezet 

Az N-terminálison hordozott PTS-2-vel bíró fehérjéket a citoszolikus Pex7p receptor felismeri és 

kapcsolódik a PTS-2 hordozó fehérjével (3. ábra). Ezt követően, egy másik, ún. társ-receptor, a Pex18p 

(vagy a Pex21p) fehérje kapcsolódik a létrejött komplexhez (3. ábra). Ez a három fehérjéből álló komplex 

fog hozzákötődni azon membránba ágyazott dokkoló komplexhez, melyet a PTS-1 gépezet is használ 

(lásd. 1.2.1. alfejezet) (3. ábra). A különbség az, hogy a társ-receptor (Pex18p receptor) létesít kapcsolatot 

a Pex14p dokkoló komplex alegységgel hasonló módon, ahogy a PTS-1 gépezetben a Pex5p receptor 

kapcsolódik a Pex14p-hez. A Pex18p receptor kapcsolata a Pex14p dokkoló komplex alegységgel pórus 

formáláshoz vezet, melyen át a PTS-2 szignált hordozó fehérje bejut a peroxiszóma mátrixba56. Azt még 

nem tárták fel, hogy milyen mechanizmussal válik le a PTS-2 fehérje a Pex7p receptorról és hogyan 

regenerálódik a Pex7p és Pex18p receptor a következő PTS-2 fehérje kapcsolat létesítéséhez. 

1.3. Ismeretlen PTS-ek és alternatív megoldások 

A peroxiszómában található fehérjék közül sokkal több fordul elő, mint amennyin a jelenleg 

ismert peroxiszómális targeting szignálok valamelyikét azonosítani tudjuk. Ezek a fehérjék nagy eséllyel 

hordozhatnak olyan lokalizációs szignál motívumot, amelyet még nem azonosítottak. Az is lehetséges, 

ahogyan arra példa is van a szakirodalomban57, hogy a kérdéses peroxiszómális fehérje olyan felszíni 

aminosav oldalláncokkal rendelkezik, amely révén fizikailag kapcsolódni tud egy olyan fehérjével, 

amelynek viszont van PTS-ja. Mesterséges heterodimerek létrehozásán keresztül igazolták, hogy a 

heterodimer (vagy akár heterotrimer vagy heterotetramer) molekulákon elég ha az egyik fehérje hordozza 

a PTS-t (ez lehet PTS-1 vagy PTS-2 is)58. A multimer minden tagja kimutatható volt a peroxiszómában58. 

Ezt a peroxiszómális transzlokációs mechanizmust a szakirodalom “piggybacking”- nek nevezi. Mivel a 

“piggybacking” mechanizmus vagy a PTS-1 vagy a PTS-2 transzlokációs gépezettől függ, a gépezet 

valamilyen funkcionális komponensének hiányában (pl Pex5p, Pex7p, Pex18p, Pex14p stb.) a 

“piggybacking” által bejutó fehérje lokalizációja is sérül (4. ábra)59. 



9 
 

 
 

4. ábra: PTS nélküli fehérjék bejutása a peroxiszómába például a PTS-1 gépezetet használva 

“piggybacking” révén59. 

Sötét szürke körök: PTS-el rendelkező fehérje, Világos szürke kör: Pex5p, Fekete négyzet: Pex7p, Világos 

ötszögek: PTS nélküli fehérje 

A PTS-1 szignálokat hagyományosan kanonikus és nem-kanonikus csoportokba sorolhatjuk be. 

A kanonikus csoportban lévő tripeptideknek nevezzük azokat, melyek a leggyakoribbak az 

előfordulásukat tekintve, és általában önmagukban is elégségesek a transzlokációhoz (nem-kanonikus, 

a receptorral gyenge kapcsolatot kialakító motívumok esetén a fehérje bizonyos aminosav oldalláncainak 

segítenie kell a receptorkötést) és az őket alkotó aminosavak hely specifikusak. Az [SA] [RK] [LMI] 

képlettel írhatók le a kanonikus motívumok, ahol az 1-es, a 2-es és a 3-as pozícióban előforduló 

aminosavak minden kombinációban erős és önálló PTS-1 szignálok. Az ilyen tripeptidekből álló PTS-1-

ek nagyobb affinitással kapcsolódnak a Pex5p-hez is, mint a nem-kanonikus csoportba sorolt társaik36,38–

40,54,60–65. A nem-kanonikus PTS-1 tripeptidek egy nem-kanonikus aminosavat hordoznak az egyik 

pozíciójukban66. Ez lehet bármelyik az oda illő lehetséges aminosavak közül, de csakis akkor lehet jelen, 

hogyha a kettő másik aminosav a kanonikus csoportot jellemző aminosav, pl.: QRL, SLM (a nem-

kanonikus aminosav alá van húzva). Az eddig elvégzett összes kísérletes eredmény alátámasztja, hogy a 

PTS-1-ben egy nem-kanonikus aminosav kettő kanonikussal kell, hogy tripeptidet alkosson. Az 5. ábra 

jól szemlélteti ezt a szabályt66. 
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5. ábra: A PTS-1 motívum pozíció specifikus variabilitása22. 

A fekete kockákban a lehetséges kanonikus aminosavak, a szürke kockákban pedig a nem-kanonikus 

aminosavak olvashatók. Az eddigi tapasztalatokból felállított szabály szerint, egy működőképes PTS-1 

tripeptidhez szükséges kettő kanonikus és egy nem-kanonikus aminosav bármilyen sorrendben. A (>) -jel a C- 

terminális végét jelzi a PTS-1 fehérjéknek. 

 

 
 

Köszönhetően az alábbiakban bemutatásra kerülő kutatásoknak a jelenleg ismert szignálok tára 

kibővült (5. ábra), és így a PTS szignálok felismerése és in silico predikciója tökéletesedett. Ennek 

ellenére a PTS szignálok kutatása továbbra is nagy jelentősséggel bír. Bárki gondolhatná, hogy az 

“omikák” korszakában egyszerű az izolált peroxiszóma organellumokban található fehérjék 

proteomjának meghatározása, és a peroxiszómában talált enzimek listába szedése. Mivel a 

peroxiszómákban bizonyos enzimatikus folyamatok nagy erővel működnek, ezen reakciókba résztvevő 

fehérjék dominálnak a kisebb intenzitással folyó reakciókat végző fehérjékkel szemben. Az alul- 

reprezentált fehérjék mennyisége gyakran olyan kicsi, hogy nehéz fehérje gélen észlelni jelenlétüket, 

nem beszélve arról, hogy az azonosításukhoz szükséges egy minimális mennyiség, mely nehezen 

előállítható. Még külön kiélezi a helyzetet az is, hogy a peroxiszóma izolálás előtt egy adott vizsgálati 

körülmény mellett lehetséges, hogy számos metabolikus folyamatban, detoxifikálásban, abiotikus 

stresszválaszban vagy egyedfejlődéshez kapcsolt folyamatban érintett peroxiszómális fehérje egyáltalán 

nem fejeződik ki, így nincsenek prezentálva a peroxiszómákban sem. Ezért elmondhatjuk, hogy még a 

jelenlegi ismereteink is csak a töredékét adják annak a biológiai folyamat repertoárnak, mely a 

peroxiszómákhoz kapcsolhatók. Éppen ezért, továbbra is a leghatékonyabb módszer a peroxiszóma 

biológiai reakció-repertoárjának felderítésére a fehérjék PTS szignáljának in silico azonosítása, melyet 

aztán kísérleti úton bizonyítani lehet. Az 5. ábrán demonstrált szabályszerűség növényi peroxiszómák 

proteom-analízisének és növényi adatbankok in silico elemzését követő kísérletes munkának 

köszönhető. Ezt a két heroikus kutatást foglaljuk össze az alábbiakban. 
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Egy 2011-ben publikált, (növényen végzett) kísérletes vizsgálat során az Arabidopsis thaliana 

izolált peroxiszómáin végeztek el proteom elemzést. Mivel a modellszervezet teljes genomja ismert volt, 

az azonosított fehérjéket kódoló géneket is visszafejtették67. A peroxiszómából izolált mintában 302 

fehérjét azonosítottak, melyek közül 65 fehérjéről vagy annak más növényben vizsgált ortológjáról volt 

csak kísérletes igazolás a szakirodalomban arra vonatkozóan, hogy a fehérje peroxiszómális eredetű. Az 

azonosított fehérjék C-terminális szekvenciáinak összehasonlító elemzése után az eddig ismert PTS-1 

tripeptideken kívül további PTS-1 tripeptideket valószínűsítettek. Ezt követően a különböző, eddig nem 

vizsgált motívumokat hordozó fehérjék egy-egy reprezentánsán, illetve szignált egyáltalán nem hordozó 

16 fehérjén fluoreszcens protein jelölést követően vizsgálták a fehérjék lokalizációját67. A tanulmány 

nagyban hozzájárult az 5. ábrában demonstrált szabályszerűség leírásához. Ezen kívül azonosítottak 3 

olyan peroxiszómális fehérjét, amely semmilyen felismerhető lokalizációs szignált nem hordoz67. 

Reumann és mtsai. munkájával67 egyidőben egy másik kutatás is zajlott, melyben az addig ismert 

mintegy 60 A. thaliana PTS-1 fehérje ortológjait összegyűjtötték az elérhető adatbázisokból39. Mintegy 

2500 fehérje gyűlt össze az akkor rendelkezésre álló 260 növényfaj EST és prediktált fehérje 

adatbázisaiból39. Azt feltételezve, hogy a vélhető ortológok szintén peroxiszómális fehérjék, az 

ortológok C-terminális végeinek összehasonlító elemzésével az addig ismert PTS-1 tripeptid motívumok 

számát tovább tudták bővíteni 23-al, melyekből 18 hitelességét in vivo intracelluláris lokalizáció 

vizsgálattal alá is támasztották (enhanced-YFP fúziós proteinek kifejeztetését követő fluoreszcens 

mikroszkópiával)39. Az SCL, SYM, IKL, KRL és AHL tripeptideket növényi peroxiszómális 

lokalizációs szignálokként írták le. Ez a munka szintén nagyban hozzájárult az 5. ábrán demonstrált PTS-

1 tripeptid szabályszerűségének felderítéséhez. 

1.4. Gombák peroxiszómális fehérjéi 

A gombák peroxiszómáinak kutatásában nagy segítséget jelentett a Saccharomyces cerevisiae 

élesztőgomba modellszervezeten végzett kutatás, melyet a S. cerevisiae-n alkalmazható széles 

molekuláris eszköztár és genomjának ismerete tett lehetővé. Átfogó tanulmányok, mint például az 

olajsavban történő növekedés során jellemző transzkriptom analízise68, a genomban kódolt fehérjék 

75%-át lefedő fehérjének a Gfp-fúziós konstrukcióját kifejező törzsgyűjtemény fluoreszcens 

mikroszkópos vizsgálata69, vagy nagy tisztaságú peroxiszómális frakciók proteom analízise70,71 nagyban 

hozzájárult a gomba peroxiszómák funkciójának feltárásához. Filogenetikai vizsgálatok alapján az eddig 

ismert élesztő peroxiszómális fehérjék nagy része eukarióta, vagy alfa- proteobaktérium eredetű, és 

vannak olyanok, melyeknek eredetét még nem tárták fel (6. ábra)11. A S. cerevisiae peroxiszómáiban 

található enzimek elsősorban az aminosav anyagcserében és a zsírsavak 
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oxidációjában vesznek részt, valamint az ezen folyamatok során keletkezett reaktív oxigéngyökök 

neutralizálásában (6. ábra). Más élesztőfajok esetén, melyek számos szokatlan szén és szerves 

nitrogénforrás hasznosítására specializálódtak, a peroxiszómákban a S. cerevisiae-től teljesen eltérő 

metabolikus folyamatok figyelhetőek meg72. Például a metilotróf élesztőfajok (pl.: Candida boidinii, 

H. polymorpha, P. pastoris) peroxiszóma fejlődést indukálnak ha egyedüli szénforrásként metanolon 

növekednek. Ezekben a peroxiszómákban a metanol anyagcserében közreműködő enzimek dominálnak, 

például az alkohol-oxidáz és a dihidroxiaceton-szintáz, amelyek a sejt teljes fehérjetartalmának akár 

70%-át is kitehetik. A fonalas gombákban a peroxiszómák számos bioszintetikus szerepet is betölthetnek. 

A penicillin bioszintézisének utolsó lépései például a peroxiszómában történnek a P. chrysogenum-ban72. 

Ezen kívül a peroxiszómák a biotin szintézisben, poliamin metabolizmusban és toxinok termelésében is 

részt vesznek24,73–78. 

 

 

 

 
6. ábra: A S. cerevisiae peroxiszómális proteomja és anyagcseréje a proteomikai adatok 

alapján11. 

A körvonal a peroxiszóma membránját jelöli. A négyzetekben a fehérjék nevei szerepelnek. A nyilak 

és a reakciókomponensek a metabolikus lépéseket jelölik. A színkódok az egyes fehérjék evolúciós 

eredetét jelzik. Zöld: alfa-proteobaktérium eredetű; sárga: eukarióta eredetű; fehér: még nem- 

meghatározott eredetű. 
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A S. cerevisiae modellszervezetben számos peroxiszómához kötött biológiai folyamatot 

azonosítottak, a növényeken alkalmazható vizsgálatokhoz képest sokkal nagyobb áteresztőképességű 

módszereket alkalmazva69. Azonban a gombák sokfélesége és a fenti példák által bemutatott metabolikus 

diverzitás miatt, a teljes lehetséges gomba peroxiszóma fehérje repertoár megfejtéséhez a megoldást egy 

tökéletessé fejlesztett PTS lista létrehozása és az in silico predikció jelenthet. A növényi PTS kutatások 

során felbukkant a SYM C-terminális triplet, melyet növényspecifikusnak gondolnak39. A nagy 

áteresztőképességű S. cerevisiae kutatások során nem találtak SYM motívummal rendelkező fehérje, de 

azért a gombák metabolikus diverzitása okán nem kizárt, hogy akár gombákban is létezhet ez a szignál. 

Laborunkban az Aspergillus nidulans fonalas gomba modellszervezet tanulmányozásával foglalkozunk. 

A S. cerevisiae-hez hasonlóan az A. nidulans is kiváló modellszervezet, melynek a genomja haploid és 

könnyen manipulálható, szexuális és paraszexuális életciklussal is rendelkezik, és számos auxotróf 

mutáns áll rendelkezésre. Az in silico elemzéseink alapján két fehérjét is kódol, melynek a C-

terminálisán SYM motívum található. Ennek tükrében felvetődik az a kérdés, hogy vajon a SYM 

motívum PTS szignálként viselkedik-e gombákban. Munkám ezen kérdés megválaszolására fókuszál. 
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2. CÉLKITŰZÉS 

Célul tűztük ki, hogy a növényekben azonosított ritkán előforduló SYM PTS-1 szignál működését 

megvizsgáljuk A. nidulans fonalas gomba modellszervezetben SYM epitóppal jelölt Gfp fehérje 

lokalizációjának vizsgálatával, valamint az A. nidulans-ban előforduló C-terminális SYM motívumot 

hordozó AN1402 és AN5316 fehérjék intracelluláris lokalizációjának vizsgálatával. 

A feladat elvégzését SYM epitóppal ellátott Gfp gén integratív expressziós vektorba történő 

klónozásával és A. nidulans-ba transzformálásával terveztük végrehajtani. 

A C-terminális SYM motívumot hordozó A. nidulans fehérjék intracelluláris lokalizációjának 

vizsgálatához pedig a szóban forgó fehérjék N-terminális Gfp fúziós konstrukciójának létrehozását 

terveztük, majd azok expressziós integratív vektorba történő klónozását követően a vektorok A. 

nidulans-ba transzformálását és a transzformánsok fluoreszcens mikroszkópos vizsgálatát terveztük. 
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3. ANYAG ÉS MÓDSZERTAN 

 

 

3.1. Felhasznált törzsek 
 

E. coli JM109 genotípusa: endA1, recA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (r – m +), e14– (mcrA–), supE44, 
K K 

relA1, ∆(lac-proAB)/F’[traD36, proAB+ lacIq, lacZ ∆ M15] 

A. nidulans HZS. 572 genotípusa: pantoB100 biA1 pabaA1 veA1 (riboB2)  és pDsRed-SKL-argB 

plazmid 1 kópiában integrálódva 

 
 

3.2. Tápközegek 

 
3.2.1 Luria-Bertani (LB) tápközeg 

1% (m/V) NaCl; 1% (m/V) tripton; 0,5% (m/V) élesztő kivonat; 2,5% (m/V) agar szilárd tápközeg 

esetén; 50 µg/ml ampicillin, transzformáns E. coli telepek szelektálása esetén 

 

3.2.2. A. nidulans minimál tápközeg 

2 (V/V%) sóoldat; 1% (m/V) glükóz; 2,5 % (m/V) agar; 10 mM NaNO3 nitrogénforrással és a 

szükséges vitaminnal kiegészítve; (pH=6,8) 

 

3.2.3. A. nidulans komplett tápközeg 

2% (V/V) sóoldat; 1% (m/V) glükóz; 0,1% (m/V) élesztő kivonat; 0,2% (m/V) pepton; 0,15% (m/V) 

kazaminosavak (pH=6,8); 2,5% (m/V) agar szilárd tápközeg esetén; 1% (V/V) komplex vitamin keverék 

 

3.2.4. A. nidulans szacharózos minimál táptalaj 

2% (m/V) NaCl; 1% (m/V) glükóz; 34,2% (m/V) szacharóz; 10 mM NaNO3; 2,5% (m/V) agar; top 

agar készítése estén 1% (m/V) 

 

 
3.2.4. Sóoldat79 

26% (m/V) KCl; 26% (m/V) MgSO4×7H2O; 76% (m/V) KH2PO4; 5% (V/V) nyomelem törzsoldat 

 

 

3.2.5. Nyomelem-törzsoldat79 

40 mg/l Na-borát (Na2B4O7×10H2O); 400 mg/l CuSO4×5H2O; 714 mg/l FePO4; 728 mg/l 

MnSO4×H2O; 800 mg/l Na2MoO4×2H2O; 8 mg/l ZnSO4×7H2O 
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3.2.6. Komplex vitamin keverék 

200 µg/ml pantoténsav; 200 µg/ml para-amino-benzoesav; 250 µg/ml riboflavin; 5 µg/ml piridoxin; 2 

µg/ml biotin; 10 µg/ml tiamin 

 

 

3.3. Felhasznált anyagok 

 
3.3.1. GET oldat 

25 mM TRIS (pH=7,5); 10 mM EDTA (pH=8); 0,9% glükóz; 1 mg/ml lizozim 

 
3.3.2. Alkalikus SDS 

2% SDS; 0,2 M NaOH 

 

3.3.3. High salt 

3 mM K-acetát; 11,5% jégecet; pH=4,6 

 
3.3.4. Agaróz gélelektroforézishez felhasznált anyagok 

1×TAE puffer (tris-acetát-EDTA); 0,8% (m/V) agaróz; 5 µg/ml EtBr; 6×loading oldat (Thermo 

Scientific); GeneRulerTm 1 Kb DNA ladder (Thermo Scientific) 

 

3.3.5. TAE puffer (50x) 

40 mM Tris-HCl; 20 mM ecetsav; 1 mM EDTA; pH=7,5 

 
 

3.4. Módszerek 

 
3.4.1. Polimeráz láncreakciók és a transzformáló vektorok elkészítéséhez felhasznált oligonukleotid 

indítószekvenciák. 

A polimeráz láncreakciók reakcióelegyét a Phusion Hot Start II High-Fidelity DNS polimeráz 

felhasználásával állítottuk össze (Thermo Scientific) a mellékelt gyártói utasítások szerint 50 µl 

végtérfogatban, az alábbiak szerint: 1X Phusion HF puffer; 0,2-0,2 mM dNTP; 0,5 µM forward és reverz 

primerek; 50-250 ng DNS templát; 0,02 U/µL Phusion Hot Start II High-Fidelity DNS Polimeráz 

 
A PCR során alkalmazott reakciókörülmények a következők voltak: 98 °C, 30 s elődenaturáció; 

98 ºC, 10 s denaturáció; 58-72 ºC, 30 s hibridizáció; 72 ºC, mérettől függően 30 s-3 perc polimerizáció 

(30 s /1 kb szintézis sebességgel számolva); 72 ºC, 1-6 perc utópolimerizáció 



17 
 

A pAN-HZS-22, pAN-HZS-23, pAN-HZS-29 és a pAN-HZS-30 transzformáló kazetták 

létrehozásához felhasznált primerek listáját az 1. táblázat összegzi. 

1.táblázat: Jelen munka során alkalmazott indítószekvenciák 
 

1pGpd int frw 5'-cagtatattcatcttcccatccaagaac-3' 

22 gfp linker kim rev 5'-caagatcgactgtatcaataagcttgtacagctcgtccatgccgtg-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 NcoI start frw 5'-ttttttttccatggtgagcaagggcgaggagc-3' 

AN1402 NotI rev 5'-ttttttttgcggccgctcacatatagcttggttttagtccctg-3' 

AN5316 BamHI rev 5'-ttttttttggatccctacatgtacgacggcttgtggc-3' 

GFP-SRL-BamHI R 5'-ttttttttggatccttaTAACCGCGActtgtacagctcgtccatgccg-3' 

GFP-SYM BamHI R 5'-ttttttttggatccttaCATATAACTcttgtacagctcgtccatgccg-3' 

A dőlt szekvencia részek a kiméra primerek 5’ végére tervezett kiméra szekvenciákat, az aláhúzott 

szekvenciarészek a primerek 5' végére épített restrikciós endonukleáz felismerő motívumokat, míg a 

nagybetűvel írt részek a kanonikus SRL és a tesztelendő SYM motívumokat jelölik. 

3.4.2. PCR termékek tisztítása 

Az „E.Z.N.A. ® Cycle Pure Kit”-tel (Omega, Bio-tek), a mellékelt gyártói utasításokat követve 

a PCR termékeket megtisztítottuk a PCR reakcióelegy komponenseitől. A visszanyert termékek 

mennyiségét DNS gélelektroforézissel ellenőriztük. 

 

3.4.3. Tisztított PCR termékek emésztése, izolálása és vektorba ligálása 

A tisztított PCR-termékeket további PCR amplifikációk során, vagy emésztési reakciókban 

használtuk fel. Klónozáshoz az amplikonokat a gyártó utasításai alapján restrikciós endonukleázzal 

(Thermo Scientific) emésztettük, majd a megfelelő méretű DNS-fragmentumot a „GeneJET Gel 

Extraction Kit” (Thermo Scientific) segítségével gélből visszaizoláltuk. T4 ligáz (Fermentas) 

felhasználásával a tisztított termékeket a szintén restrikciós endonukleázzal emésztett, gélből 

visszaizolált pAN-HZS-1 vektorba építettük. 

 

3.4.4. Agaróz gélelektroforézis 

A PCR termékek méretét és mennyiségét agaróz gélelektroforézissel ellenőriztük le. A 

reakcióelegyekből 1 µl-t 0,8% (m/V)-os agaróz gélen futtattunk meg 1×TAE pufferben, 100 V 

feszültségen, Bio-Rad horizontális gélelektroforézis készülékkel. A DNS-t a gél 5 µg/ml etidium- 



18 
 

bromid tartalma és a DNS-be történő interkalálódása okán UV fény alatt vizualizáltuk. A méretek 

meghatározhatóságához „GeneRuler 1 Kb DNA ladder” DNS molekulasúly markert is futtattunk a gélen. 

3.4.5. E. coli elektrokompetens sejt készítése elektroporációval történő transzformációhoz 

A vektorkonstrukciók felszaporításához JM109 E. coli elektrokompetens sejteket készítettünk. 

Ampicillinnel kiegészített LB táptalajon egyedi telepeket izoláltunk, majd egy kolóniát 2 ml LB 

tápoldatba oltottunk, és 37 °C-on, egy éjszakán át, 180 rpm-mel rázattuk. Másnap a tenyészetből 1 ml-t 

100 ml LB tápoldatba oltottunk, amit 37 °C-on addig rázattunk, míg a tenyészet optikai denzitása (OD) 

600 nm-en elérte a 0,5-0,9 közötti értéket. A sejteket 4 °C-on 5000 rpm, 10 perc centrifugálással 

összegyűjtöttük, majd 3-szor 20 ml jéghideg steril desztillált vízzel, és 10 ml 10% jéghideg glicerol 

oldattal mostuk. A sejteket végül 10% hideg glicerol oldatba szuszpendáltuk, majd 80-80 µl-eket 1,5 ml 

mikrocentrifuga csövekbe adagoltunk. A transzformálásra kész sejteket felhasználásig -80 °C-on 

tároltuk. 

 

3.4.6. E. coli transzformáció elektroporációval 

A 3.4.5. pontban leírt módon előállított elektrokompetens sejteket pár perc alatt jégen 

kiolvasztottuk, majd összekevertük 7,5 µl ligálási reakcióeleggyel. Az elegyet 1 mm résméretű előhűtött 

elektroporátor küvettába (Cell Project) pipettáztuk, és BioRad elektroporátor készülék Eco1 programját 

alkalmazva elektrosokkoltuk. Ezt követően a sejtekre azonnal 800 μl LB tápoldatot mértünk. A sejteket 

30 percig, 37 °C-on inkubáltuk, majd 100 μl mintát ampicillinnel kiegészített LB táptalajra szélesztettük. 

A visszamaradó oldatból a sejteket 5000 rpm 5 perces centrifugálással összegyűjtöttük és kiszélesztettük. 

A csészéket 37 °C-on egy éjszakán át inkubáltuk. 

 

3.4.7. Plazmid DNS kivonás E. coli transzformáns törzsekből 

Az ampicillines LB táptalajon egyedi telepeket képző E. coli transzformánsokat 2 ml 

ampicillinnel kiegészített LB tápoldatba oltottuk. Egy éjszakán át tartó inkubációt követően (37 °C, 180 

rpm rázatás) a sejteket mikrocentrifuga csőbe öntöttük, majd 5000 rpm-el 5 perc centrifugálással 

összegyűjtöttük. A sejteket 100 µl lizozimes GET oldatba szuszpendáltuk. A homogén mintákhoz 200 

µl alkalikus SDS oldatot mértünk, hogy feltárjuk a sejteket, majd óvatos billegtetés után 150 µl „High 

Salt” oldattal kicsapódott a genomi DNS-t. A mintákat 25 percig jégen inkubáltuk, majd a képződött 

fehér csapadékot 13000 rpm, 10 perc centrifugálással ülepítettük. A felülúszókat megegyező mennyiségű 

kloroform-izoamilalkohol (24:1) oldattal vortexeltük és 10 perc centrifugálást követően (13000 rpm) a 

felső, vizes fázist pipettával összegyűjtöttük, és a plazmid DNS tartalmukat megegyező térfogatú 

izopropanol hozzáadásával kicsaptuk. Vortexelést követően az elegyet 1-2 órán át -20 °C-on 



19 
 

inkubáltuk, majd a DNS-t centrifugálással ülepítettük (10 perc, 13000 rpm). A pelletet 500 µl 70%-os 

etanollal mostuk, majd szobahőmérsékleten beszárítottuk. A plazmid DNS-t 0,05 mg/ml RNáz oldatban 

feloldottuk, és restrikciós endonukleázzal emésztettük másfél órán át. A megfelelő klónokat agaróz 

gélelektroforézis segítségével azonosítottuk. Nagyobb mennyiségű plazmid DNS kivonáshoz a 

kiválasztott transzformánsok 2 ml ampicillines LB-ben nevelt tenyészetéről 100 ml ampicillines LB 

tápoldatba oltottunk és 37 °C-on történő 14 órás rázatás után a tenyészetből „Midi Plus Ultrapure Plasmid 

Extraction System” Kit-tel kivontuk a plazmid DNS-t a gyártó utasításai alapján (Viogene). A 

preparátumokból 5-10 µg mennyiségű plazmid DNS-t használtunk A. nidulans transzformálására. 

 

3.4.8. A. nidulans transzformálás80 

Az A. nidulans transzformálásához celofánnal fedett komplett táptalaj felszínén 14-16 óra alatt 

különálló telepeket neveltünk 37 °C-on81,82. A celofánokat hármasával, fejjel lefelé steril Petri-csészékbe 

helyeztük, és 0,7 M KCl oldatban oldott, 7,5 mg/ml Glucanex enzimkeverékben (Novozym) inkubáltuk 

a protoplasztok megjelenéséig. A celofánok felszínéről a 0,7 M-os KCl oldattal lemostuk a sejtfal nélküli 

sejteket, majd a micéliális szennyeződésektől 75-100 µm rácsszerkezetű nylon filteren való szűréssel 

szabadultunk meg. A protoplasztokat üveg centrifuga csőben ülepítettük (4000 rpm, 25 perc, 14 °C), 

majd 10 ml KCl oldattal történő átmosás után 1 ml 0,7 M KCl-ban felszuszpendáltuk. A protoplaszt 

koncentrációt Bürker-kamra segítségével megállapítottuk és 5×106 sejtet 2500 rpm-en 6 perc alatt 

ülepítettünk és transzformáltunk. A transzformáláshoz az ülepített protoplasztokat 200 µl TN1 oldatban 

szuszpendáltuk fel, majd 55 µl TN2 oldatot és 5-10 µg DNS-t mértünk hozzá. A mintákat 30 percig jégen 

hagytuk, majd 1 ml TN2 oldattal elegyítettük. Szobahőmérsékleten 5 perc inkubálást követően 10 ml 0,7 

M KCl oldattal mostuk a transzformánsokat és a protoplasztokat centrifugálással ülepítettük (4000 rpm, 

25 perc, 14 °C). A pelletet 1 ml KCl oldatban szuszpendáltuk fel, majd 50 ml 40 °C-os (vitaminokkal a 

céloknak megfelelően kiegészített) szacharózos minimál táptalajon (1% agarral) elkeverve 10 db 

(vitaminokkal a céloknak megfelelően kiegészített) szacharózos minimál táptalaj felszínére oszlattuk. A 

szelekciós markergént (pantoB+) hordozó vektorkonstrukciók sikeres beépülése esetén 3 nap elteltével 

(37 °C) transzformáns telepeket gyűjtöttünk. 

 

3.4.9. Fluoreszcens mikroszkópozás 

A Gfp-vel fúzionáltatott SYM, SRL, AN1402 és AN5316 fehérjék intracelluláris lokalizációját 

fedőlemezen csíráztatott micéliumok vizsgálatával határoztuk meg a következőképpen: a steril 

fedőlemezeket 10 ml, minimál tápoldatot tartalmazó Petri-csésze aljára süllyesztettük, majd ezek 

felületére 104 db konídiumot cseppentettünk, amelyeket 25 °C-on, egy éjszakán át inkubáltunk. A 
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fedőlemezekre tapadt, kicsírázott micéliumot „Zeiss Axioobserver 7 Axiocam 503 mono detector” 

fluoreszcens mikroszkóp 09 (DsRed) és 15 (Gfp) filterkészletével vizsgáltuk. 
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4. EREDMÉNYEK 

4.1. Az AN5316 és AN1402 fehérjék in silico domén elemzése 

A két C-terminális SYM motívumot hordozó A. nidulans fehérje in silico domén vizsgálatát a 

Pfam doménkereső alkalmazással vizsgáltuk (https://pfam.xfam.org/). 

Az AN1402 fehérje esetén egy enzimaktivitáshoz kapcsolható funkcionális domént 

azonosítottunk, mely a maltóz acetil transzferáz domén családba tartozik (pfam azonosítója: PF12464). 

Az AN5316 fehérjének nincs ismert doménje. 

 
 

4.2. A Gfp SYM és SRL motívummal történő jelölése, fúziója AN5316-tal és 

AN1402-vel, majd klónozása pAN-HZS-vektorba 

Ahhoz, hogy válaszoljunk arra a kérdésre, hogy a C-terminális SYM motívum a növényekhez 

hasonlóan a gombákba is bejuttatja-e a fehérjéket a peroxiszómába, a Gfp riporter fehérje használatával 

terveztünk egy lokalizációs vizsgálatot elvégezni. Ehhez a Gfp C-terminálisára SYM motívumot 

építettünk, a motívumot a stop kodon előtt hordozó reverz primert használó PCR alkalmazásával és a 

PCR termék expressziós vektorba történő klónozásával (lásd alábbiak). Pozitív kontrollként ugyanígy 

jártunk el, csak a Gfp C-terminálisára az ismert kanonikus SRL PTS-1 motívumot építettük (lásd 

alábbiak). Azért, hogy további bizonyítékul szolgáljunk arra, hogy a SYM hordozása a C-terminálison 

peroxiszóma lokalizációt eredményez, létrehoztuk az A. nidulans-ban azonosított mindössze két SYM 

C-terminális motívummal rendelkező fehérje N-terminális Gfp fúziós kontrukcióját és transzformálást 

követően ezek lokalizációjának vizsgálatát. Az alábbiak szerint építettük meg a transzformáló 

konstrukciókat. 

A klónozáshoz használt A. nidulans integratív kiindulási vektor (pAN-HZS-1) a gpdA gén 

konstitutív promóterét (PgpdA) hordozza, mely a klónozott gének folyamatos transzkripcióját biztosítja 

fejlődési állapottól, az alkalmazott szén- és nitrogénforrástól, vagy környezeti tényezőktől függetlenül. 

Az SRL és SYM epitóppal jelölt Gfp-t kódoló szekvencia létrehozásához „5gfp NcoI start frw” 

forward primer és „GFP-SRL-BamHI R” reverz primer (Gfp-SRL esetén), illetve „GFP-SYM-BamHI 

R” reverz primer (Gfp-SYM esetén) használatával PCR reakciót hajtottunk végre a Gfp kódoló 

szekvenciáját hordozó pAN-HZS-1 plazmid DNS-t használva templátként. A PCR termékeket, valamint 

a pAN-HZS-1 vektort NcoI-BamHI-el emésztettük, és agaróz gélen történő elektroforézist követően az 

emésztett fragmentumok DNS tartalmát a gélről visszaizoláltuk, majd a PCR termékeket ligáltuk a 

vektorba. A ligálási reakciók E. coli-ba transzformálását követően az ampicillines LB tápoldaton 

szelektált transzformánsok plazmid DNS tartalmát izoláltuk és a plazmid DNS-ek NcoI- BamHI 

emésztésével és agaróz gélelektroforézisével azonosítottuk a sikeres klónokat. A Gfp-SRL-t 
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hordozó vektort pAN-HZS-22-nek, a Gfp-SYM-et hordozó vektort pAN-HZS-23-nak neveztük el 

(7. ábra). 

Az AN5316 és AN1402 fehérjék esetén a Gfp-t a fehérjék N-terminálisával fúzionáltuk úgy, hogy 

a fúziós partnerek közé 6 összekötő, ún. linker aminosavat építettünk (a linker szekvenciáját az érintett 

primerek az 5’ végükön hordozták). A fúziót nem klónozással, hanem a gfp és AN5316, illetve gfp és 

1402 individuális PCR termékek „double-joint PCR” módszerrel83 történő összeszerelésével valósítottuk 

meg. A gfp komponens PCR-éhez az „1pGpd int frw” és „22 gfp linker kim rev” primereket használtuk, 

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 

agaróz gélelektroforézist követően gélből visszaizoláltuk, majd 

„double-joint PCR” reakcióban használtuk fel templátként, a gfp komponenssel specifikus forward („5 

gfp NcoI start frw”), valamint az AN5316, illetve AN1402 komponensre specifikus reverz primerekkel 

(„AN5316 BamHI rev” és „AN1402 NotI rev”). A „double-joint PCR” reakció első ciklusában a két 

individuális komponens az átfedő szekvenciatartalmuknál fogva egymás primereiként fognak viselkedni, 

és a DNS polimeráz feltölti mind a két DNS szál hiányzó komplementerét. A második ciklustól már ez 

az összeszerelt molekula templátként szolgál a további ciklusokban és amplifikálódik a reakcióelegy 

forward és reverz primerei által. Az így felszaporított Gfp-AN5316 fúziós terméket NcoI-BamHI, a Gfp-

AN1402 fúziós terméket pedig NcoI-NotI restrikciós endonukleázzal emésztettük és NcoI-BamHI, 

illetve NcoI-NotI emésztett pAN-HZS-1 vektorba klónoztuk. A Gfp-AN5316-t kifejező vektort pAN-

HZS-29-nek, a Gfp-AN1402-t kifejező vektort pedig pAN-HZS-30-nak neveztük (7. ábra). 
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7. ábra: A transzformációs vektorok vázlatos ábrázolása, amelyeket az A. nidulans-ban előforduló SYM- 

motívum és a C-terminális SYM motívumot hordozó fehérjék intracelluláris lokalizációjának 

vizsgálatához és kontrollként használtunk fel. 

 
Az eredeti pAN-HZS-1 vektort használtuk a pAN-HZS-22 (SRL epitóppal jelölt Gfp (kontroll)), pAN-HZS-23 

(SYM epitóppal jelölt Gfp), pAN-HZS-29 (AN5316 fehérjével fúzionált Gfp) és a pAN-HZS-30 (AN1402 

fehérjével fúzionált Gfp) vektorok elkészítéséhez. A klónozáshoz használt egyedi restrikciós motívumok 

láthatóak a körkörös sémák mellett. A színes nyilak a vektorok releváns komponenseit mutatják, a nyílhegyek az 

orientációt jelzik. A vektorok nevei és méretei a körkörös sémákon belül találhatók. pUC18: standard E. coli 

vektor; PgpdA: A. nidulans-ból származó gpdA gén (gliceraldehid-3-foszfát-dehidrogenázt kódoló gén) 

konstitutív promótere; gfp: a Gfp (zöld fluoreszcens fehérje) kódoló génje; Ttrpc: A trpC gén (triptofán 

bioszintézis génje) terminációs szekvenciája A. nidulans-ból; pantoB: A. nidulans-ból származó vad típusú 

pantoB gén (a pantoténsav bioszintézis génjét kódolja), amely szelekciós markergénként szolgál a 

transzformációhoz 

4.3. A keletkezett vektorok transzformálása A. nidulans-ba 

A transzformációhoz létrehozott pAN-HZS-22, pAN-HZS-23, pAN-HZS-29 és pAN-HZS-30 

vektorok maxi-preparátumát „pDsRed-SKL-argB” expressziós plazmidot integrált pantoB100 biA1 

pabaA1 genotípusú A. nidulans törzsbe (HZS. 572) transzformáltuk. Az SKL epitóp (kanonikus PTS-1 

motívum) a DsRed piros fluoreszcens fehérjét a peroxiszómába irányítja, így a peroxiszómák piros 
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fluoreszcens jelet mutatnak. Mivel a vektorokban jelen van a szelekciót szolgáló pantoB+ markergén, 

csak azok a protoplasztok tudnak telepet képezni a pantoténsavat nem tartalmazó szelekciós táptalajon, 

amelyekbe a transzformáló vektor beépült a genomba. A transzformálások eredményeként az SRL- Gfp-

t kifejező transzformánsokból 3 törzset, a SYM-Gfp-t kifejező transzformánsokból 4 törzset, a Gfp-

AN5316-ot kifejező transzformánsokból 8 törzset, míg a Gfp-AN1402-őt kifejező transzformánsokból 

1-et sikerült izolálnunk. A transzformánsokból ezután monoklonális tisztatenyészetet hoztunk létre és 

fluoreszcens mikroszkóppal vizsgáltuk az epitóp jelölt Gfp fúziós fehérjék lokalizációját. 

 
4.4. Epitóppal jelölt GFP fúziós fehérjék intracelluláris lokalizációjának vizsgálata 

A transzformáns törzsek monoklonális tenyészeteiről gyűjtött konídiospórákat fedőlemezen, 

minimál tápoldatba süllyesztettük, majd az inkubációt követően a fiatal, primér hifákat mutató 

tenyészetekből mikroszkópos preparátumokat készítettünk és vizsgáltunk fluoreszcens mikroszkópban. 

Mivel a Gfp-fúziós konstrukciók olyan A. nidulans recipiens törzsbe lettek transzformálva, melyek 

transzgenikusan SKL-el jelölt (C-terminálison) DsRed fehérjét fejeztek ki, ezért a peroxiszómák a 

transzformáns törzsekben piros fluoreszcenciát mutatnak. A transzformáns törzsek genomjába beépült 

transzgenikus Gfp-fúziós konstrukciók kifejeződésekor zölden fluoreszkáló jelet kaptunk, melynek 

lokalizációját összevetettük a piros fluoreszcenciát kibocsájtó peroxiszómák lokalizációjával. A 

kontrolként SRL (kanonikus PTS-1) epitóppal (C-terminálison) jelölt Gfp-t kifejező mindhárom 

transzformánsban a zöld fluoreszcens jel egybeesett a peroxiszómák piros fluoreszcens jelével (8. ábra). 

A tesztelendő SYM epitóppal (C-terminálison) jelölt Gfp-t kifejező 4 transzformáns mindegyikében a 

zöld fluoreszcens jel egybeesett a peroxiszómák piros jelével (8. ábra). Ez önmagában igazolta, hogy a 

C-terminálison prezentált SYM egy működő PTS-1 szignál. Az A. nidulans in silico elemzésével 

azonosított két, SYM C-terminális motívumot hordozó AN1402, illetve AN5316 fehérjék N-terminális 

Gfp fúziós konstrukcióinak transzgenikus kifejeződése az összes transzformánsban a Gfp jel 

peroxiszómákkal történő kolokalizációját mutatta (8. ábra). Ezek az eredmények egyrészt igazolták, 

hogy a SYM motívumot nem csak a növények, hanem a gombák PTS- 1 gépezete is felismeri és bejuttatja 

a peroxiszóma mátrixába, másrészt pedig két eddig nem vizsgált fehérje peroxiszómális lokalizációját is 

igazoltuk A. nidulans-ban. 
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8. ábra: A Gfp-SRL, Gfp-SYM, Gfp-AN5316 és Gfp-1402 fúziós fehérjék intracelluláris 

lokalizációjának vizsgálata fluoreszcens mikroszkópiával 

GFP-SRL: SRL epitóppal jelölt Gfp (kontroll); GFP-SYM: SYM epitóppal jelölt Gfp; GFP- 

AN5316: Gfp-vel fúzionált AN5316 fehérje; GFP-AN1402: Gfp-vel fúzionált AN1402 fehérje. A 

fedőlemezekre oltott konídiospórákat 25 °C-on, egy éjszakán át inkubáltuk minimál tápoldatban. A 

preparátumokat „Zeiss Axioobserver 7 Axiocam 503 mono detector” fluoreszcens mikroszkóp 09 

(DsRed) és 15 (Gfp) filterkészletével vizsgáltuk. 

 

 

A továbbiakban tervezzük a transzformánsok genomi DNS-ének tisztítását és a transzgén 

kópiaszám vizsgálatát (qPCR-ral). Mivel két eddig nem vizsgált funkciójú fehérje intracelluláris 

lokalizációját igazoltuk, ezt követően érdekes lenne a fehérjék élettani szerepét is megvizsgálni a kódoló 

gének deléciójával és a deléciós törzsek fenotípus vizsgálatával. 
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5. EREDMÉNY ÖSSZEFOGLALÁS 

Annak ellenére, hogy évtizedek óta kutatják a peroxiszómális funkciókat, napjainkban is csak a 

peroxiszómákban történő reakciók töredékét ismerjük. Ezek főleg a dominánsan előforduló reakciók. A 

fajspecifikus, vagy speciális környezeti körülményeket igénylő növények és gombák metabolikus 

sokszínűsége miatt azonban számos olyan folyamat köthető a peroxiszómákhoz, melyekről sem 

számukat tekintve, sem pedig a reakciókban résztvevő fehérjéket tekintve még nincsenek adataink. Mind 

a mai napig akad egy újabb és újabb biológiai folyamat, melyről kiderül, hogy a peroxiszómában zajlik. 

Ilyen például a 6-hidroxi nikotinsav átalakítása 2,5-dihiroxi piridénné A. nidulans-ban, melyet a 

nikotinsav katabolikus útvonal egyik enzime, a HxnX enzim (6-hidroxi nikotinsav monooxigenáz) 

végez84. A peroxiszómális lokalizációs vizsgálatok igen nagy jelentőséggel bírnak, mert bár léteznek 

olyan mikroba modellszervezetek (S. cerevisiae), melyeken nagy áteresztőképességű kísérletes 

módszerekkel fel lehet térképezni a peroxiszómákban lokalizálódó fehérjéket69, a tesztorganizmusok 

többségében (akár növény, akár gomba) ilyen technikák nem alkalmazhatóak, a biztos predikciót pedig 

csak egy tökéletesített PTS motívum lista segítheti elő. Ilyen körülmények között felkeltette 

érdeklődésünket egy növényekre specifikus, ritkán előforduló PTS-1 szignál, a SYM39. A S. cerevisiae 

modellszervezetben nincs fehérje, melynek a C-teminálisa a SYM motívumot hordozza, ezért a nagy 

áteresztőképességű vizsgálatoknál nem is került fel kérdésként, hogy vajon PTS-ként működik-e 

gombákban is a SYM motívum? Az A. nidulans annotált genomjának in silico átvizsgálásával összesen 

két olyan fehérjét tudtunk azonosítani, melyek C-terminálisán SYM motívum található (AN1402 és 

AN5316). Ezért felvetődött annak a lehetősége, hogy a SYM az nem kizárólagos növényi PTS, hanem 

ennél szélesebb körben, a gombákban is PTS-ként szolgál. Ennek igazolására Gfp riporter fehérjét 

jelöltünk SYM epitóppal a C-terminálisán, valamint létrehoztuk az AN1402 és AN5316 fehérjék N- 

teminális Gfp fúzióját. Az epitóp jelölt, illetve fúziós fehérjéket olyan A. nidulans törzsben fejeztettük 

ki, mely konstitutívan kifejezte a peroxiszóma lokalizációs szignállal jelölt DsRed fehérjét (dsRed- 

SKL). Az epitóp jelölt, illetve fúziós fehérjék Gfp jele minden vizsgált transzformáns törzsben átfedést 

mutatott a peroxiszómákban világító piros DsRed-SKL jellel. 

Ezzel bizonyítottuk, hogy a SYM egy gombákban is működő PTS-1 szignál, továbbá két eddig nem 

vizsgált fehérjéről bizonyítottuk, hogy a peroxiszómákban lokalizálódnak. 
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