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1 Bevezetd

Az elmult évtizedekben vilagunk felgyorsult €és igy egyre inkabb megnétt az
energiaigénye. A jelenkori eréforrasaink azonban leginkdbb nem megtjuld erdforrasokon
alapszanak, amelyek nem tartanak orokké, valamint tilnyomé tobbségiiknek kitermelése,

atalakitasa, hasznositasa még kornyezetiinket is szennyezi.

A jelenleg megtermelt energianknak tulnyomé részét fosszilis energiahordozok
elégetésével nyerjik. A fosszilis energiahordozok az elpusztult 6si  fotoszintetizald
szervezetekb6l (mikroorganizmusok, novények) és az elpusztult heterotrof €161ényekbdl
alakultak ki. A fotoszintetizaldo organizmusok megkotik a l1égkori széndioxidot és a fény
energidjat felhaszndlva magasabb energiaji szerves szénhidrogénekké alakitjdk azt. A
heterotrof élolények elfogyasztjak a fotoszintetizald szervezeteket, igy azok szénhidrogén
vegylileteit is, amikbdl sajat felépité folyamataikat mikdodtetik. Késobb az elpusztult
szervezetek az évmilliok alatt a fold felszine ala siillyedtek, ahogy ujabb és tijabb fold és
kézetrétegek rétegzddtek foléjiik. Mélyen a fold alatt a nagy nyomas €s magas homérséklet
kovetkeztében asvanyi energiahordozokka alakultak, mint a foldgaz és kdészén és koolaj.
Ezeknek energidjat modern tarsadalmunk elégetés tjan szabaditja fel, a benniik megkotott
széndioxidot ismét a légkorbe juttatva. gy a CO, 1égkori koncentracidja novekszik tovabb
erésitve az liveghazhatast (a 1égkori CO, nem engedi a foldfelszinrl érkez6 infra sugarzast ki
a vilaglirbe), ami globalis folmelegedéshez vezet, visszafordithatatlan éghajlatvaltozast

okozva.

Mindezek miatt az emberiség egyik legfontosabb megoldandd problémajava valt a
meg nem Ujuld energiahordozdk helyettesitése megjuld energiahordozdokkal. A XX. szazad
nagy talalmanya az atomenergia, ami ugyan nem megljuld, de megfeleléen tizemeltetve
kornyezetkimélébb és nagyobb hatasfokud, viszont ehhez rengeteg tokét kell befektetni. A
megujuld energiaforrasainkon alapuld technologidk jelenleg kis hatasfokuak, dragdk és nem

allnak stabilan rendelkezésre (pl. szélenergia, napenergia).

Kiutat adhat egy olyan elem, aminek elégetésekor csak és kizardlag viz képzodik. Ez
az elem a jovO energiahordozdjaként is nevezetes hidrogén. A hidrogén elemi allapotban

ritkdn fordul el6 a természetben, igy eld kell allitani. Erre kémiai, fizikai és biologiai



modszerek ismeretesek. A legelemibb fizikokémiai modszer az elektrolizis. Ezen technika

hatuliit6je, hogy magas energiaigényét fosszilis energiahordozok elégetésével biztositjak.
2 HZO — 2H2 + 02

Az egyik leggyakoribb kémiai mddszer az ugynevezett szintézisgaz eldallitasa, ami a

foldgazbol kinyert metanbol és forrd vizgdzbdl késziil:
CH;+ 2H,0 =4H,+ CO,

Ez az eldallitdsi modszer sem teljesen ,,bio”, hiszen a viz felforraldsa is fosszilis
energiahordozo hasznélatat igényli, masrészt a hidrogént nem tiszta allapotaban kapjuk meg

¢s a tisztitas tovabbi energidt igényel.

Léteznek olyan mikroorganizmusok, amelyek képesek a bioldgiai Giton megvalositani
a hidrogéntermelést hidrogenazaik és nitrogenazaik segitségével. A nitrogenazzal rendelkezo
mikroorganizmusok a levegében 1évé elemi nitrogént képesek megkotni, ammoniava
redukalni, és a folyamat melléktermékeként hidrogén gazt termelnek (Benemann és mits.,
1996). A biotechnoldgia, mint az egyik leggyorsabban fejlodé tudomanyag régota foglalkozik
a biohidrogén termeltetéssel. A kutatasok célja, hogy ipari méretekben és gazdasagosan

lehessen bioldgiai titon hidrogént eldallitani.

Jelenleg a kutatasok egyik centrumaban a fotoszintetizald baktériumokkal valo
hidrogén termelés megvalositasa all. Ebben az esetben a hidrogén termeléshez sziikséges
magas energiaju elektronok forrasai lehetnek szervetlen vegyiiletek (pl. viz, redukalt
kénvegyiiletek) vagy szerves vegyiiletek, amelyek sok esetben a fotoszintézis soran megkotott
fényenergiaval valnak alkalmassd a protonok redukalasara. A  fotoszintetizald
mikroorganizmusokokkal torténé hidrogén termelést fotobioreaktorokban viszonylag olcson
lehet megoldani, igy hasznositva a nap energiajat, viszont a hidrogén kinyerési hatékonysaguk

még javitando.

A Szegedi Tudomanyegyetem Biotechnologiai Tanszékén régoéta vizsgalt fototrof
bibor kénbaktérium a Thiocapsa roseopersicina, amely hidrogenazai illetve nitrogenaza révén
képes biohidrogén termelésre. Ezen enzimek miikodésérdl szamos publikacid sziiletett,
viszont a hidrogén anyagcseréhez szorosan, tobb uton kapcsolodd kénanyagcserében
résztvevo enzimek ismerete még hidnyos. A kénanyagcsere mélyrehatobb megismerése ¢és
megértése lehetdséget teremt arra, hogy olyan baktérium torzseket allitsunk eld a jovdben,

amelyek segitségével hatékony foto-biohidrogén termeld technologia valosithatdo meg.



1.1 Fotoszintetizalo baktériumok

A fototr6f baktériumok legfontosabb kozds tulajdonsaga, hogy tetrapirol pigmentekkel
¢és fotoszintetikus rendszerrel rendelkeznek. Ezekkel képesek fény jelenlétében lejatszodod
elektron transzportok ¢és egyéb energiaatalakitisok végrehajtasara. Csupan néhany
baktériumcsoport képes ily moddon energiat nyerni. A csoport tagjai koziil az elsé a
Cianobaktériumok csaladjat foglalja magéaba, mely mikroroganizmusok klasszikus értelemben
vett fotoszintézist végeznek, azaz viz molekulat hasznalnak elektron donorként, mikézben
molekularis oxigént allitanak el6. A masodik csoport a bibor és z6ld baktériumokat, valamint
a Heliobakétériumokat tartalmazza. Ezen csoport tagjai nem molekularis vizet hasznanak fel
elektron donorként, hanem példaul redukalt kén vegyiileteket, szerves vegyiileteket, elemi
hidrogént vagy éppen vasat. A harmadik csoport az ugynevezett ABC (aerobic
bacteriochlorofyll-containing) ~ baktériumok,  melynek  tagjai  kevésbé  vizsgalt
Proteobaktériumok. Ami bizonyos, hogy képesek fotoszintetikus pigment-fehérje
komplexeket képezni, mellyel fény fiiggd elektron transzportot hajtanak végre. (Imhoff és
mts., 2008)

1.2 Fototrof bibor kénbaktériumok

A bibor kénbaktériumok a Gammaproteobaktériumokhoz tartoznak. Novekedésiik
soran képesek redukalt szervetlen kénvegyiiletek elektron forrds gyanant felhasznalni (elemi
ként, szulfidot, tioszulfatot). Rendelkeznek bakterioklorofil a-val és b-vel, fotoszintetikus
rendszertik II. tipust és Calvin ciklus utjan fixaljak a CO,-ot. A bibor kénbaktériumok egyik
csaladja a Chromatiaceae melynek tagjait két f6 anyagcsere tipusba lehet osztani: a valtozatos

metabolizmussal rendelkezékre és a specializalt metabolizmussal rendelkezdkre.

A specializalt metabolizmussal rendelkez6 fajok, mint példaul a Allochromatium
warmingii szigoraan anaerob kornyezetet és fotoszintetikus koriilményt igényel. Kizardlag
szulfidot képes elektron donorként hasznositani, tehat elemi hidrogént és tioszulfatot nem,
valamint fotoszintézisében csakis ecetsavat és piroszdldsavat asszimildl CO;, és szulfid

jelenlétében.

Ezzel szemben a valtozatos metabolizmussal rendelkezd fajok, mint példaul a
Allochromatium vinosum, elektron donorként nemcsak elemi ként és szulfidot hasznal, hanem
tioszulfatot is (Imhoff, 2005a). A legtobb idetartozd faj képes asszimilacidos szulfat
redukciora, valamint képes novekedni heterotr6f modon redukalt kénvegyiiletek hianyéaban,
mig azok jelenlétében kemolitotrof anyagcserét valosit meg (Gorlenko, 1974; Kémpf és

Pfennig, 1980; Kondrat’eva és mts., 1976). Néhany faj még arra is képes, hogy
6



kemoorganotréf modon aerob kornyezetben névekedjen, de ebben az esetben szulfid vagy
tioszulfat forrdsra van sziiksége, mert a szulfat asszimildcidja represszalva van aerob

kortilmények kozott (Kondrat’eva €s mts., 1981).

1.3 Fotoszintetikus elektronaramlas bibor kénbaktériumokban

Ezen baktériumok noévekedésiik soran a fotoszintézis folyamatidban megkdtott
fényenergiaval a II. tipust fotoszintetikus rendszeriikon és citokrom bc; enzimkomplexiikon
keresztiil folyd elektron aramlast tartanak fenn, amit arra hasznalnak fel, hogy elektrokémiai
gardienst hozzanak 1étre. A H” elektrokémiai gradiens energiajat tobbek kozt a NAD'-nak az
elektron aramlasbol kicsatolodo elektronokkal valo redukalasanak lehetové tételére hasznaljak

fel. Az igy elraktarozott redukalo potencialt foként CO, megkotésére hasznositjak a sejtek.

A folyamatot részletesen kifejtve (1. abra): A fotoszintetikus elektronaramlas
hajtémotorja a fotoszintetikus reakciokozpont altal felfogott fény. A fény altal gerjesztett
magasabb energidju elektronok a fotoszintetikus reakciokdzpontbdl a membran kinon raktarba
jutnak. A membran kinon raktarbol az elektronok a citokrom bcy komplexbe jutnak, mikézben
a citoplazmabol protonok tovabbitodnak a periplazmatikus allomanyba. A citokrom bcy
komplexbdl az elektronok a periplazmaban talalhato citokrom c fehérjékre keriilnek, ami a
felvett elektronjat a fotoszintetikus reakciokdzpontba tovabbitja, amint az a fény hatasara

leadta a sajatjat.

Ebbdl a korforgasbol az elektron kiléphet a membran kinon raktarbol, hogy elektron
igényes bioszintetikus folyamatokat miikodtessen. A kilépett elektronokat azonban potolni
kell, hogy a korfolyamat tovabbra is miikodjon. Ehhez redukalt vegytileteket kell oxidalni. A
bibor kénbaktériumokban Ccsoportunk két olyan enzimtipust vizsgal, ami az elektron
utanpotlasért felel szulfid oxidacid utjdn. A szulfid kinon oxidoreduktdz (Sqr) egy egy
alegységes flavin tartalmu fehérje, mig a flavocitokrom c (Fcc) két alegységes (FccA
(citokrom alegység) és FccB (flavin tartalmu alegység)) enzim. (Schiitz és mts., 1997),
(Brune, 1995b; Chen és mts., 1994; Kostanjevecki ¢s mts., 2000; Meyer és Cusanovich,
2003).
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1. abra A bibor kénbaktériumok szulfid oxidalé enzimei és anyagcsere kapcsolataik.
Sqr: szulfid kinon oxidoreduktaz; Fcc: flavocitokrom c; Cit ¢: c-tipusu citokrom fehérje
Q: membran kinon raktar

A szulfid kinon oxidoreduktaz a szulfidok oxidalasabol felszabadult elektronokat
kozvetleniil a membran kinon raktardba juttatja, mikézben az oxidalodott kén atomokbol
poliszulfid lancokat képez. Ezzel szemben a flavocitokrom c a szulfid oxidalasabol nyert

elektronokat alacsonyabb energiaszinten a citokrom c fehérjéknek adja at.
1.4 Szulfid kinon oxidoreduktaz

141 Bevezeto
A szulfid kinon oxidoreduktaz egy az élovilag szinte minden csoportjaban (a
novényvilag kivételével) eléforduldo FAD kofaktor tartalmi membran kotott enzim. A
kiilonb6zé szulfid kinon oxidoreduktdz tipust fehérjéket 6 csoportba szokas felosztani,
strukturalis kiilonbségeik alapjan. Az Osszes SQr tipusra igaz, hogy a szubsztratja redukalt
szulfid vegyiilet, amit oxidalni képes kinon redukaldsa kozben. A tipusokat jelenleg

|.-t6] VI.-ig osztjak fel (Marcia és mts., 2009).

1.4.2 Szulfid kinon oxidoreduktazok altalanos felépitése
A szulfid kinon oxidoreduktdz egy alegységes polipeptid, melynek egyetlen
prosztatikus csoprtja a FAD, melyet altalaban kovalensen kot. Tipikusan membran kotott,
annak kiils6 oldalan elhelyezkedd fehérje. Nem rendelkezik semmiféle szignalizacioval, igy a
sec filiggd, vagy attol filiggetlen utvonalon valod transzportalodasa a citoplazmatikus
membranon kersztiil nem ismert. Rendelkezik viszont egy C terminalis szakasszal, amit az

irodalom interfész-domének (Argyrou és mts., 2004) nevez és valoszinileg a fehérje

8



crer

szerepet (Schiitz és mts.,1999; Marcia és mts., 2009). Az interfész-domén hossza és végsé

konformacioja Sqr tipusonként nagy valtozatossdgot mutat.

Fontos emlitést tenni a FAD kotohelyének kozvetlen kornyezetérdl is. A FAD-ot, a
N'-C?=0? 16kuszanal egy dipolusos helix lanc, az N°-6s atomjahoz kozel egy glutaminsav,
mig a flavinjanal egy cisztenin koti (Heuts és mts., 2009). Ezen harom kotésnek kell
meglennie a FAD kovalens kotéséhez és aktivitasahoz, azonban a cisztein elhelyezkedése a
polipeptid lancon valtozhat a kiilonb6z6 Sqr fehérjék esetén. Példaul az Acidianus
ambivalens-ben talalhaté Sqr fehérjében a cisztein a 129-es pozicidoban van és egy sikban
helyezkedik el az izoalloxazin gytirlivel raadasul a dimetilbenzil oldalhoz kozel. A cisztein S,
atomja 1,53 °A tavolsagra van a FAD C8M pozici6jatol, valamint a kovalens kdtés nem okoz
sztérikus torzulast. Ezzel szemben az Aquifex aeolicus Sqr fehérjében a cisztein a 124-es
pozicidban talalhato, de a FAD C8M pozicidja és kozte 1évo tavolsag tal nagy a tioéter kotés

1étrehozéasahoz, ezért egy plusz kén molekulara van sziikség (Marcia és mts., 2009).

A fehérje rendelkezhet egy polipeptid lanc szakasszal, az un. ,,sapka-hurokkal” aminek

a feladata valosziniileg az, hogy a NAD(P)H ¢l6l lefedje az enzim aktiv centrumat.

Kimutattdak A. ambivalens-ben, hogy a 294-es pozicidban talalhatdo valin

kulcsfontossagu, mivel az enzim szulfid oxidacios affinitasért felelds. (Brito és mts., 2009)

1.4.3 Szulfid kinon oxidoreduktazok miikodése

Az Sqr miikodésére kidolgoztak egy modellt, melyben az enzim konzervaltan 156 és

crer

diszulfid hiddal egymashoz kapcsolodd ciszteinje az, ami alapvetd fontossdggal bir

(Griesbeck és mts, 2000).

Els6 lépésben a szulfid jelenlétével felbontja a diszulfid hidat a két cisztein kozott és

egy redukalt valamint egy tiolcsoporthoz kotott cisztein keletkezik:

E-S-S-E + H,S — E-S-SH + E-SH

A kovetkezd 1épésben a FAD redukalodik és triszulfid hid képzddik a két cisztein kozt:
E-S-SH + E-SH + FAD — E-S-S-S-E + FADH,

A harmadik 1épésben a flavinrdl az elektronok atkeriilnek a kinonra, majd egy ujabb szulfid

molekula felbontja a triszulfid hidat és bekotddik:
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E-S-S-S-E + FADH; + Q + H2S — E-S-SoH + E-SH + FAD + QH,

A masodik és harmadik 1épések ciklikus egymasutanjanak kovetkeztében egy poliszulfid lanc
képzddik, ami majd néhany ciklust kovetden levalik az enzimrdl, mikézben helyredll az els6
1épés elotti allapot:

E-S-S4H + E-SH — E-S-S-E + H-S,-H

1.4.4 Szulfid kinon oxidoreduktazok csoportositasa
Az Sqgr enzimeket 6 filogenetikai csoportba osztottak fel az évek alatt (2. abra) (Marcia
¢s mts., 2010). Ezen csoportok tagjait aminosav szekvencia analizissel vizsgaltak és az
alapjan tudtdk megkiilonboztetni. Fébb kiillonbségeket a konzervalt helyzetli aminosavak
elhelyezkedése vagy éppen hianya, méasodlagos és harmadlagos térszerkezeti elemek megléte,

elhelyezkedése, illetve hianya adja.
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2. abra: Az SQR fehérjék filogenetikus faja. (forras: Marcia és mts., 2010)
Az 1. tipusba tartozo6 SQR enzimek baktériumokban (Aquificaceae, a- és S
Proteobaktérium és Cianobaktérium) talalhatoak els6sorban, amelyek szulfid detoxifikalo

funkciot toltenek be a sejtekben. Jellemzd kozds pontjaik, hogy 3 konzervalt helyzetli
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ciszteint (Cys124, Cys156 és Cys347 - Aquifex aeolicus) és ,,sapkazo-hurkot”(294-312 -
Aquifex aeolicus) tartalmaznak, tovabba a C terminalison egy interfész domént, ami egy

nyujtott hurokbdl és egy amfipatikus két-hélix motivumbol all.

A 1I. tipusba tartozé Sqr enzimek baktériumokban (Firmicutes és Proteobaktérium)
¢és eukariota szervezetekben (élesztégombak, férgek, rovarok és emldsok) talalhatoak meg, de
ndvényekben nem. Aktivitdsuk van, de az csak mM-os koncentracidban jelen levd szulfid
esetén mutathatd ki (Shibata és mts., 2006, 2007 Vande és mts., 1999 Hildebrandt és mts.,
2008, Theissen és mts., 2008). Az I. tipust Sqr-hez képest ennek az enzimcsoportnak az egyik
ciszteinje helyett tirozinja van (Cys124, helyett Tyr124 - Aquifex aeolicus-hoz hasonlitva), igy
feltételezhetd, hogy a FAD-ot 8-a-O-tirozil kotéssel koti (Emsley és mts., 2004).A csoport
tagjainak az I. tipushoz képest hianyzik a ,,sapkazé-hurkuk”, és nyujtott hurok képlettdl
mentes, kivéve az N-termindlis szignal szekvenciat, ami az eukariota fehérjék sajatja. Pontos
szerepilk nem ismert, de mivel a kozelmultban felfedezték a szulfid neurotranszmitter

tulajdonsagat, ez 0j iranyt mutat a kutatasoknak.

A III. tipusu Sqr a legkevésbé jellemzett enzimcsoport. Tagjai a zold
kénbaktériumokban (Chlorobiaceae) valamint az Archeakban talalhatbak meg. Szintén nem
rendelkeznek sapka-hurokkal, mint a II. tipusu SQr enzimek, de egymassal nagyobbfoku

hasonldsagot mutatnak, mint a II. tipus enzimjeivel.

A 1V tipusu szulfid kinon oxidoreduktazok f6leg zo6ld kénbaktériumokbol
(Chlorobiaceae) mutathatd, ki de nem kizarolagosan, hiszen talaltak egy homologot bibor
kénbaktériumban is (Allochromatium vinosum) (Reinartz és mts., 1998). A harom szulfid
kotésében fontos cisztein (Cys124, Cys156 és Cys347 - Aquifex aeolicus) az 1. tipusu Sqr
csoportbol konzrvativ modon itt is jelen van. Tovabba a Val294 egy izoleucinra lett
lecserélve, a Serl55 egy treoninra, valamint a Pro311 erdsen konzervalt helyzetli (A.
aeolicus). Erdekessége, hogy ot darab hurok talalhaté rajta, amibSl harom az Aquifex
aeolicus-ban talalhato I. tipust Sqr fehérje kiterjesztett felszinstrukturajaval homoldg, csak
hosszabb, mint az. A masik ketté szintén a Aquifex aeolicus I. tipust Sqr-jével homolog
,»sapka-hurok”, csak hosszabb, illetve az interfész doménben talalhaté nyujtott hurok, ami

viszont megegyezd hosszusagu.

Az V. tipus Sulfulobales és Chlorobiaceae-bél mutathaté ki. Amikor korabban
meghataroztak ezt a csoportot, akkor csak az Archaebaktériumok Sqr-jei tartoztak bele, de a
nemrégiben az A. vinosum és az A. ambivalens egy-egy Sqr tipusu fehérjéjét is ide soroltak
(Brito és mts., 2009, Pham ¢és mts., 2008). Itt is konzervaltak a kulcsofontossagu cisztein
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helyek (Cys129, ami a FAD-ot kovalensen kéti, illetve a Cys178 és Cys350 (A. ambivalens),
amelyek diszulfid hidat képeznek egymas kozott), valamint erre a csoportra jellemz6 a 154.
amindsavtol a 178.-ig (A.ambivalens 1. tipusba sorolhatdé Sqr-je szerint szamozva)
elhelyezkedd nyujtott hurok, az I. tipushoz képest révidebb interfész domén. A kinon kotd

helyiiket kisérletesen nem allapitottak még meg.

VI. tipus: Régen be nem azonositott csoport volt (Pham és mts., 2008), olyan
enzimekkel mint CT1087 a Chlorobium tepidum-ban és Aq_788 az Aquifex aeolicus-ban.
Késobb a CT1087-ben be lett bizonyitva a szulfid fiiggd kinon redukal6d aktivitasa igy ezen
fehérjéket mostmar aktivitasuk alapjan is az SQR fehérjék csaladjaba soroljak. (Chan és mts.,
2009). Az L. tipust Sqr-hez hasonloan ezekben is konzervalt két cisztein helyzete (Cys124, a
FAD-hoz val6 kotéshez, valamint Cys347 a szulfid oxidacioban jatszik szerepet). Azonban az
L. tipusban a 156-0s pozicidban elhelyezkedd cisztein helyett metionin vagy valin talalhato

(Aquifex aeolicus I. tipust Sqr-je szerint nézve) (Marcia és mts., 2010).

1.5 Thiocapsa roseopersicina BBS

A tudomanyos diakkoéri munkam soran a Thiocapsa roseopersicina fototréf bibor
kénbaktériummal dolgoztam. Ez egy Gram negativ Chromatiaceae csaladba tartozo
mikroorganizmus (Bogorov és mts., 1974). Anaerob ¢és aerob koriilmények kozt is képes
novekedni, azonban csak anaerob koriilmények kozott tud fotoszintetizalni. Valtozatos
kénanyagcserével rendelkezik, elektron donorként redukalt kénvegyiileteket (tioszulfatot,
elemi ként valamint szulfidot) hasznal fel (Visscher és mts., 1990, Le Faou és mts., 1990). A
Friz szigetek védett 6bleinek alsobb vizrétegeibdl izolaltak, amely allanddan valtozo élGhelyet
jelentett szdmara, hdmérséklet, kén és oxigén koncentracié szempontjabol (Visscher és mts,,
1990). Laboratdriumban novesztve 25 - 29 °C az optimalis hdmérséklete. Megvilagitas mellett
taplemezen telepeket koriilbeliil 14 nap alatt képez, mig folyadékkultaraja 4 - 5 nap alatt éri el
a maximalis sejtsiiriséget. Genotipusatol, valamint a tapoldat mindségétol fiigg, hogy a
kultira a rozsaszin milyen arnyalataval bir, melyet fotoszintetikus pigmentjei biztositanak
neki. A periplazmatikus térben felhalmozott kénglobulusai opalos kinézetet adnak neki.
Fotoszintetikus rendszere hasonld, mint a tobbi fotoszintetizdld szervezeté, annyi
kiilonbséggel, hogy a II. fotoszintetikus rendszer hidnyzik beldle, igy nem képes vizet bontani

és oxigént sem termel, viszont, ha oxigénhez jut, akkor képes heterotrof médon ndni.

A tioszulfatot szulfatta és elemi kénné alakitasat a periplazmatikus Sox enzimrendszer

katalizalja. A képz6dott elemi kén kénglobulusokat alkotva a periplazmaban halmozddik fel.
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1.5.1 A Thiocapsa roseopersicinaban talalhaté szulfid kinon oxidoreduktaz 1 (Sqr)
A T. roseopersicina Sqr fehérjéjének aminosav szekvencia vizsgalata alapjan kidertilt,
hogy tartalmaz olyan konzervativ aminosavakat és régiokat, melyek FAD, kinon, és szulfid
kotésére valamint szulfid fiiggd kinon redukcidra tesz alkalmassa mas fajokban talalt hasonlo

enzimeket. Ez a fehérje az Allochromatium vinosum-al Sqgr-jével 80%, mig a Rhodobacter

cyey

A laboratériumban a korabbiakban a T. roseopersicina sqr gén altal kodolt aminosav
szekvenciabol azonositasra keriilt a FAD kotésére alkalmas harmas-régio motivum. Tovabba

a R. capsulatus Sqgr fehérjéjének feltételezett kinon koté helyével, melynek kozponti eleme

cre

Tovabba a C —termindlis régidban elhelyezkedd aminosavak is nagyfoku hasonlosagot
mutatnak a tobbi Sqr enzim C-terminalis “interfész-doménjével”. Esetiinkben ez 38
aminosavbol 4ll. Feltételezhetd, hogy ez is hasonloan a fehérje sejten beliili elhelyezkedését

hivatott biztositani.

A Thiocapsa roseopersicina Sqr fehérjéje a IV. tipusba tartozik, mert a 294-es pozicid
kozvetlen kozelében nincs valin, viszont a 283 és 301 pozicidban taldlhat6 izoleucin, amelyek
koziil az egyik a valin funkciojat tolti be, tovabba a 311-es pozicio mellet Pro308 talalhato,
valamint a 155-6s pozicidoban nincs szerotinin, de 143 és 166-os poziciodban is talalhaté a

treonin.

1.5.2 A Thiocapsa roseopersicinaban talalhaté szulfid kinon oxidoreduktaz 2 (Sqn)

A T. roseopersicina genom szekvenciajanak korabbi in silico vizsgalatakor talaltak

egy nyitott leolvasasi keretet, amelynek bioinformatikai vizsgalataval azt kaptak, hogy a
lehetséges terméke 26%-ban azonos a T. roseopersicina sqr gén termékével (3. abra), tovabba
80%-ban azonos a Allochromatium vinosum sqr gén termékével, valamint 55%-ban a
Rhodobacter capsulatus egy akkor még nem jellemzett szulfid kinon oxidoreduktaz tipusu
fehérjéjével. Ezek alapjan a fehérje eldzetesen a szulfid kinon oxidoreduktaz 2 (Sqn) nevet

kapta.

Az Sgn fehérjében is azonosithatéak a FAD koté motivumok, melyek hasonloak az
Sgr enzimekéhez, viszont a kinon kotéséért felelds szekvencia mintazatok csak részlegesen
talalhatoak meg, amelyek a kdzponti hisztidint nem tartalmazzak. Az Sqn fehérjében az Sqr

enzimek szulfid oxidéacidjaban részt vevd két cisztein koziil csak az egyik taldlhatd meg
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(Cys332) a masik helyett, ami konzervativ mdédon a 156-os pozicioban volna varhato,

metionint talalunk (3. abra).

Mindez arra enged eldzetesen kovetkeztetni, hogy az Sqn a szulfid kinon
oxidoreduktaz tipust fehérjék VI. csoportjaba tartozhat. (A IV. és 1. tipusa Sqr-ben
konzervativan meglévé Cysl56 (Aquifex aeolicus Sqr-je 1. tipus) helyzetben Met156
talalhato(3. abra), ami a VI. csoportba tartozd Sqr fehérjék egy specifikumaként lett leirva
(Marcia és mts., 2009).

5qr MARTLILGAGISGHTVARY LGKWLGKSHSITVVS PKPKWNWIPSNIWVGVGEMTERQVTE 60
Sgn MHRITIVGSGFAGLTAVOS I-RRTAPDAEITLVSNEAEFI YYPGLIWVPCGIRSGEDLRI 59

* *% k-k-%--% * PR tk-k% £ == - % EX T3 * s mes .

5gr ELAPIYRRLGVDFROAGAVSTHPEGGAEHNDPY VT IEYTDAERAGOTEAVEYDYLVNATG 120
5gn DLRPFFRRMRVRHLAGEATGLSPDG———————— RTLETTAGP————— VENDGLVIGSG 104

=k k==k== Xk * ETEY =% K %k k k% -k

5gr PELNF GATPGLGPDGGHSLSVCTPDHAKEANEH LOKMTAEMEAGATET FVVGTGHGMCTC 180
Sgn GRF-IKKLPGIEH——————— ATTPCEGIAAAEATRDRVEAMDGGS TAMGFAGNPNEPSSM 156

- - k- EX3 * £ - - * * - * -

5qr QG-AAFEYIYNVDHALREAGVRDEGRLIWISNEYELGDFGMGGVHIHRGGYVTNGREVFAR 239
5gn RGGPIFEFIFGMDSQLREEGRRDRFRLHFFTPAERPGNR-LGPRKAVDG————————— IL 205
:* . ii:*:_:i *i: * *i: E & i: :i H

5gqr SLMVERGMEWITRAAVSKVEPGKVHY EMLDGSFHEIDFDFAMLIPPFAGOPLEAFDKSGE 299
Sgn AEMKRRGIETHLGHKLESFSESKEVTTEAG———— EFDADLI LEMPGMT GN-—TWEDN——— 255

- * EX S ] - EX 3 * k-k k- s-=k ==k x k-

5qr DITSKIFAPNGFMREVDADYEPEPYEDWGPEDWPKTYQTPLYKNMFAVG—IAFAPPHLIS 357
Sgn ——TDLPRSPGGLLOADAHCR VPGYERVYVAGDSGSFPGPDHMP 296

E3 =k k=== Kk X k= = * =% * -

5gr KPMESANGTPINPTPPRTGMPSAAIGKAVATSIRDMIKGASAPTOTASMAEI GAACVAST 417
5gn KQAHMAD————————————— LOARAAVENLLAELQGR-APSETFEVELVCIVDANDT 339
x*

X - % - - sek  kkesk - - *

5gqr GSDIFKGTAATMTVFPVVPDYDKYPEYGRDMDLT FGE IGLAGHWMEKY I LHHVFIYQARLE 477
Sgn GMLVAR-TEKNNWVLPSTREFTF" HAMELGFEWWYLRPYR—— 375

* P *-* - EX X3 - - -

5qr  PGWSMLFD 485
Sqn @ ————————

3. abra: T. roseopersicina Sqr és Sqn aminosav szekvencidjanak dsszehasonlitasa
C: szulfid kotésében szerepet jatszo ciszteinek; H: kinon kotd régiok kozponti hisztidinjei;
----: FAD ko&té motivumok; ~~~: C-terminalis régid
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2 Célkittizés

A Csoport célja a Thiocapsa rosepersicina fototrof bibor kénbaktériumban talalhatod
szulfid kinon oxidoreduktaz fehérjék vizsgalatata és jellemzése. A T. roseopersicina genom in
silico analizisének alapjan ketté szulfid kinon oxidoreduktaz tipusu enzimet kodold gén lett
azonositva: a szulfid kinon oxidoreduktaz 1 (sqr), valamint egy nyitott leolvasasi keret,
amelynek terméke az Sqr fehérjéhez mutatott nagyfoku hasonlésdga miatt szulfid kinon

reduktaz 2 (sqn) elnevezést kapta.

Az SzTE Biotechnologiai Tanszékén korabban végzetek kisérleteket, aminek célja az
Sqr és Sqn fehérjék termeltetése T. roseopersicina-ban és aktiv formaban valo kinyerése volt.
Ezt C terminalison Strepll és Flag affinitds peptidekkel fuzionalt Sqr és Sqn fehérje
konstrukciokkal kivantak elérni. A kisérletekbdl kideriilt, hogy az Sqr valésziniileg erdsen
membran kotott fehérje, olyannyira, hogy nem is sikeriilt tisztitani. Ezzel szemben az Sqn
valdszinlileg gyengén membran kotott, konnyen tisztithatdo fehérje. Azért, hogy mindkét
enzim aktivitasat vizsgalni lehessen, célul tiiztem ki az Sqr és Sqn fehérjék N terminalis végen

Strep II affinitas peptiddel fuzionaltatott formaban vald termeltetését és tisztitasat.

Célom eléréséhez els6 Iépésként létre kellett hoznom olyan T. roseopersicina
torzseket, amelyekben N-terminalison Strepll affinitas peptiddel fazionalt rekombinans Sqr és
Sqn fehérjék expresszalodnak. A torzsek enzimtermel$ képességét sejtmembran frakcidik

szulfid fiiggd kinon reduktaz aktivitds mérésével kivantam megvizsgalni, ellendrizni.

Ezt kovetéen az enzimek affinitdas kromatografiaval torténé nagy mennyiségii és
tovabbi biokémiai vizsgalatokra alkalmas tisztasagu kinyerését tliztem ki célul. Ehhez a
T. roseopersicina torzsek altal megtermelt membran kotott Sqr és Sqn fehérjéket a
sejtmembran mintak szolubilizalasaval oldhatd allapotiva kellett alakitanom, amelyet

detergensek alkalmazasaval terveztem megvalositani.
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3 Anyagok és mdédszerek

3.1 Felhasznalt baktérium torzsek

Név | Genotipus | referencia
E. coli torzsek:
S17-1 lambdapir 294 (recA pro res mod) Tp'Sm' Herrero és mts.,
(pRP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7) 1990
XL-1 Blue MRF’ recAl gyrA96 (F’lacl®Z) Tc' Strategene

T. roseopersicina torzsek:

BBS vad tipus Bogorov és mts., 1974
HOQR AhynSL, AhupSLASqr | Rakhely és mts., személyes kozlés
HOQN AhynSL, AhupSLASqn | Rékhely és mts., személyes kozlés
FOQRON AhynSL, AhupSL
Rékhely és mts., személyes kozlés

AFccASqrAaSqn
HOQRcompl HOQR + pDSQR Rakhely ¢és mts., személyes kozlés
HOQNcompl HOQN + pDSQN Rékhely és mts., személyes kozlés
RSQRN HOQR +pDSQRNS ez a munka
NSQNN HOQN+ pDSQNNS ez a munka
FRNSOQNN FOQRON + pDSQNNS ez a munka

1. tablazat: Munkdm soran felhasznalt mikroorganizmus térzsek és tulajdonsagaik
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3.2 Felhasznalt Primerek:

Név Szekvencia

OSQR21 5'- CATATGGCCAGCTGGAGCCATCCGCAGTTCGAGAA
GATCGAGGGCCGCGCACGAATCCTTATCCTCGGAG-3'

OSQR22 5'- GAATTCTCAATCGGGCAGCATCGACCAAC-3'

OSQN11 5'-CATATGGCCAGCTGGAGCCATCCGCAGTTCGAGAA
GATCGAGGGCCGCCATCGCATCACCATCGTCGGTTC-3'

OSQN12 5'-CTAGCGGTAGGGGCGCAGATACCAC -3

2. tablazat: Munkam sordn felhasznalt primerek és szekvencidjuk

3.3 Mikroorganizmusok tenyésztése

3.3.1

3.3.2

333

Eschericia coli térzsek novesztéséhez hasznalt tapoldatok
Luria-Bertani (LB) tapoldat: 1000 ml oldathoz: 10 g tripton, 5 g éleszté kivonat,
10 g NaCl

LB taplemez: LB tapoldat + 1,5 % agar

SOC (SOB + Mg2+): 1000 ml tapoldathoz: 20 g tripton, 5 g éleszt6 kivonat, 0.5 g
NaCl + 10 mM MgSO4

Thiocapsa roseopersicina torzsek novesztéséhez hasznalt tapoldatok
Pfennig féle tépoldat(PC): 1 literben: 20 g NaCl, 1 g KH,PO4, 1 g MgCl,, 1 g KCl, 1 g
NH,CI, 2 g NaHCOs3, 2 g Na,S,;03, 200 ul B12 vitamin (100 / ml), 1 ml Fe-EDTA, 1

ml mikroelem oldat.

Mikroelem oldat: 2975 mg Na2 - EDTA, 300 mg H3BO,4, 200 mg CaCl, 6H,0, 100
mg ZnSO, 7H,0, 30 mg MnCl; 4H,0, 30 mg Na;MoO, 2H,0, 20 mg NiCl, 6H20, 10
mg CuCl; 2H,0, 1000 ml vizben (Pfennig és Trupper, 1992).

Antibiotikumokat a kovetkezd koncentraciokban alkalmaztam a t4poldatokban:

streptomicin: 25ug/ml; kanamicin: 25ug/ml; gentamicin: 25ug/ml.

Novesztési koriilmények Escherichia coli torzsekhez
Az E. coli torzseket az adott kisérletnek megfeleld ideig és a kelld
hémérsékleten LB tapoldatban folyamatos razatas kdzben novesztettem vattadugdval

lezarva Erlenmeyer lombikban (Ausubel és mtsai., 1996).

Az ampicillin antibiotikumot 100 pg / ml koncentracioban alkalmaztam a
tapoldatokban.
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3.3.4 Novesztési koriilmények Thiocapsa roseopersicina torzsekhez
A T. roseopersicina torzseket csiszolt dugdés Erlenmeyer lombikban,
mikroaerob koriilmények kozott 25 - 28°C inkubacios hémérsékleten, folyamatos

megvilagitas mellett, Pfennig féle tapoldatban (PC) novesztettem 5 - 6 napig.

3.4 DNS-el kapcsolatos eljarasok

3.4.1 T. roseopersicina kromoszémalis DNS tisztitasa

A genomialis DNS tisztitishoz csiszolt dugdés Erlenmeyer lombikba 60ml,
antibiotikummal kiegészitett PC tapoldatba oltottam le a megfeleld T. roseopersicina
baktérium torzset €s 5 - 6 napig folyamatos megvilagitds mellet 25 - 28°C-on ndvesztettem
Oket. A felnétt kultarabol ,,Gene Elute” genomi DNS izolalo kit (Sigma, kat.sz.: KT2110-
KT1) segitségével tisztitottam kromoszomalis DNS-t. Az 15 ml kultara sejtjeit
centrifugalassal (2 perc, 14000g) gyljtottem 0ssze. Ehhez 180 ul lizis T puffert és 20 pul RNaz
oldatot mértem hozza ¢€s ezt 2 percig inkubaltam. Ezutan 20 ul proteinaz K oldatot adtam a
mintdhoz, majd pipettdval szuszpendaltam az elegyet. Ezt kdvetéen a mintadt 30 percig
55°C-on inkubaltam. Az id6 leteltével 200 pl lizis C puffert adtam a rendszerhez és
Osszekevertem, majd ijabb 10 percig 55°C-on inkubaltam. A feltarodott sejtekhez 200 pl 97%
toltottem és centrifugaltam (1 perc, 6500g). Az oszloptdltetet kétszer mostam 500 - 500 ul S1
moso pufferrel, amit tobb centrifugalési 1épéssel tavolitottam el (1 perc, 6500g). Az oszlopra
felkotodott genomi DNS-t 200 ul elacios pufferrel (10 mM Tris — HCI, 0,5 mM EDTA,
pH = 9,0) oldottam le. Az Osszes minta visszanyeréséhez kétszer centrifugaltam az oszlopot

(1 perc, 65009).

3.4.2 Plazmid DNS tisztitasa E. coli-bol

A plazmid DNS tisztitasahoz 30 ml 100 pg/ml ampicillin antibiotikumot tartalmazé
LB tapoldatba oltottam le a megfeleld torzsbol, amit aztan 37°C-on egy é&jjelen at
novesztettem. A felndtt kulturdbol ,,Gene Elute” plazmid DNS izolalé kit (Sigma)
segitségével tisztitottam DNS-t. 4,5 ml kultira sejtjeit centrifugélassal (1 perc 8000 rpm)
gyljtottem Ossze. Ehhez 200 pul RNdaz-t tartalmazd reszuszpendald oldatban pipettaval
szuszpendaltam a sejteket. A felvett sejtekhez 200 ul lizis puffert adtam és kézi forgatassal

elegyitettem, majd az elegyet szobahdmérsékleten inkubaltam 5 percen at. Ezt kdvetden
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350 pl neutralizalé puffert adtam a feltart sejtekhez, melyeket 10 percig jégen inkubaltam,
majd centrifugéltam (10 perc 13000 rpm). Az oszlopot 500 pl oszlop eldkészité pufferrel
kezeltem, majd ezt az oldatot centrifugalassal eltavolitottam (1 perc 13000 rpm). A feltart
sejtek centrifugalasat kovetd feliiliszojabol 750 pl-t az oszlopra toltottem €s centrifugdltam
(1 perc 13000 rpm). Az oszloptoltetet kétszer mostam 750 pl mos6 pufferrel. Majd a moso

puffer eltavolitasa céljabol ujra centrifugéltam.

Az oszlopra felkotott plazmid DNS-t 23 pl ultratiszta ioncserélt vizzel eludltam és

centrifugalas (1 perc, 13000 rpm) Gtjan gytijtéttem Ossze.

3.4.3 T. roseopersicina plazmid DNS izolalasa

Plazmid izolalashoz a megfelelé T. roseopersicina torzset 25 - 28°C-on folyamatos
megvilagitas mellett, csiszolt dugdés Erlenmeyer lombikban, 60 ml PC tapoldatban
ndvesztettem 5 - 6 napig. A feln6tt kultarabdl a Plazmid tisztitas E. coli-bol cimii fejezetben

(3.4.2) leirt technikaval izolaltam plazmid DNS-t.
3.4.4 DNS szerkezet modositasok

3.4.4.1 Emésztés restrikcids endonukledzokkal

Fermentas cégtdl szdrmazo restrikcios endonukledz enzimekkel végeztem a restrikcios

emésztéseket az enzimek gyarto altal ajanlott pufferében, az eredeti gyartdi itmutato szerint.

3.4.4.2 DNS végek tompitasa T4 polimerdzzal és Klenow-polimerazzal

A 3’ tilnyulo egyesszali DNS végek emésztéséhez a DNS fragmenteket T4 polimeraz
enzimmel (Fermentas) T4 polimeraz 1 x pufferben, 0,2 mM dNTP jelenlétében 30 percen at

inkubaltam.

Az 5’ talnyalo egyesszali DNS fragment végeket Klenow-polimerazzal (Fermentas),
1 x Klenow polimeraz pufferben, 0,2 mM dNTP mellett 37°C-on, 1 6ras reakcioval toltéttem
fel.

3.4.4.3 Polinukleotid kindz kezelés

A DNS molekuldk 5° végi foszforilalasat polinukleotid kindz enzimmel (Fermentas)
végeztem el, 1 x polinukleotid kinaz puffer A-ban, 5-10 mM rATP és 0,1 mg/ml BSA mellett,

1 oras 37°C-os inkubalas soran.
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3.4.4.4 Alkalikus foszfatdz kezelés

A DNS fragmentumok 5' végén léve foszfat csoportok eltavolitasara alkalikus
foszfataz enzimet hasznaltam (calf intestine alkaline phosphatase (CIAP), Fermentas). A
reakcidkat altalaban az enzim gyartoja 4altal biztositott pufferben végeztem, 37°C-on

30 percen at.

3.4.4.5 Ligdlas

A ligdland6 DNS fragmentumot altaldban 2 — 10-szeres mennyiségi feleslegben adtam
a vektor DNS fragmenthez. Legtobb esetben 0.5 - 2 U T4 DNS ligaz enzimet (Fermentas)
alkalmaztam T4 DNS ligaz pufferben, 0,5 - 1 mM rATP mellett 10 - 16°C homérsékleten

1 - 16 oran at végezve a reakciot.

3.4.5 Agaroz gélelektroforézis

DNS molekuldk analitikai és preparativ célokbol végzett gélelektroforéziseihez
0.5 png / ml EtBr-ot tartalmaz6 1 % agar6z gélt hasznaltam. 1 x TAE (0,004 M Tris-acetat,
0,001 M EDTA) puffer rendszert hasznalva, 90 V futtatasi fesziiltséggel valasztottam el a
kiilonb6z6 méretli DNS szakaszokat (Ausubel és mts., 1996).

3.4.6 DNS fragment izoldlas agaroz gélbdl

DNS fragmentek agaréz gélb6l torténd kivonasahoz a Silica Bead DNA Gel
Extraction Kit (Fermentas, # KO0513) rendszert hasznaltam fel. Preparativ agardz
gélelektroforézis utan a kivant DNS fragmentet tartalmaz¢ géldarabot steril pengével vagtam
ki és egy 1,5 ml-es centrifugacsébe helyeztem. A kivagott gélszelethez 600 ul Nal oldatot
adtam és az agardz oldodasaig 55°C-on razattam. 5 ul szilikaport adtam az oldathoz és
5 percig 55°C-on inkubaltam, par percenként felrazva. Egy perces centrifugalas (13000 rpm)
utan az lledéket atmostam 500 pl mos6d pufferrel, majd ujra centrifugaltam (1 perc,
13000 rpm). A mosast még kétszer megismételtem, majd az utolsé centrifugalas utan az
iiledéket szobahdmérsékleten szaritottam. Ezutdn a szilikaporra 20 pl desztillalt vizet mértem
€s 65°C-os termosztatban razattam 10 percig a DNS fragmentek feloldasa céljabol. Legvégiil
a szuszpenziot addig centrifugaltam (13000 rpm), mig szilikamentes feliiliszo6t nem kaptam.

Az izolalt DNS mintat a felhasznalasig -20°C - on taroltam.
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3.4.7 Polimeraz lancreakcié (PCR)

Altaldban 50 pl végtérfogatban végeztem a reakcidt. A reakcidelegyek templatként
plazmid DNS-t, genomi DNS-t vagy baktérium koloniak felszuszpendalt sejtjeit tartalmaztak,
(Finnzymes) és 1 U DyNAZyme DNS polimerazt (Finnzymes). Eppendorf tipusu PCR
késziilékben hajtottam végre a reakcidkat, az alabbi Iépéseket tartalmazd program szerint:
1,5 perc 95°C-os denaturaciot kovette a primer-templat hibridizaciéja 68°C-on 1,5 percig,
majd ezt kdvetéen 1,5 perc DNS szintézis 1épést iktattam be 72°C hémérsékleten. A fenti
Iépéseket 30-szor ismételtem. Azokban az esetekben, amikor a kloénozashoz sziikséges

fragmentumokat allitottam eld, Pfu enzimet (Fermentas) hasznaltam.
3.5 Baktériumok transzformacidja

3.5.1 E. coli kompetens sejtek készitése

Az XL1-Blue MRF’ valamint S17-1 lambda-pir E. coli torzsek sejtjeit 22°C-on 60ml
SOB tapoldatban novesztettem (Sambrook és mts., 1989) (ODgp=0,4), majd 10 percen at
jégen hiitéttem azutan lecentrifugaltam (10 perc, 2500g, 4°C). Az 0sszegytijtott sejteket jégen
tartva 16 ml TB (10 nM Pipes, 55 mM MnCl,, 15 mM CaCl, 250 mM KCI, pH = 6,7)

pufferben felszuszpendaltam, majd ismételten lecentrifugaltam.

A leiilepedett sejteket 4 ml TB pufferben felszuszpendaltam, majd 300 ul DMSO-t
adtam a rendszerhez, amelyet ezutan 10 percig jégen inkubaltam. Majd jégen elShiitott
eppendorf csévekbe 100 - 100 ul térfogatonként szétosztottam a szuszpenziot és folyékony
nitrogénben lefagyasztottam a kompetens sejteket. Azokat -80°C-on taroltam tovabbi

felhasznalasig (Inoue és mts., 1990).

3.5.2 E. coli sejtek transzformalasa

A transzformalando DNS-t 100 pl kompetens sejthez adtam, amit ezutan 30 percre
jégre raktam. Ezt kdvetden hésokknak vetettem ala a mintat (42°C, 50 mp), majd 900 ul SOB
oldatot valamint 20 pl 20%-os gliikkoz oldatot adtam az elegyhez. Ezt 37°C-on 1 o6ran
keresztil razattam. Végezetil a megfeleld antibiotikummal kiegészitett taplemezre

sz¢lesztettem a transzformalt sejteket.

3.5.3 T. roseopersicina sejtek transzformalasa konjugacidval
A T. roseopersicina sejtekbe a plazmid DNS molekulakat konjugacioval juttattam be.
Ehhez a recipiens T. roseopersicina torzsek sejtjeit 28°C-on, a transzformalni kivant
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plazmidokat tartalmazé donor S17-1 lambda-pir E.coli sejteket 37°C-on, a térzsnek megfeleld
antibiotikum jelenlétében, ODgsp = 1,8 illetve ODgoo = 0,6 érétékig novesztettem, majd a
sejteket centrifugalassal 0sszegyijtottem. A sejteket kétszer 4 - 4ml steril T. roseopersicina
sooldattal (6sszetétele 1000 ml térfogatra szamolva: 20 g NaCl, 1 g KH,PO4, 1 g MgCl,, 1 g
KCI) mostam, majd a harmadik centrifugalas utan 100 -100 ul T. roseopersicina sdoldatban
szuszpendaltam fel. A felszuszpendalt E. coli és T. roesopersicina sejteket egy kozos 1,5 ml
térfogati centrifugacsébe mértem ¢és Osszekevertem. Az igy létrejott sejtkeveréket egy
konjugacios taplemezre (18 g/l NaCl, 1 g/l KH,PQOy, 1 g/l MgCl,, 1 g/l KCI, 1 g/l NH4CI, 2 g/l
NaHCOg3, 2 g/l Na-acetat, 2 g/l Na,S;03, 2 g NB (Nutrient Broth, Difco), 1,5 % agar,
20 pl BI12 (1000 pg / ml) csoppentettem, majd beszaritottam (Pfennig és mts. 1992). A
taplemezeket egy ¢éjszakdn keresztiil levegdn és fényen 28°C-on inkubdltam. Ezutan steril
fogpiszkaloval felkapartam a lemezen 1év6 sejteket €s 500 ul sdoldattal felszuszpendaltam,
majd ebbdl a sejtszuszpenzidobdl 10x-es higitasi sort készitettem, amelynek minden tagjabol
100 ul-t antibiotikumos szelekcids taplemezre (PC + 2 g/ 1 ecetsav + 25 pg / ml kanamicin)
sz€lesztettem. Az elkésziilt lemezeket Oxoid anaerogen (kat.szam: ANO0025A) anaerobizalo
rendszerrel végeztem oxigéntdl mentes anaerob dobozban fényen 14 napon at inkubéltam

28°C-os inkubatorban.

3.6 Fehérje termeltetés és tisztitas

3.6.1 A fehérjetermeld sejtkultirak feltarasa

A fehérjetermelé T. roseopersicina torzsek sejtjeit szonikalassal tartam fel. Ehhez
500 ml illetve 1500 ml T. roseopersicina sejtkulturat novesztettem. Ezen sejteket
centrifugalassal gytjtottem 0Ossze (7000 rpm, 10 perc), majd 6 ml TBS pufferben
(50 mM Tris-HCI1, 150 mM NaCl pH = 8,0) szuszpendaltam fel. A sejtszuszpenziokat jégen
tartottam a szonikdalassal torténd sejtfeltdrasig. A szonikdldst Bandelin Sonoplus tipuséd
szonikatorral végeztem MS/72 (E.coli) valamint VS/70T (T.roseopersicina) szonikald
fejekkel. A szonikalasok 3 perc 20 masodpercig tartott (8 egymast kovetd 15mp hosszasagu
szonikalasi ciklus). A szonikalast kovetden a sejttormelékeket, egész sejteket €s a
kénglobulusokat centrifugalassal (20 perc, 22600g, 4°C) tavolitottam el. A centrifugalasbol

szarmazo feliiluszo frakcidt hasznaltam a fehérjetisztitas tovabbi menete soran.
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3.6.2 Szolubilis és membran sejtfrakcidk elGallitasa

A szonikélassal nyert sejt extraktumot Sorvall WX Ultra Series 90 tipusu
ultracentrifugaval centrifugaltam (rotor:T-1270; 4°C, 53000g, 1,5 ora). Az ultracentrifugalas
utan keletkezett feliiluszé a sejtek szolubilis frakcidja, mig a képzddott pellet a membran
sejtfrakcid. A membran frakciot 6 ml TBS pufferben szuszpendaltam fel. A felhasznélasig

-20°C-on taroltam.

3.6.3 Dializalas

(Sigma # D9777) alkalmazasaval végeztem. A membrant ultratiszta ioncserélt vizben fél oraig
elokezeltem. A detergenssel kezelt membran frakcié ultracentrifuga feliiliszojat a dializalo
membranba toltdttem, kiilsé pufferként TBS oldatot hasznaltam. A dializalas egy éjszakan

keresztiil 4°C homérsékleten folyt.

3.6.4 Fehérje tisztitas affinitas kromatografiaval

A célfehérjét tartalmazo sejtfrakciot (detergenssel oldott membranfrakcio) affinitas
oszlopkromatografiaval tisztitottam. A tisztitdsnak kelld mennyiségli oszloptoltetet
(Strep-tactin sepharose szuszpenzio, IBA) egy gravitacios atfolyo oszlopra toltottem, majd azt
kovetéen TBS moso pufferrel atmostam. A célfehérjét tartalmazd sejtfrakciot az
oszloptoltettel egyiitt 1 6ran at folyamatos forgatds mellet szobahdmérsékleten inkubaltam.
Késdbb az atfolyd frakcid lecsopogtetése utan kilenc 1épésben (0. mosas + 1 - 8.mosas)
kétszeres oszloptoltet térfogati moso pufferrel mostam az oszlopot. Majd négy lépésben fél
oszloptoltetnyi térfogatt elacios pufferrel (100 mM Tris-HCI pH = 8,0, 150 mM NacCl,
2,5 mM desztiobiotin) elualtam az oszlopra felkotott fehérjéket. Ezt kovetden 1
oszloptérfogatnyi TBS mosopuferrel lemostam az oszlopban maradt elucios puffert, majd
regenerald oldattal kezeltem az oszlopot (100mM Tris-HCL pH = 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM
hidroxi-azofenil-benzoidsav (HABA)).

3.6.5 Denaturald poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A fehérjetisztitdsok soran eldéllitott fehérjemintdk méret szerinti eloszlasat natrium-
dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) modszerrel végeztem.
(Sambrook ¢és mts., 1989) 1,5 mm vastagsagu 10% toménységii denaturald poliakrilamid
géleket készitettem amelyeket Tris-glicin-SDS puffer elegyben futtattam. Az alsé, szeparald
gél oOsszetétele: 1,9 ml H,O, 1,7 ml 30 % akrilamid - biszakrilamid (29:1) keverék,
1,3 ml 1,5 M Tris-HCI puffer (pH = 8,8), 0,05 ml 10% SDS, 0,05 ml 10% ammonium
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perszulfat, 0,003 ml TEMED. A felsd, gyljtd gél 0Osszetétele: 2,1 ml Hy0,
0,5 ml 30% akrilamid - biszakrilamid (29:1) keverék, 0,38 ml 1,0 M Tris-HCI (pH = 6,8),
0,03 ml 10% SDS, 0,03 ml 10% ammonium perszulfat, 0,003 ml TEMED.

A megfelel6 mennyiségii fehérje mintakat 1 x SDS felvivé pufferrel 6sszekeverve,
15 percig 95°C homérsékleten végzett hokezelés utan a gélre toltottem. A poliakrilamid gélek
futtatasa TGS (Tris-glicin-SDS) pufferben (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1 % SDS pH =
8,3) tortént, kezdetben 60 V fesziiltséget, majd a fehérje mintaknak az elvalasztd gélbe torténd

érkezését kovetden 120 V allando fesziiltséget alkalmazva.

A futast kovetden 1 oran keresztiil kezeltem a gélt fixalo oldatban a fehérjék helyhez
kotése érdekében (30% etanol, 10% ecetsav). A fixald oldatot desztillalt vizzel vald6 mosassal
tavolitottam el a gélbdl teljes mértékben, majd Coomassie blue festékkel (1 literre szdmolva:
250 ml H,0, 117,64 ml 85 % foszforsav, 100 g ammonium szulfat, 1,2 g Coomassie blue
G250, 200 ml metanol) festettem egy éjszakan keresztiil a gélt. Végiil 1 % ecetsavval mostam

ki a felesleges festéket a jelek lathatosaganak novelése érdekében.
3.7 Tisztitott fehérjék vizsgalata

3.7.1 Fehérjemennyiség meghatarozasa Micro-Lowry technikaval
A rekombinans fehérjéket tartalmaz6 membran frakcid mintdk Osszfehérje
albumin (BSA) oldatsor segitségvel készitett kalibracios egyenes hasznalataval hataroztam

meg.

Az ismeretlen koncentracioju illetve a kalibracidhoz sziikséges BSA mintakat 100 pl
végtérfogatra egészitettem ki ultratiszta ioncserélt vizzel, majd
800 pl 0,25 M natrium-hidroxid oldatot adtam hozza. 20 percig tartd szobahdmérsékleten
torténd inkubalast utan 300 pl C reagenst (A reagens [6% natrium-karbonat] + B reagens
[1,5% réz-szulfat, 3% natrium-citrat] 1:50 ardny) mértem az elegyekhez, majd Ujabb
15 perces szobahdémérsékleten vald inkubdlast kovetden 100 pl D reagenssel
(72% Folin-reagens) egészitettem ki. 30 perc utdn megmértem az oldat 750 nm-en mutatott
fényelnyelését 1 cm fényuttal rendelkezé miianyag kiivettdban BIO-RAD SmartSmec Plus

tipusu spektrofotométer segitségével (Yeang €s mts., 1998).
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3.7.2 Western Blot analizis

A sejtfrakcié mintakban talalhato fehérjéket SDS-PAGE modszerrel valasztottam el
10% toménységii poliakrilamid gélben (futtatasi koriilmények: 30 perc, 60 V / 1 6ra, 120V),
majd nitrocellul6z membranra (Amersham™ Hybond™ -ECL) blottoltam Trans-Blot® SD
Semi-Dry Electrophorethic Transfer Cell (BIO-RAD) késziilék segitségével (45 perc, 25 mV,
1 | transzfer puffer: 48 mM TRIS, 39 mM glicin, 20% metanol, 1,3 mM SDS; pH = 9,2).
A membrant ezutan 1 o6ran keresztiil blokkold oldattal (1% alacsony zsirtartalmu tejpor
feloldva PBS-T pufferben (500 ml: 115 mM NaCl, 4 mM KH,PO,, 16 mM Na,HPQ,,
0,1% Tween 20, pH = 7,5) kezeltem, ezzel megakadalyozva a nem-specifikus fehérjék
kotodését. Jelolési 1épésben StrepMAB-Classic-HRP  (IBA  #2-1509-001) ellenanyagot
hasznaltam 1:10000-es aranyban. A detektalas soran a nitrocelluldz membrant 1 percig
inkubaltam az Enhancer reagens ¢és hidrogén peroxid 3 ml térfogata 1:1 keverési aranyu
elegyével (Pierce, SuperSignal West Pico Rabbit 1gG Detection Kit), majd a
kemilumineszcens jelet digitalis fotokamera segitségével detektaltam VersaDoc 4000MP

(BIO-RAD) tipust dokumentacios rendszer segitségével.

3.7.3 Fehérje abszorpcids spektrum meghatarozasa

A tisztitott fehérje mintdk abszorpcids spektrumjait Nicolet Evolution 300 tipust
spektrofotométerrel végeztem. A fehérjekbdl 400u-t 1cm fényuttal bird kvarciiveg kiivettakba
mértem, majd a mintak fényelnyeld képességét altalaban a 250 - 850 nm hulldmhossz
tartomanyban hataroztam meg. A mérési ciklusokat tobbszor megismételtem és az

eredmeényeket atlagoltam.
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4 Eredmények és értékelésiik

4.1 A Thiocapsa roseopersicina Sqr és Sqn fehérjék termelését biztosito
expresszios vektorok elkészitése

A T. roseopersicina-ban azonositott feltételezhetéen szulfid oxidacios folyamatokben

szerepet jatszo szulfid kinon oxidoreduktaz 1 és szulfid kinon oxidoreduktaz 2 enzimek

részletes biokémiai jellemzéséhez tisztitott fehérjékre van sziikség. A vizsgalandd Sqr és Sqn

fehérjék Strepll affinitas peptiddel fhzionaltatott valtozatainak megfelelé T. roseopersicina

torzsekben vald termeltetése utdn azok tisztitasat affinitds kromatografidval terveztem

megvaldsitani.

Ennek érdekében el kellett készitenem azokat expresszios vektorokat, amelyek az Sqr
illetve az Sqn fehérje N terminalison Strep II affinitas peptiddel fhzionaltatott rekombinans

variansainak kifejez6dését képesek T. roseopersicina-ban biztositani.

Az expresszios vektorok elkészitésének els6 1épéseként a T. roseopersicina genomjaban
azonositott sqr gént az OSQR21 és OSQR22, az sgn gént az OSQNI11 és OSQNI12 primer
parok segitségével, tisztitott kromoszomalis DNS templatrél induldo Pfu polimeraz enzimet
hasznal6 PCR felsokszorozassal allitottam el6. A PCR termékeket 5' végeiken foszforilaltam
T4 polinukleotid kinaz alkalmazasaval. Az igy kapott DNS szakaszokat egy EcCORV
restrikcids enzimmel hasitott és az 6nligalodas elkeriilése végett alkalikus foszfatazzal kezelt
pBluescript vektorba épitettem be. Ligalast kovetden az elegyeket betranszformaltam E. coli
XL1-Blue kompetens sejtekbe, amelyeket IPTG-t, X-gal-t és ampicillint tartalmazo
LB téplemezre szélesztettem ki. A madasnapra felnovo telepek koziil a fehér kolonidkat
valasztottam ki, mivel az ezeket alkotd sejtek olyan plazmidokat hordoztak, amelyek
tartalmaztak az sqr, illetve az sqn géneket (PBSQRNS és pPBSQNNS).

A kovetkezd Iépésként a célfehérjéket kodoldé DNS fragmenteket a pDSK6CrtKm
expresszios vektorba épitettem be oly modon, hogy a Strepll affinitds peptidet kodolé DNS
szakasz utan kovetkez6 Sqr, illetve Sqn fehérje kodold DNS szakaszok leolvasasi kerete ne
sériiljon. A pDSK6CrtKm vektoron talalhato replikacids origonak kdszonhetden az elkészitett
expresszios vektor képes stabilan fennmaradni T. roseopersicina és E. coli sejtekben is. A

vektorba épitett génekt6l 5” iranyban Crt promoter és T7 promoter talalhatd. Ezen promoterek
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az expresszios konstrukciokban T. roseopersicina-ban és E. coli-ban is képesek biztositani az

Oket kovetd gének kifejezddését (Balogh Timea személyes kozlése).

A pBSQRNS plazmidokat Ndel és EcoRI restrikcios endonukledzokkal hasitottam, majd
az emésztési termék agardz gélen vald futtatasa utani fragmentizoldldssal nyertem ki a
géneket hordozoé DNS szakaszokat. Ezzel parhuzamosan a pDSK6CrtKm vektort is Ndel és
EcoRV enzimekkel emésztettem, majd szintén fragmentizolaldssal kinyertem a vektor
nagyobb méretli fragmentjét, amelyet ligaldssal egyesitettem az Sqr-t kodoldé DNS

fragmenttel.

A kovetkez6 1épésben a pPDSK6CrtKm vektorba épitem be az sqr illetve sqn gént. Az
elkészitett expresszids vektorokba épitett gének elétt Crt promoéter helyezkedik el, amely
biztositja a t6le 3’ iranyban clhelyezked6 gének kifejez6dését T. roseopersicina-ban. Az
elkészitett konstrukciok biztositjak, hogy az altaluk termeltetni kivant Sqr és Sqn fehérjék N-

terminalis végéhez Strepll affinitas peptid legyen fuzionaltatva.

A kovetkezokben az sgn gént tartalmazé pBSQNNS vektort HindIIl endonukledzzal
hasitottam, hogy az sqn gént hordoz6 DNS szakaszt szeaparljam a vektortol. Az igy kapott
ragados végeket Klenow enzimmel tompa végekké alakitottam, végiil Ndel restrikcios
endonukleazzal kezeltem a vektort. Fragmentizolalassal nyertem ki az sqn gént tartalmazo
DNS szakaszt, amit Pstl enzimmel kezelt és T4 DNS polimeraz enzim hasznalataval tompa
véglivé tett, majd Ndel restrikcids enzimmel meghasitott pDSK6CrtKm expresszids vektor
nagyobb fragmentjével egyesitettem. A ligalast kovetden kialakult termékeket ebben az
esetben is transzformalassal juttattam be E. coli XL1-Blue sejtekbe, amelyeket koziil a
rekombinans vektorokat hordozo transzformansokat IPTG-t, X-gal-t és kanamicint tartalmazo
LB taplemezeken szelektdltam, amit az tett lehetdvé, hogy csak vektort tartalmazo
baktériumok képesek felnéni a kanamicin rezisztencia miatt és azon beliil az sqr illetve sqn
gént tartalmazo telepek fehér szinliek, mig ezeket a szakaszokat nem tartalmazé vektorokat
hordozé baktériumtelepek kék szintiek. A fehér telepeket kivalogatva megkaptam a
pDSQRNS és a pDSQNNS expresszids vektorokat (4. abra) tartalmazo E. coli torzseket. Ezek
sejtjeibol izolalt expresszios vektor plazmid DNS-ek szekvenalasaval ellendriztem a

konstrukci6 készités folyamatanak a terveknek megfeleld végbemenetelét.
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4. abra: Az Sqgr fehérje (pDSQRNS) (A), illetve az Sqn fehérje (pDSQNNS) (B) kifejeztetését biztositd
expresszios vektorok vazlatos szerkezete.

pDSQNNS
9526bps

4.2 AT. roseopersicina Sqr és Sqn fehérjét termel6 torzsek elGallitasa

Az SzTE Biotechnologiai Tanszékén kordbban mar késziilt harom olyan delécids
mutans T. roseopersicina torzs amely nem tartalmazza az sqr gént (HOQR), az sgn gént
(HOQN), valamint sem az sqr és sem az sgn gént (FOQRON). Ezekre azért volt sziikség,
hogy eldallithassak azokat a torzseket, amelyek termelik az Sqr illetve Sqn fehérjét C
terminalison affinitds peptiddel fizionaltatva viszont a vad tipusii varianst nem. Ezek a
mutans toérzsek ugyantgy alkalmasak voltak arra, hogy olyan torzseket hozzak létre beldlik
amelyek ugyancsak Sqr illetve Sqn fehérjét expresszallnak N termindlisan affinitds Strepll

peptiddel fuzionaltatva, mig a fehérjék vad variansat nem fejezik ki.

A torzsek eléallitasahoz az el6zéekben elkészitett expresszids vektorokat (pDSQRNS,
pDSQNNS) E. coli S17 konjugaciot elésegitd torzsbe transzformaltam. Ezt kovetden az E.
coli sejtvonalak segitségével az adott vektor DNS molekulakat a megfelelé — a célfehérje vad

tipusu valtozatat nem hordozo — T. roseopersicina torzsekbe konjugacioval jutattam be.

A HOQR torzsbe a pDSQRNS, mig a HOQN ¢és FOQRON torzsekbe pDSQNNS
vektort bejuttatva létrehoztam sorrendben az RSQRN, NSQNN illetve FRNSQNN

expresszios T. roseopersicina torzseket.
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4.3 T. roseopersicina torzsek aktiv rekombinans Sqr illetve Sqn fehérje termelési
képességének vizsgalata

Az irodalombol ismert, hogy a membran kotott szulfid kinon oxidoreduktazok szulfid
fliggd kinon redukciot katalizalnak, ezért membran frakciot készitettem az Sqr illetve Sqn
enzimek expresszalasa céljabol 1étrehozott torzsekbdl, hogy megvizsgaljam azok szulfid
fliggd durokinon redukdld képességét. A torzsek sejtkulturaibol kinyert membran frakciok
Osszfehérje tartalmat Micro-Lowry modszerrel mértem meg annak érdekében, hogy az
aktivitds mérési reakcioelegyekben azonos Osszfehérje tartalmii membran frakci®é mintak
legyenek bemérve. A membran frakcidkon szulfid fiiggd durokinon redukald aktivitast
mértem in vitro reakcidelegyekben, hogy megtudjam a torzsek képesek-e, és ha igen milyen

mértékben, aktiv Sqr illetve Sqn fehérjéket termelni.

El6szér rekombinans Sqr fehérje termelése céljabol készitett torzs (RSQRN)

aktivitasat vizsgaltam Osszevetve az Sqr mutans kiindulasi térzs (HOQR) aktivitasaval(5.

abra).
o018
0,016 1
‘G- 0014 T
5 i
E’. 0oz l
= | T
E 0,01 L
2
® 0008 |
©
S oo
% 0,004 -
-
0,002 4 ﬁ r[_‘ L
0
HOQR RSQRN HOQN NSQNN FOQRON FRNSQNN
- S-5qr Sqr Sqr - -
Sqn sqn - 5-5qn - S-5qn

5. abra: : Az Sqgr és Sqn fehérje termel6 T. roseopersicina torzsek membran frakcidinak szulfid fiigg
durokinon redukal6 aktivitasa.

A meghatarozott reakciosebességekbdl azt a kovetkeztetést vontam le, hogy az
RSQRN (N-terminalison affinitas peptidekkel kiegészitett Sqr) torzs nem termel aktiv Sqr
fehérjét, mivel aktivitasa megeggyezik a kontrolként hasznalt Sqr enzimben mutans HOQR
torzs membran frakcidjanak szulfid fiiggd durokinon redukalo aktivitasaval. Az RSQRN torzs
membran illetve citoplazma frakcigjaval késziilt Western analizis (dbrat nem mellékeltem)
kimutatta, hogy a sejtben nem talalhatd Strepll affinitas peptid, amire az arra specifikus
antitest kotédhetne. A sikertelen Sqr expresszidé okanak kideritése a jovobeli tervek kozt

szerepel.
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Tovéabbiakban a rekombindns Sqgn fehérje termelése céljabol készitett torzsek
(NSQNN illetve FRNSQNN) szulfid fiiggd durokinon redukalo aktivitidsat vizsgaltam ¢és

hasonlitottam 0ssze (5. abra).

Ezen kisérlet soran kontrolként az Sqn fehérjében mutans HOQN, illetve mindharom szulfid
oxidaz enzimben mutans FOQRON torzseket alkalmaztam. Az esetilkben mérhetd aktivitas
értékekhez viszonyitottam a szulfid kinon oxidoreduktaz 2 enzimet expresszald torzsekbol
késziilt membran frakciok aktivitasait. Az NSQNN (N-terminalison affinitas peptiddel
kiegészitett Sqn) aktivitasa, kontrollhoz (HOQN és FOQRON torzs) képest nagyobb,
valamint az FRNSQNN torzs aktivitisa az NSQNN torzs aktivitasat is meghaladja. Tehat
mindkét altalam elkészitett T. roseopersicina torzs membranjaban talalhatd olyan fehérje, ami
a szulfid fliggd kinon oxidéciot képes katalizalni. Ezen torzsek fehérje termelését Western
analizissel is ellendriztem (6. abra). Ez igazolta, hogy a torzsek sejtjeiben valdban
megjelennek olyan rekombindns Sqn fehérjék, amelyek Strepll affinitds peptidel vannak
fuzionaltatva. Ezen fehérjék az eldzetes feltételezéseinknek megfeleléen a sejtek

membranjahoz kotddnek.

NSQNN FRNSQNN
I 1 I 1
Szir Mir Szfr Mir

44 KDa

6. dbra: NSQNN és FRNSQNN T. roseopersicina torzsek rekombindns Sqn fehérjére specifikus
ellenanyaggal végzett Western analizise. Szfr: szolubilis frakcié; Mfr: membran frakcio.

Az Sqn fehérjét expresszalni képes torzsek koziil a nagyobb szulfid fiiggé kinon
redukalo aktivitast az FRNSQNN membran frakciéo mutatott. Tovabba ezzel dsszhangban a
Western analizis is ennek a torzsnek a membran frakcidjdban mutatott ki nagyobb
mennyiségli Sqn fehérjét, igy a tovabbiakban az Sqn tisztitdsit az FRNSQNN torzsbol

kiséreltem meg.
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4.4 Rekombindns Sqgn tisztitdsa FRNSQNN T. roseopersicina torzsbol

Csoportunkban korabban egy olyan torzsbol végzetek Sqn tisztitasi kisérleteket ahol a
fehérje C termindlisan volt Strepll és Flag affinitas peptiddel fuzionaltatva. Ezen munkak
eredményébdl kideriilt, hogy a T. roseopersicina-ban expresszalédé Sqn egy membrankotott,
de a sejtmembranhoz csak gyengén kot6do fehérje, mivel nagyon alacsony koncentracidban
alkalmazott nem-ionos detergens (10°%-o0s N-dodecil-B-p-maltozid (DDM)) segitségével is
levalaszthatd a membranrol. Ennek tudataban FRNSQNN torzsbél szarmazo, 10°%-0s DDM
detergenssel kezelt, majd ultracentrifugalt membran frakcid feliilisz6jabol kiséreltem meg a
fehérje tisztitasat. A tisztitds sordn gyttt eltcids frakciok fehérjetartalmat SDS-PAGE
modszerrel megvizsgalva lathatd, hogy az Sqn nagyon kis mennyiségben tisztult (7. abra).
Ennek oka lehet, hogy ebben a koncentracioban alkalmazott detergens nem volt képes a
fehérje membranrol vald levélasztasara, ezt a fehérje termeld sejtek feldolgozasanak
kiillonboz6 1épéseiben gyiijtott mintdk Western analizise is alatamasztotta (7. abra). A
membran frakcioban nagy mennyiségli rekombinans Sqn volt kimutathatd, viszont a DDM-el
kezelt membran frakcid ultracentrifugalt feliiluszojaban mar szamottevéen kevesebb fehérje
volt jelen. Tehat a sejtek altal termelt, az affinitas peptiddel az N terminalisan fazionaltatott
Sqn fehérjéket az alkalmazott modszerrel nem sikeriilt a sejtmembranrol levalasztani és

szolubilizalnii.
A B

M mfr UCF AF. UM E1 E2 E3 E4 E5 Mfr UCFE AF E
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7. 4bra: Sgn fehérje tisztitasa affinitas kromatografidval 10°%-0s DDM-el kezelt FRNSQNN membran
frakcio ultracentrifugalasi feltlusoéjabal (A), illetve a sejtmintak Western blot analizise (B). M: maker; Mfr:
membran frakcio; Szfr: szolubilis frakcid; Ucf: ultracentrifugalas utan keletkezett feltliszd; Af: affinitas
kromatografias oszlop atfolyo frakcid; M8: végs6 mosd frakcid; E1-5: ellciods frakciok.
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Ezt kovetden az Sqn sejtmembranbdl vald felszabaditdsanak elérése céljabol a DDM-
et magasabb koncentracibban egy membran komplexek tisztitasara alkalmas ikerionos
detergenssel, az N,N-Dimetildodecilamin-N-oxiddal (LDAO) egyiitt alkalmaztam, illetve
megvizsgaltam az Onmagaban alkalmazott LDAO hatasat a fehérje tisztithatosadgara. A
Csoporton beliill korabban mar alkalmazott detergens koncentracidkat valasztottam
kiindulasnak (0,75% LDAO valamint 0,1% LDAO + 1% DDM). Ezen médszerekkel kezelt
membran mintadkbdl az Sqn fehérje tisztitasat szintén affinitds kromatografiaval kiséreltem
meg (8. abra/A). A sejtmembranok kezelésének kiilonb6z6 szakaszaibol szarmazo mintak

rekombinans Sqn tartalmat ebben az esetben is Western analizissel vizsgaltam meg

(8. abra/B).

A 0,75% koncentracidoban alkalmazott LDAO kezelés utani sejtmembran feliilluszoban
nagyobb mennyiségii Sqn fehérje volt jelen, de ennek ellenére a fehérjéket még mindig csak
eleny€sz0 mennyiségben sikeriilt tisztitani, amibdl arra kovetkeztettem, hogy az affinitas
peptid nem volt képes felkotédni az affinitdas kromatografias oszlopra, nagy mennyiségii

fehérje az atfolyd frakcioban maradt.

A 0,1 % LDAO +1% DDM detergens keverék alkalmazasa javitott a szolubilis fehérjék
mennyiségén, de a kordbbi kisérletekhez hasonldan az elucios frakcidban alig jelent meg az
Sqn (8. abra/A). Ezen tisztitasok Western analizise is igazolta, hogy az enzim nagy része nem

kotédott az affinitas oszlopra, atfolyt rajta (8. abra/B)

Ennek oka lehet, hogy a detergens gatolja az oszlopra valo felkotodést.

A B
0.75%LDAO 0.1%LDAO+1%DDM 0.75%LDAO 0.1%LDAO+1%DDM
M Mifr UCcs UCF Af E UCcs UCf Af E M Mfr UCcs UCF Af E UCcsUCF Af E
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8. abra: Sgn fehérje tisztitasa affinitas kromatografidval 0,75%-0s LDAO-val és 0,1% LDAO + 1%-0s
DDM-el kezelt FRNSQNN membran frakcidk ultracentrifugalassal elGallitott felliliszé mintdjabol (A), illetve a
kisérlet soran gy(ijtott mintdk Western analizise (B). M: maker; Mfr: membran frakcio; UCcs: ultracentrifugdlds
utan keletkezett csapadék; UCF: ultracentrifugalas utan keletkezett feliiliszo; Af: atfolyo frakcid
E: elucids frakcid.
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A jobbik eredményt ad6é 0,1% LDAO + 1% DDM koncentracioji kezelést egy
dializalasi 1épéssel egészitettem ki, a fehérjékhez nem kotodott detergensek
mennyiségének csokkentése céljabol. Erre azért van sziikség, mert valosziniisithetd, hogy a
detergens jelenlétével megakadalyozta, hogy az affinitas peptid felk6tédjon az oszlopra. A
kezelt membran frakciot két részre osztom. Az egyik mintat egyszer a masikat egymas utan
kétszer dializaltam, annak a kérdésnek megvalaszolasara, hogy ennek van-e hatdsa a
tisztitott Sqn fehérje mennyiségére illetve tisztasagara. A dializalas mértéke nem, viszont a
dializalas alkalmazasa szamottevéen novelte az affinitas kormtaografiaval tisztithatd enzim
mennyiségét, igazolva a feltételezésemet, miszerint a detergens gatolhatja a fehérje
oszlopra vald kotédését (9. abra/A). Ezt bizonyitja a rekombinans Sqn fehérjével szemben
specifikus Western analizis eredménye is (9. abra/B9. abra). Tovabbi fehérje tisztitasi
kisérletek soran mindig dializaltam a kezelt membran frakciok ultracentrifugalassal
eldallitott feliiluszojat.

A B

1X dializalt 2X dializalt 1X dializalt 2X dializalt
. c ” ”
Mfr UCcs UCf DUCf AF E DUCf Af E M Mfr UCcs UCf DUCFf AF E DUCF Af E

44 KDa
%_

9. dbra: Sgn fehérje tisztitasa affinitds kromatografidval 0,1% LDAO + 1% DDM-el kezelt és dializalt
FRNSQNN membran frakcio ultracentrifuga felliliszdjabadl (A), illetve a mintdak Western analizise (B). M: maker;
Mfr: membran frakcié; UCcs: ultracentrifugalas utan keletkezett csapadék; UCT: ultracentrifugdlds utan
keletkezett feliilisz6; DUCE: ultracentrifugalas utdn keletkezett dializalt feltiliszd; Af: atfolyo frakcio;
E: elucids frakcio.

Miutan az LDAO a fehérje szolubilizalast tekintve jo detergensnek bizonyult,
kovetkezd 1épésként megvizsgaltam, hogy mi az a legkisebb koncentracié, amely még képes a
fehérjéket levalasztani a membranrol, erre azért volt sziikkség, mert alapvetd célom az, hogy
lehetdleg minél kevesebb detergens legyen a rendszerben, mert annak jelenléte
befolyasolhatja a kinyert fehérje aktivitasat, hamis adatokhoz vezethet A legalacsonyabb, Sgn

fehérjéket még hatasosan szolubilizalo LDAO koncentracié 0,02% volt, viszont a tisztithatd
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crer

fehérje mennyiségét tekintve a 0,05% koncentracioju LDAO alkalmazasa volt a
leghatasosabb.(11. abra).

A fehérjetisztitas eredményeként kapott elucios frakcidok abszorpcidos spektrumat
megvizsgalva az abban megjelend csucsok arra utaltak, hogy a tisztitott enzim mellett fehérje
¢s fotoszintetikus pigment szennyezést okozdé membran darabok vannak, amelyek elfedik a
feltételezéseink szerint flavin tartalmi Sqn fehérje kofaktor tartalmat igazoldo 450 nm
hullamhossznal megjelend abszorpcios csucsot (11. abra). Ugyanis a detergenses kezelés
soran a tapasztalat azt mutatta, hogy az LDAO valésziniileg durvabb membranbontast végez(a
csoport korabbi munkdi sordn) vagyis Osszefiiggd membran fragmentek keriilnek
eltavolitasra, amelyek koziil van olyan, amely tartalmaz Sqn fehérjét, illetve Sqn fehérjét és
egyéb membrankotott fehérjéket valamint szintesteket is, igy az olyan membran fragmentek,
amelyek tartalmaznak Sqr fehérjét, vagyis nem vallt le rola, azok a fehérjével egyiitt
felkotddnek az affinitds kromatografia oszlopra és egylitt eludlodnak, igy jelen lesznek az
elucios frakcioban is. A DDM viszont finomabban bontja meg a membrant, viszont 6nalléan a

membran kotott Sqn fehérjét nem képes szolubilis allapotba vinni.

0,1% LDAO 0,05% LDAO 0,02% LDAO
[ 1 [ | [ 1

M Mfr UCf DUCf AF E DUCFE2 E3 E4DUCfE2 E3 E4

kDa

10. abra: Sqn fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval 0,1%; 0,05%; 0,02%-0s LDAO-val kezelt és
dializalt FRNSQNN membran frakciok ultracentrifuga feliiluszoibol. M: maker; Mfr: membran frakcio; UCT:
ultracentrifugalas utan keletkezett feliiluszo; DUCT: ultracentrifugalds utan keletkezett dializalt feliiluszo
E: eluciods frakcid.

34



0,35
0,3
0,25

0,2

Abszorbancia

0,15

0,1

0,05 J\/
0o

300 450 600 750

Hulldmhossz {nm)

11. 4bra: 0,1% (fekete); 0,05% (piros); 0,02%-0s (z6ld) LDAO-val kezelt és dializalt FRNSQNN membran
frakcidbdl tisztitott eldcids fehérje mintak abszorpcids spektruma.

crer

crer

keverék hatékonyabban oldja fel a sejtmembran mintékat, igy nem fognak a kezelés hatasara
az affinitas kromatografias oszlopra kotddni képes kis méretii membran darabok keletkezni. A
0,05% LDAO mellett 0,5% illetve 1% koncentracioban alkalmaztam DDM detergenst. Ezzel
a modszerrel a membran frakciokbol mar sikeresen tisztitottam nagy mennyiségben Sqn
fehérjét (12. abra). Amig a 0,05% LDAO + 0,5% DDM-el torténd kezelésen atesett membran
frakciobol kell6 mennyiségben, addig a 0,05% LDAO + 1% DDM-el kezelt mintabol nagy

mennyiségben és megfelel6 tisztasagban sikeriilt Sqn fehérjét tisztitanom (12. abra 13. abra).
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12. 4bra:: Sgn fehérje tisztitasa affinitds kromatografiaval 0,05% LDAO + 0,5% DDM-el illetve
0,05% LDAO + 1% DDM-el kezelt és dializalt FRNSQNN membran frakcidbol. M: maker;
DUCT: ultracentrifugdlas utan keletkezett dializalt felliliszo; E: elucids frakcio.
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13. abra: 0,05% LDAO + 0,5% DDM-el (fekete) illetve 0,05% LDAO + 1% (piros) DDM-el kezelt membran
frakciobal tisztitott Sqn fehérje abszorpciés spektruma.

Elfogadtam ezeket a paramétereket (0,05% LDAO + 1% DDM) a membran oldhatova
tételéhez mivel ezzel a modszerrel olyan mindségii fehérjét sikeriilt tisztitanom ami a
célomnak megfelel. Az optimalizalt paraméterekkel az Sqn-t nagy mennyiségben kiséreltem
meg tisztitani. Ez azt jelenti, hogy eddig 250-500 ml kultarabodl kiséreltem meg tisztitani a
fehérjét, ezattal viszont 1500 ml kaltarabol kiséreltem meg ugyanezt, amellyel sikeresen nagy
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mennyiségli és tiszta rekombinans Sqn enzimet allitottam ¢lé (14. abra), ami leolvashato a

tisztitott Sqn fehérje minta abszorbcids spektrumabol is.
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14. abra: A: Sqn fehérje tisztitasa affinitds kromatografiaval 0,05% LDAO + 1% DDM-el kezelt és
dializalt FRNSQNN membran frakcidbdl. M: maker; UCf: ultracentrifugdlds utan keletkezett felliliszd
DUCT: ultracentrifugdlds utan keletkezett dializalt felliliszo; E: ellcids frakcio.

B:0,05% LDAO + 1% DDM-el (fekete) kezelt FRNSQNN membran frakcidbdl tisztitott Sqn fehérje abszorpcids
spektruma (B).
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5 Osszefoglalas

Tudoményos didkkdéri munkdm sordan egy fotoszintetikus bibor kénbaktérium, a
Thiocapsa roseopersicina membran kotott szulfid kinon oxidoreduktazait vizsgaltam. A
mikroorganizmus genom szekvencidjaban korabban azonositva lettek a szulfid kinon
oxidoreduktaz 1 (Sqr) illetve a szulfid kinon oxidoreduktaz 2 (Sqn) fehérjéket kodold gének.
A szulfid kinon oxidoreduktaz enzimek biokémiai vizsgalhatosaganak érdekében
elkészitettem olyan expresszios vektorokat, amelyek az Sqr (pDSQRNS) és Sqn (pDSQNNS)
fehérjék N-terminalisan Strepll affinitas peptidekkel fhzionaltatott valtozatainak termelését
képesek biztositani. Ezen expresszios vektorokat a vad tipusu szulfid oxiddz enzimeket nem

tartalmazé mutans T. roseopersicina térzsekbe jutattam be konjugacio segitségével.

A rekombindns Sqr illetve Sqn fehérjéket termeld térzsek enzim termeld képességét
sejtmembran frakcidjukon szulfid fiiggd kinon reduktdz aktivitidsanak mérésével, valamint
Western analizissel ellendriztem. Ezen vizsgalatok eredményeibdl megallapitottam, hogy csak
az Sqn fehérjét expresszald torzsekben termelddik aktiv szulfid kinon reduktaz enzim, ezért a

kovetkezd 1épésben az Sqn fehérje tisztitds modszerét dolgoztam ki.

Rekombinans Sqn fehérjék korabbi tisztitdsi eredményeibdl arra kdvetkeztettem, hogy
egy membranhoz gyengén kotddo enzim, ezért DDM detergenssel kezelt membran frakciobol
affinitds kromatografiaval tisztitottam fehérjét. Az ily modon tisztitott enzimeknek sem a
mennyisége, sem a tisztasdga nem volt még megfeleld a késdbbiekben tervezett fehérje
biokémiai vizsgalatok céljara, ezért a DDM mellett egy ikerionos detergenst az LDAO-t is
alkalmaztam a fehérje membrantol valo elvalasztasara. A két detergens optimalizalt modon
megfeleld koncentracioban vald egyiittes alkalmazasaval, majd a dializalasi 1épésnek a minta
feldogozasba valo beépitésével kidolgoztam egy olyan tisztitdsi modszert, amellyel kelld
mennyiségii és a tovabbi biokémiai vizsgalatokra mar alkalmas tisztasagi szulfid kinon

reduktaz 2 enzimet tudtam eldallitani.

38



6 Irodalomjegyzék

Argyrou A, Blanchard JS. (2004) Flavoprotein disulfide reductases: advances in
chemistry and function. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol. 78:89-142.

Ausubel, F.M., Brent R., Kingston R.E., Moore D.D., Seidman J.G., Smith J.A.,
Struhl K. (1996) Current Protocols in Molecular Biology. Wiley, New York, NY.

Benemann, J., (1996) Hydrogen biotechnology: progress and prospects. Nat
Biotechnol. 14:1101-1103.

Brito JA, Sousa FL, Stelter M, Bandeiras TM, Vonrhein C, Teixeira M, Pereira MM,
Archer M. (2009) Structural and functional insights into sulfide:quinone oxidoreductase.
Biochemistry. 48:5613— 5622.

Bogorov, L.V., (1974) The properties of Thiocapsa roseopersicina, strain BBS,
isolated from an estuary of the White Sea. Mikrobiologiia. 43:326-332

Brune, D.C. (1995b) Sulfur compounds as photosynthetic electron donors. In:
Anoxygenic Photosynthetic Bacteria (R.E. Blankenship, M.T. Madigan and C.E. Bauer, eds),
Advances in Photosynthesis. Vol. 2, pp. 847-870. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht.

Chan LK, Morgan-Kiss RM, Hanson TE. Functional analysis of three sulfide:quinone
oxidoreductase homologs in Chlorobaculum tepidum. J Bacteriol 2009;191:1026-1034.

39



Chen, ZW., Koh, M., van Driessche, G., van Beeumen, J.J., Bartsch, R.G., Meyer,
T.E., Cusanovich, M.A. and Mathews, F.S. (1994) The structure of flavocytochrome c sulfide
dehydrogenase from a purple phototrophic bacterium. Science. 266, 430-432.

Emsley P, Cowtan K. Coot: (2004) model-building tools for molecular graphics. Acta
Crystallogr Sect D. 60:2126-2132.

Gorlenko, V.M., (1974) Oxidation of thiosulphate by Amoebacter roseus in darkness
under micoaerobic conditions. Mikrobiologiya 40:1035-1039

Griesbeck, C., Hasuka, G., Schiitz, M., (2000). Biological Sulfide- Quinone
Reductase (SQR), The Primary Reaction. Recent Research Developments in Microbiology, 4:
179-203

Heuts DP, Scrutton NS, Mclintire WS, Fraaije MW. (2009) What’s in a covalent
bond? On the role and formation of covalently bound flavin cofactors. FEBS J. 276:3405-
3427.

Hildebrandt TM, Grieshaber MK. (2008) Three enzymatic activities catalyze the
oxidation of sulfide to thiosulfate in mammalian and invertebrate mitochondria. FEBS J.
275:3352-3361.

Imhoff, J.F., (2005a) Family |. Chromatiaceae Bavendamm 1924, 125" emend,
Imhoff 1984b, 339. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. (Brenner, D.J., Krieg, N.R.,
Staley, J.T., Garrity, G.M.). 2: 3-40, Part B Springer, New York

Imhoff, J.F., (2008) Systematics of anoxygenic phototrophic bacteria. Sulfur
Metabolism in Phototrophic Organisms. (Hell, R., Dahl, C., Knaff, D.B., Leustek, T.),
Andvances in Photosynthesis and Respiration. 27: 269-287, Springer, New York

40



Inoue, H., Nojima, H., Okoyama, H., (1990) High efficiency transformation of
Escherichia coli with plasmids. Gene. 96:23-28

Kampf, C., Pfennig, N., (1980) Capacity of Chromatiaceae for chemotrophic growth.
Specific respiration rates of Thiocystis violaceae and Chromatium vinosum. Arch. Microbiol.
127:125-135

Kondrat’eva, E.N., Zhukov, V.G., Ivanovskii, R.N., Petushkova, Y.P. and Monosov,
E.Z. (1976) The capacity of the phototrophic sulfur bacterium Thiocapsa roseopersicina for
chemosynthesis. Arch. Microbiol. 108, 287-292.

Kondrat’eva, E.N., Zhukov, V.G., Ivanovskii, R.N., Petushkova, Y.P. and Monosov,
E.Z., (1981) Light and dark metabolism in purple sulfur bacteria. Sov. Sci. Rev. 2:325-364

Kostanjevecki, V., Brige, A., Meyer, T.E., Cusanovich, M.A., Guisez, Y. and van
Beeumen, J. (2000) A membrane-bound flavocytochrome c-sulfide dehydrogenase from the
purple phototrophic sulfur bacterium Ectothiorhodospira vacuolata. J. Bacteriol. 182, 3097—
3103.

Le Faou, A., Rajagopal, B.S., Daniels, L., Fauque, G., (1990)- Thiosulfate,
polythionates and elemental sulfur assimilation and reduction in the bacterial world. FEMS
Microbiology Letter. 6:351-81

Marcia M., U. Ermler, Peng G., Michel H. (2010) A new structure-based
classification of sulfide:quinone oxidoreductases. Proteins, 78:1073-1083.

41



Marcia M, Ermler U, Peng G, Michel H. (2009) The structure of Aquifex aeolicus
sulfide:quinone oxidoreductase, a basis to understand sulfide detoxification and respiration.
Proc Natl Acad Sci USA. 106:9625-9630.

Meyer, T.E. and Cusanovich, M.A. (2003) Discovery and characterization of electron

transfer proteins in the photosynthetic bacteria. Photosyn. Res. 76, 111-126.

Pfennig N., Triiper, H. G., (1992). The Family Chromatiaceae The Prokaryotes vol
.1V,3200-3221.

Pham VH, Yong JJ, Park SJ, Yoon DN, Chung WH, Rhee SK. (2008) Molecular
analysis of the diversity of the sulfide:quinone reductase (sqr) gene in sediment environments.
Microbiology. 154:3112— 3121.

Reinartz M, Tschape J, Bruser T, Truper HG, Dahl C. (1998) Sulfide oxidation in the

phototrophic sulfur bacterium Chromatium vinosum. Arch Microbiol. 170:59-68.

Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T., (1989) Molecular cloning: a laboratory
manual, 2nd edn. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY

Shibata H, Kobayashi S. (2006) Characterization of a HMT2-like enzyme for sulfide

oxidation from Pseudomonas putida. Can J Microbiol. 52:724-730.

Shibata H, Suzuki K, Kobayashi S. (2007). Menaquinone reduction by an HMT2-like
sulfide dehydrogenase from Bacillus stearothermophilus. Can J Microbiol. 53:1091-1100.

Schiitz, M., Shahak, Y., Padan, E., Hasuka, G., (1997) Sulfide-quinone reductase from
Rhodobacter capsulatus, J. Biol. Chem. 272:9890-9894

42



Schiitz, M., Maldener, 1., Griesbeck, C., Hasuka, G., (1999) Sulfide-quinone reductase
from Rhodobacter capsulatus: requirement for growth, periplasmic localization, and
extension of gene sequence analysis. J Bacteriol. 181:6516-6523

Theissen U, Martin W. Sulfide:quinone oxidoreductase (SQR) from the lugworm
Arenicola marina shows cyanide- and thioredoxin-dependent activity. FEBS J
2008;275:1131-1139.

Vande Weghe JG, Ow DW., (1999) A fission yeast gene for mitochondrial sulfide
oxidation. J Biol Chem. 274:13250-13257.

Visscher, P.T., Nijburg, JW., Gemerden, H., (1990), Polysulfide utilization by

Thiocapsa roseopersicina. Archives of Microbiology. 155:75-81

Yeang H. Y., Yusof F., Abdullah L. (1998), Protein purification for the Lowry assay:
acid precipitation of proteins in the presence of sodium dodecyl sulfate and other biological
detergents. Anal. Biochem., 265: 381-384.

43



7 Ko6szonetnyilvanitas

Ko6szondm Dr. Rékhely Gabornak, Dr. Toth Andrasnak a ram aldozott idejéért, Duzs
Agnesnek szintén az idejéért, valamint, hogy bevezetett a gyakorlati labor életbe, Prof.
Kovacs L. Korélnak, valamint az SZTE Biotechnologiai Tanszék minden kedves

munkatarsanak a munkdm sordn nyujtott segitségiikért.

44



Nyilatkozat

Alulirott Dobos Andras V. éves biomérnok BSc szakos hallgato, kijelentem, hogy a
tudomanyos didkkori dolgozatomban foglaltak sajait munkdm eredményei, és csak a

hivatkozott forrasokat (szakirodalom, eszk6zok, stb.) hasznaltam fel.
2012-11-05 Dobos Andras

Szeged

45



Rovidités jegyzék
ul: mikroliter
bp: bazis par
A: angstrom
BSA: szarvasmarha szérum albumin
CIAP: Borju bélbdl szarmazo alkalikus foszfataz (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)
DDM: N-dodecil-B-p-maltozid
DNS: dezoxi-ribonukleinsav
DQ: durokinon
EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav
EtBr: etidium-bromid
EtOH: etil-alkohol
FAD: flavin-adenin-dinukleotid
g: nehézségi gyorsulas
HABA: hidroxi-azofenil-benzoidsav
kDa: kiloDalton
Km: kanamicin
LB: Luria-Bertani
LDAO: N,N-Dimetildodecilamin-N-oxiddal
ml: milliliter
NAD™: nikotinamid-adenin-dinukleotid
Na,S: natrium- szulfid
nm: nanométer
OD: optikai denzités
PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis
PCR: polimeraz lancreakcié (Polymerase Chain Reaction)
rpm: fordulatszam / perc
SDS: natrium-dodecilszulfat (Sodium Dodecil Sulfate)
TAE:Tris-Acetat-EDTA
TEMED: N, N, N',N'-tetrametil-etiléndiamin
TGS: Tris-Glicin-SDS
Tris: Tris-(hidroximetil)-metilamin
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