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1. Bevezetés

Az emberiség egyre novekvd energiaigényének kovetkeztében a fosszilis
energiahordozok, mint példdul a kdolaj-, f6ldgaz- és szénforrasok kimeriilében vannak.
Felhasznalasuk soran melléktermékként képzodd szén-dioxidnak koszonhetdéen a
fokoz6do {iiveghazhatas klimavaltozas lehetdségét hordozza magaban. Ezért egyre
nagyobb hangsulyt kell fektetni a fosszilis energiahordozok felvaltasat lehetové tevo
alternativ, kornyezetbarat energiahordozok kutatasara.

Szamos alternativ megoldas koziil a hidrogén géz tlinik a legigéretesebbnek,
hiszen felhasznalasa soran karos melléktermék nem, csupan viz keletkezik. Eppen ezért
az elmult években a hidrogéntermelés kutatdsa egy meglehetdsen nagy
tudomanytertilett¢ nétte ki magat. Harom kiilonb6z6 modszert ismerlink a hidrogén
eléallitasara. Az elektrokémiai hidrogéngyartas soran a viz elektrolizisével torténik a
hidrogén eldallitdsa, mig a legismertebb kémiai moddszerek egyike a gdzreformalas
gyartasahoz sziikséges energiat fosszilis energiahordozokbol nyerik ki.

fgy jutunk el a biolégiai hidrogéntermelésig, melynek egyik alapvetd Gtja a Nap
energidjat megkotd és felhasznald fotoszintetikus baktériumok segitségével valdsithatod
meg. Szamos olyan mikroorganizmus ismert, mely hidrogendz ¢és nitrogenaz
enzimrendszerének koszonhetden képes hidrogént termelni a napfény energiajanak,
valamint szerves vagy szervetlen redukalt vegyiiletek elektron donorként torténd
felhasznalasaval. A nitrogendz enzimmel rendelkezd baktériumok képesek légkori
nitrogén jelenlétében nitrogénfixalasra, mely folyamat melléktermékeként hidrogén
termelddik. A hidrogenazok redox metalloenzimek, melyek hidrogéntermelést
katalizdlva a sejtek redox egyensulydnak fenntartdsa érdekében a felesleges
elektronokat tavolitjak el protonok redukcidjaval.

A kénanyagcsere soran redukalt kénvegyiiletekbdl felszabadulo elektronok részt
vesznek a protonok redukcidjaban, mely eredményeként hidrogén keletkezik. Igy a
hidrogén bioldgiai uton torténd hatékony eldallitasahoz elengedhetetlen a
keletkezésével szoros kapcsolatban allo kénanyagcsere ismerete. Laboratériumunkban
intenziv kutatasok folynak egy fototrof bibor kénbaktérium, a Thiocapsa roseopersicina
hidrogén- és kénanyagcseréjében résztvevd enzimrendszerek megismerésére, melynek

célja a jovo energiahordozojat nagy hatasfokkal termeld torzs 1étrehozésa.
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2. Irodalmi attekintés

2.1 Fotoszintetikus baktériumok

A fototrof prokaridtak legfontosabb tulajdonsaga, hogy tetrapirol pigmentekkel
¢s fotoszintetikus apparatussal rendelkeznek, melyek lehetévé teszik a fényfiiggd
elektron transzfert és ennek Utjan a fényenergia kémiai energiava valo atalakitasat.
A fotoszintetikus baktériumoknak csupadn néhany csoportjat kiilonboztetjiik meg
alapvetd fiziologias eltéréseik alapjan. Az elsé csoportba az aerob Cianobaktériumok
tartoznak, melyek a vizmolekuldk elektron donorként wvaldé hasznositasa sordn
molekularis oxigént termelnek. A masodik csoport tagjai az aerob fototrof baktériumok
(Heliobaktériumok, tovabba bibor és zold baktériumok), amelyek hidrogént, szerves
vegyiileteket, illetve redukalt kénvegyiileteket hasznédlnak fel elektronforrdsként. Az
utols6 csoport az aerob, de oxigént nem termeld, bakterioklorofill-tartalma
(ABC — aerobic bacteriochlorophyll-containing) baktériumok, ahova néhany, egyelére
kevéss¢  ismert, leginkabb  kemoheterotrof  tulajdonsagokkal  rendelkezo
Proteobaktérium tartozik, melyek ugyancsak képesek fényfliggd elektron transzportot
végezni fotoszintetikus pigment-fehérje komplexek segitségével
(Imhoff, 2008).

2.2 Fototrof kénbaktériumok

A redukalt kénvegyiiletek — kiilonosképp a szulfid — fotoszintetikus elektron
donorként torténé hasznositasa altalanos az anaerob fototrof baktériumok legtobb
csoportjaban, bar eltérd mértékben. E tekintetben a bibor kénbaktériumok tovabba a
z61d kénbaktériumok egylittesen alkotjak a mikrobdk azon csoportjat, melyek képesek
redukalt kénvegyiileteket elektron forrasként felhaszndlni, ezért a fototrof kénbaktérium
elnevezést kaptak. Mellettiik szamos bibor nem-kén baktérium, néhany anaerob
heliobaktérium, tovabba fonalas fototrof mikrobdk egyes tagjai is képesek redukalt

kénvegyiiletek oxidalasara fototr6f novekedésiik soran.



2.3 Bibor kénbaktériumok

A Gammaproteobaktériumok osztadlyaba tartoz6 bibor kénbaktériumok a
Chromatiaceae ¢és az Ectothiorhodospiraceae csalad tagjai, melyek kozott a
legfontosabb kiilonbség az elemi kén raktarként funkcionald kénglobulusok képzésében
figyelheté meg. Mig az eldbbi csoportban taldlhaté baktérium fajok szulfidon,
poliszulfidon, tioszulfaton illetve elemi kénen vald novesztése soran ezen folyamat a
sejtfalon beliil torténik, addig az Ectothiorhodospiraceae csaladba tartozo
baktériumokban a kénglobulusok extracellularisan, a periplazmatikus térben
halmozo6dnak fel.

A Chromatiaceae csaladba tartozé baktériumokat valtozatos anyagcserével,
illetve specialis anyagcserével rendelkez6 fajok két 6 csoportjara kiilonithetjiik el. Mig
az utdbbi fajok kizarélag szulfidot képesek felhaszndlni elektrondonorként, addig a
valtozatos anyagcserével rendelkez6 mikrobak, mint példaul az Allochromatium
vinosum, tioszulfatot, szulfidot tovabba elemi ként hasznositanak elektron forrasként
(Imhoff és mts., 2005a). A legtobb ide tartoz6 faj képes asszimilacidos szulfat
redukciora, redukalt kénvegyiiletek hianyaban fotoorgano-heterotréf, mig azok
jelenlétében kemolitotrof életmodot folytatnak (Gorlenko, 1974; Kampf és Pfennig,
1980; Kondrat’eva és mts., 1981). Néhanyan koziiliik képesek kemoorganotrof modon
novekedni, mely esetben a szulfid vagy a tioszulfat elengedhetetlen, mint kénforras,
mivel a szulfat asszimilacid gatolt aerob koriilmények kozott (Kondrat’eva €s mits.,

1981).

2.4 Fototrof bibor kénbaktériumok oxidativ kénanyagcseréje

A fototrof bibor kénbaktériumok képesek elemi kén, tioszulfat illetve szulfid
elektron forrasként torténd hasznositasara. A redukalt kénvegyiiletek oxidalasa altal
szolgéltatott elektronok a sejtmembran kinon raktardba keriilve tilnyomoérészt a NAD”
redukcidjara forditddnak, mely ezt kovetéen a szén-dioxid megkotés nagy
elektronigényét fedezi a sejt felépité anyagcesere folyamataiban (Brune, 1989).

Bibor kénbaktériumokban a tioszulfat szulfattd torténd részleges oxidaciojat a
periplazmatikus Sox enzimrendszer katalizalja. A folyamat sordn felszabadulo

elektronok c-tipusu citokrom fehérjék utjan jutnak el a membran kinon molekulaihoz. A



tioszulfat nem oxidalodoé kénatomja a kénglobulusokban halmozodik fel. Az elemi kén
szerepet jatszanak benne a Dsr (disszimilacios szulfit reduktdz) enzimrendszer
citoplazmatikus, illetve a sejtmembran citoplazmatikus oldalahoz k6t6d6 fehérjéi. A Dsr
redox enzimkomplex az elemi kén valamely formajabol felszabaditott elektronokat
kozvetleniil képes a kinon raktarba juttatni.

Az elektronok transzportja a szulfid és a NAD" kozott kétféleképpen valdsulhat
meg szulfid oxiddz enzimek kozremiikdodésével (1. abra). Az egyik utvonal egy
szolubilis periplazmatikus fehérjén, a flavocitokrém c (Fcc) enzimen at vezet, mely egy
nagy, flavin csoport tartalmu, a szulfid megkdtésében és oxidaciojaban szerepet jatszo
alegységbol (FccB), tovabba egy kisebb, egy vagy két hem csoport megkotésére képes
citokrom c tipusu fehérje alegységbdl (FccA) épiil fel. Ezen enzim a szulfid oxidalasa
soran felszabadulo elektronokkal periplazmatikus c-tipust citokromokat redukal,
ahonnan azok a kovetkez6 1épésben a fotoszintetikus reakciokozpontba keriilnek. Itt a
megkotott fény energidjanak segitségével redukalnak membran kinon molekuldkat és
ezzel bekeriilnek a fotoszintetikus elektronaramlasba. A szulfid oxidalasa soran
felszabaduld elektronok masik lehetséges tGtvonala a membran kotott szulfid kinon
oxidoreduktaz (Sqr) enzimeken keresztiil valosul meg. A flavocitokrom ¢ enzimhez
hasonldéan szulfid oxidacidt katalizalni képes Sqr fehérjék a szulfidrdl érkezd
elektronokat, az Fcc-hez képest energetikailag kedvezébb modon, kozvetleniil képesek

a membranban talalhato kinon raktarba juttatni (Blankenship, 1992).

Periplazma

—mmm— = > T

Fotoszintetikus

Citokrém be, reakcidkozpont v
komplex NAD* NADH
NADH dehidrogendz !

Citoplazma v
Bioszintetikus

1. dbra: Bibor kénbaktériumok szulfid oxidalo enzimei és az anyagcsere folyamatokban betdltott
szerepiik. FCCAB: flavocitokrom c kis(A) és nagy(B) alegységei; Sqr: szulfid kinon oxidoreduktaz;

Cit c: citokrom c; Q: membranban talalhat6 kinon raktar.
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2. 5 Szulfid kinon oxidoreduktaz enzimek

A szulfid kinon oxidoreduktdz egy koriilbeliil 55 kDa méretlii membran kotott
fehérje, melynek jelenléte elengedhetetlen az olyan foto- és kemolitotrof
organizmusokban, melyek elektronforrasként szulfidot hasznalnak fel, mivel mitkodése
soran képes szulfid fiiggd kinon redukciot katalizalni (Arieli és mts., 1994, Shiitz és
mts., 1997). Az Sqr fehérjék rendkiviil 6si flavoproteinek, amelyek a flavin-tartalmua
diszulfid reduktaz nagy fehérjecsalad glutation reduktaz alcsaladjaba tartoznak (Shahak
¢s mts., 1999). Mérések szerint az enzim szulfid fiiggd kinon redukald aktivitasanak
hémérséklet optimuma megkozelitdleg 20°C, bar ez fajonként eltérd lehet. Igy példaul
az Aquifex aeolicus hipertermofil baktériumban talalhato Sqr fehérje 70°C-on a
legaktivabb (Niibel és mts., 2000).

Az Sqgr sejten beliili elhelyezkedését Rhodobacter capsulatus-ban vizsgaltak,
olyan mddszerrel, hogy az enzimet kddolo gént egy alkalikus foszfataz fehérje génjével
fuzionaltattak. A periplazmatikus foszfataz aktivitasa kimutathat6 volt, ami bizonyitotta,
hogy a R. capsulatus-ban talalhatdo szulfid kinon oxidoreduktaz a sejtmembran
periplazma feldli oldalan taldlhatdo (Shiitz és mits., 1999). A fehérjék citoplazma
membranon torténd atjutdsa altalaban kétféleképpen torténhet: sec-fliggd és sec-
fiiggetlen fehérje transzlokacios utvonalon (Berks, 1996), amihez mindkét esetben
sziikség van egy N-terminalis szignal peptidre. Az Sqr fehérjék esetében ilyen szignal
szekvenciat nem talaltak, azonban R. capsulatus-ban végzett fehérje delécios kisérletek
kimutattak, hogy egy, a C-terminalison talalhaté 38 aminosavbol all6 szakasz
elengedhetetlen a transzlokacié végbemeneteléhez (Shiitz és mts., 1999).

Az Sqr szulfid oxidalasdnak mechanizmusara felallitottak egy modellt, melyben
az enzimben talalhatd, egymashoz diszulfid hiddal kapcsolodo két cisztein jatszik
alapvetd szerepet (Griesbeck €s mts., 2000). Szulfid jelenlétében a két cisztein elvalik
egymastol, ezaltal egy redukalt, tovabba egy tiolcsoporthoz kotott cisztein keletkezik:
E-S-S-E + H,S — E-S-SH + E-SH
A masodik lépésben a FAD redukalodik, és egy triszulfid hid képzddik:

E-S-SH + E-SH + FAD — E-S-S-S-E + FADH;
Ezutan a flavinrdl az elektronok atkeriilnek a kinonra, majd egy masodik szulfid
molekula ko6tédik az enzimhez:

E-S-S-S-E + FADH, + Q + H,S — E-S-S;H + E-SH + FAD + QH,



A maésodik és harmadik 1épés tObbszori ismétlodése sordn egy poliszulfid lanc
képzddik, amely néhany enzimciklust kovetden felszabadul, mialatt az enzimben
kialakul a kezdeti diszulfid hid:

E-S-S;H + E-SH — E-S-S-E + H-Sy-H

2.5.1 FAD kot6hely a szulfid kinon oxidoreduktaz enzimekben

Kiilonb6z6 fajokban vizsgalt flavintartalmt Sqr fehérjéknél megfigyelték, hogy
a FAD kofaktor kétféleképpen helyezkedhet el az enzimen beliil: kovalensen kotott
moédon egy konzervalt, katalitikusan esszencialis ciszteinhez (Cys127) kapcsolodva,
vagy nem kovalensen kotédve, mint példaul az Acidithiobacillus ferrooxidans-ban
(Cherney és mts., 2010).

Kiilonféle mikroorganizmusokbdl szarmazo Sqr enzimek szekvencia vizsgalatat
végezték el. Ezekbdl kideriilt, hogy az enzimen beliill harom, a glutation reduktaz
csaladba tartozd flavoproteinekre jellemz6 FAD koté motivum talalhato: az
N-terminalison elhelyezkedd Pap-reddé (Wierenga €s mts., 1986), tovabba két masik, a
fehérje N- illetve C-terminalis végéhez kozel es6 régio (Schiitz és mts., 1997; Eggink és
mts., 1990). Ezen jellemzé motivumok részletes vizsgalatat tobbek kozott a

Az els6 szekvencia motivumban 3 konzervalt glicin taldlhato: a Gly8, Glyl0 és a
Glyl3. Ezek feltehetéen helyet biztositanak a FAD foszfat-csoportjainak, amelyek
oxigén atomjaival kozvetleniil, vagy vizmolekulakon keresztiil képesek hidrogén
hidakat 1étesiteni. A masodik B-lemez-ben talalhatdé Asp36 aminosav karboxilcsoportja
kapcsolodik a FAD koenzimben talalhato riboz molekula hidroxil-csoportjaihoz, ezzel
is erdsitve a kofaktor fehérjéhez vald kotddését.

A masodik motivum szintén tartalmaz egy glicint (Gly106), tovabba egy alanint
(Ala104), amely kapcsolodhat a FAD ribitol lancahoz. Emellett talalhato benne még két
konzervalt aminosav — egy tirozin (Tyr98) és egy aszparaginsav (Asp99) — am a FAD
megkotésében betdltott szerepiik még nem tisztazott.

Lehetséges, hogy a harmadik motivum is rendelkezik egy konzervalt glicinnel
(G1y299), mely elhelyezkedését tekintve alkalmas lehet a FAD foszfat csoportjainak
befogaddsara. A hidrofob kornyezet biztositasaért a 296 és 298 pozicidban elhelyezkedd

aromas ¢s hidrofob aminosavak felelhetnek. Meglepd, hogy egy aszparaginsav — amely



kolcsonhatasba 1ép a FAD-ban talalhaté flavin molekula ribitol lancaval — amely az
Osszes glutation reduktaz csalddba tartozo flavoproteinben, igy a flavocitokrom ¢ nagy

alegységében is megtalalhato, az Sqr fehérjékbdl hianyzik (Shiitz és mts., 1997).

2.5.2 Szulfid kotéhely a szulfid kinon oxidoreduktaz enzimekben

Az Sqgr-ben feltételezhetéen harom konzervalt aminosav vesz részt a szulfid
megkotésében: a Cysl27, a Cysl59 és a Cys353 melyekbdl a két utobbi hasonld
helyzetben talalhatd, mint az FccA fehérje redox-aktiv ciszteinjei. R. capsulatusban
végzett irdnyitott mutagenezis vizsgalatok soran kideriilt, hogy a harom -cisztein
jelenléte elengedhetetlen az Sqr aktivitasdhoz, részt vesznek az Sqr-ben lejatszodo

katalitikus reakcioban (Griesbeck, 2000), de a FAD megkotésében nincs szerepiik.

2.5.3 Kinon kotéhely a szulfid kinon oxidoreduktidz enzimekben

Az Sqr enzim lehetséges kinon kotéhelyének kutatasa soran két, hisztidineket
(His131 és a His196) tartalmazo régio keriilt azonositasra, melyek feltételezhetden részt
vehetnek a kinon megkotésében. Szamos fehérje rontgen-krisztallografids vizsgalatat
kovetden felallitottak egy modellt a kinon ko6tdhely szerkezetére (Rich és Fisher, 1999).

Ez a kinon fejcsoportjaval szomszédosan talalhatd helikalis szakasz egy szoros
kapcsolatban 4ll6 aminosav harmast tartalmaz, melyben a kozponti hisztidin képes
hidrogén hidat alkotni a kinon egy karbonil-csoportjaval. A hisztidintél N-terminalis
iranyban talalhato negyedik alifds aminosav egy leucin, amely a harom aminosav koziil
a legkozelebb helyezkedik el a kinon izoprenoid oldallancdhoz. A kiilonb6zd
kinon-koté fehérjékben talalhatd homolog szekvenciakon beliil erésen konzervalt,
szoros kapcsolatban all6 aminosav harmas utolsé tagja a kdzponti hisztidintél harom-
négy aminosavra, a C-terminalis irdnyban helyezkedik el.

A R. capsulatus-ban talalhaté Sqr His131 aminosav egy feltételezhetd
a-hélixben talalhaté konzervalt szakasz tagja [Ser-1le/Val-Cys-(X)s-His-Ala-(X).-Ala],
tovabba a His196 is egy konzervalt régio részét képezi [Glu-Pro-Tyr-Val/Leu-Gly-His-
Leu/Phe-Gly-Leu/lIle]. Bar a két régio némileg eltér a felallitott modellben leirt kinon-

koté motivumoktol, megfeleld jeldltek lehetnek az Sqr kinon koétdhelyeire, kiillondsen a
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His131 kozvetlen kozelében talalhatd alifas és aromas aminosavak alkalmasak a

kinon-koto zseb kialakitasaban valod részvételre.

2.5.4. C-termindlis réeid a szulfid kinon oxidoreduktdz enzimekben

A fent emlitett motivumokon kiviil szamos egyéb, konzervalt aminosavakat
tartalmazd szakaszt azonositottak Sqr fehérjékben. Ilyen példaul a C-terminalis régio,
ahol jelent6sen nagyfoku hasonlosag fedezhet6 fel az Sqr enzimek kozott. Négy aromas
aminosav, négy pozitivan toltétt és két negativ toltésli aminosav kiilonleges
jelentéséggel bir a C-terminalis funkcidjanak tekintetében a glutation-reduktazok
korében. Ezen homodimer enzimek kialakulasa soran a C-terminalis régid részt vesz az
alegységek kozotti katalitikus hely 1étrehozasaban, emellett a régioban talalhatd egyes
aminosavak sohidak kialakitasaval stabilizaljak a dimerek szerkezetét (Karplus és mts.,
1987). Gélsziiréses kisérletek (Shiitz és mts., 1997), illetve nativ gélelektroforézissel
végzett vizsgalatok (Shiitz, 1997) eredményei arra utalnak, hogy a R. capsulatus-ban

talalhato Sqr valdsziniileg homodimer formdban fordul el6.

2.6 Thiocapsa roseopersicina BBS

A Thiocapsa roseopersicina a Chromatiaceae csaladba tartoz6 Gram-negativ
anaerob bibor kénbaktérium (Gogotov, 1976, Pfenning és Triipper 1991), melynek a
BBS elnevezésii torzsét a Jeges-tengerbdl izolaltak. Optimalis ndvekedési hdmérséklete
25-28°C (Bogorov, 1974), tapfolyadékban nevelve kultiraja 4-6 nap alatt nd fel,
taplemezen megkozelitéleg két hét alatt képez telepeket. Valtozatos anyagcseréje soran
hidrogenaz ¢és kén oxidalé enzimei révén képes a hidrogén, tovabba redukalt
kénvegyiiletek  elektron  donorként  torténd  felhasznalasara.  Nitrogendz
enzimrendszerének kdszonhetden a 1€gkdri nitrogén megkotése sordn melléktermékként
hidrogént 4llit elo.

Csoportunk korabbi munkai soran a T. roseopersicina genom szekvenciajaban
azonositva lettek a flavocitokrom c¢ enzim alegységeit, valamint egy szulfid kinon
oxidoreduktaz enzimet kodoldo gének. Mas mikroorganizmusokhoz hasonldan, a

T. roseopersicina genom szekvencia vizsgalata soran talaltak még egy, az Sqr enzimmel
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nagyfoki homologiat mutatd fehérjét kodold gént. Termékének feltehetéen szintén a
szulfid oxidalasaban lehet szerepe, ezért szulfid kinon oxidoreduktaz 2 (Sqn) elnevezést

kapta.

2.6.1 A Thiocapsa roseopersicina szulfid kinon oxidoreduktiz 1 (Sqr) fehérjéje

s

talalhatd, amelyeknek mas fajok Sqr fehérjéin végzett struktura-funkcid vizsgalatok
alapjan szerepiik lehet FAD, szulfid illetve kinon megkotésében, és az enzim katalitikus
miikodésében (2. 4bra). Igy példaul azonosithatoak a FAD megkotésében szerepet
jatszd harom konzervalt motivumra jellemzd aminosav szekvenciak, melybdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a T. roseopersicina Sqgr fehérjéje, mas ismert szulfid Kinon
oxidoreduktazokhoz hasonldan, alkalmas FAD kofaktort megkdtésére.

A 146-0s pozicioban elhelyezkedd hisztidin, tovabba a kozvetlen kozelében
talalhatd aminosavak teljes azonossagot mutatnak a R. capsulatus egyik feltételezett
jatszhat szerepet a fehérje kinon szubsztratjdnak megkdtésében.

A C-terminalis régidban jelenlévd aminosavak nagyfoka hasonldsagot mutatnak
az Sqr enzimek membranhoz vald kotddését biztositdo konzervalt aminosavakkal. Ezen
szakasz vesz részt a fehérjedimerek létrehozasaban, tovabba lehetové teszik a két
o-hélix  kialakitasat. Ez alapjan a T. roseopersicina Sqr  fehérjéjének

C-terminalis régiodja is hasonld funkciokat tolthet be az enzim miikodésében.

2.6.2 A Thiocapsa roseopersicina szulfid kinon oxidoredukt4z 2 (Sgn) fehériéje

A T. roseopersicina genom szekvenciajaban egy masodik szulfid kinon
oxidoreduktaz tipusu fehérjét (Sqn) kodold gén is azonosithatd volt. Az Sqn és Sqr
fehérjék viszonylag kismértékii azonossagot (26%) és hasonlosagot (41%) mutatnak
egymashoz képest. A legnagyobb mértékii hasonldsag a két enzim kozt az Sqr enzimben
azonosithatd, feltehetden funkciondlis szereppel bird konzervalt aminosavak ¢és
motivumok kozott fedezhet6 fel (2. abra).

Az Sqn fehérje szekvencidjaban is megtalalhatdo a FAD megkdtéséhez sziikséges

harom motivum, mely arra utal, hogy az Sgn is egy FAD tartalmu flavoprotein.
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Azonosithato két olyan cisztein (Cysl21, Cys332), amelyek az Sqr szulfid kotésében
szerepet jatszo ciszteinjeihez hasonl6 helyet foglalnak el az Sqn fehérjében.

A R. capsulatus Sqr enzimében azonositott kinon kot6 motivumainak
egyértelmii megfeleléi a T. roseopersicina Sqn enzimében nem taldlhatok meg, am
vannak olyan hisztidinek a motivumokhoz kozeli helyzetben (His116, His216, His219),
melyeknek szerepe lehet a kinon megkdtésében.

C-termindlis régiojaban csak az egyik konzervalt a-hélix kialakitdsdban részt
vevd aminosavak megfelel6i azonosithatok, ami kérdésessé teszi, hogy az Sqgn
fehérjékben betolt-e ez a régid membranhoz koto, illetve dimer kialakitod és stabilizalo

szerepet.

Sgr MARILILGAGISGHTVARYLGKWLGKSHSITVVSPKPKWNWIPSNIWVGVGEMTEKQVTF 60
Sgn MHRITIVGSGFAGLTAVQSI-RRTAPDAEITLVSNKAEFIYYPGLIWVPCGIRSGEDLRI 59
* kK *:*:‘k::‘k ‘k__: B . . .**:‘k* *_:: H *_ * K k * H R .

Sqgr ELAPIYKKLGVDFRQAGAVSIHPEGGAEHNDPYVTIEYTDAERAGQTEAVEYDYLVNATG 120
Sgn DLRPFFKRMRVRHLAGEATGLSPDG-——---——— RTLETTAGP-—----—- VENDGLVIGSG 104
:* *::*:: * . . *..: *:* *:* * . * Kk ok kk .:*

Sqr PKLNFGATPGLGPDGGHSLSVCTPDHAKEANEHLQKMIAEMKAGATKTFVVGTGHGMCTC 180
San GRF-IKKLPGIEH------- AITPCEGIAAAEAIRDRVKAMDGGSIAMGFAGNPNEPSS 156

*k . * K * ke . * * . * . .

Slepa QG-AAFEYIYNVDHALREAGVRDKGRLIWISNEYELGDFGMGGVHIHRGGYVTNGKVFAE 239
Sgn RGGPIFEFIFGMDSQLRKEGRRDRFRLHFFTPAERPGNR-LGPKAVDG-—--——--—-— IL 205

I3 kK ek ek Kk ok kke Kk .. * . I3

Sgr SLMVERGMEWITRAAVSKVEPGKVHYEMLDGSFHEIDFDFAMLIPPFAGQPLKAFDKSGE 299
San AEMKRRGIETHLGHKLKSFSESKVTTEAG-----— EFDADLILFMPGMTGN--TWEFDN--- 255

ook Kkkak . LKkK * Kok ke sk sk L Kk

Sqgr DITSKIFAPNGFMKVDADYEPKPYEDWGPKDWPKTYQTPLYKNMFAVG--IAFAPPHLIS 357
Sgn --TDLPRSPGGLLQADAHCR-—-—-———-—————————— VPGYERVYVAGDSGSFPGPDWMP 296

* ck ke s Kk * oke e * I3 *

Sqgr KPMKSANGTPINPTPPRTGMPSAAIGKAVATSIRDMIKGASAPTQTASMAEIGAACVAST 417
Sgn KQAHMAD--————=————————— LOARAAVKNLLAELQGR-APSETFKVELVCIVDANDT 339
* . x

. K. ek Kk e ek . . *

Sqgr GSDIFKGTAATMTVFPVVPDYDKYPEYGRDMDLTFGEIGLAGHWMKYILHHVFIYQAKLR 477
Sgn GMLVAR-TEKNNWVLPSTRFF-----—--—-———-—-———————— HWMKLGFEWWYLRPYR-- 375

* PP * ek . * Kk K . .

Sqr PGWSMLPD 485
Sqn = —-------

2. abra: Thiocapsa roseopersicina Sqr és Sqn fehérje szekvenciajanak dsszehasonlitasa, és a fehérjék
miikddésében feltehetGen szerepet jatszo konzervalt aminosavak.
C, H: szulfid illetve kinon megkotésében feltehetden szerepet jatszo ciszteinek és hisztidinek;

_: FAD ko6t6 motivumok; ~: C-terminalis régio.
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3. Célkituzések

A Thiocapsa roseopersicina fototrof bibor kénbaktérium kén- és hidrogén
anyagcser¢jének, tovabba az ezen folyamatokban résztvevé enzimek vizsgalata szamos
kutatas targyaul szolgadl az MTA SZBK Biofizikai Intézetében és az SZTE
Biotechnologiai Tanszékén. Tudomanyos Diakkdri munkam soran ezekbe a kutatasokba
bekapcsolodva, a T. roseopersicina szulfid kinon oxidoreduktaz 2 (Sqn) fehérjéjének
tanulmanyozasat tliztem ki célul. Ezen enzim feltételezéseink szerint a sejtek
kénanyagcseréjéhez kapcsolddik, azonban mukodése, illetve sejten beliil betoltott
pontos szerepe még nem ismert, mivel korabban mas mikroorganizmusokban talalhatd
homoldégjait sem vizsgaltak még részletesen.

Ahhoz, hogy meghatarozzam az Sqn fehérje sejten beliil betoltott szerepét,
sziikségem volt a fizikai, biokémiai, tovabba fizioldgiai tulajdonsagainak
meghatarozasara. Ennek céljabol az enzim nagy mennyiségben torténé termeltetését és
nagy tisztasagban valo eldallitasat kiséreltem meg véghezvinni. Ezt egy, a csoportunk
korabbi munkai soran eldallitott rekombinans, affinitds kromatografiaval tisztithaté Sgn
fehérjét expresszalo torzs felhasznalasaval terveztem elérni. A fehérje tisztithatosaganak
biztositasahoz nagy térfogati T. roseopersicina kultarak feldolgozéasa soran kapott
membran frakciorol natrium-bromiddal torténd kezeléssel szandékoztam eltdvolitani €s
oldott allapotba vinni az Sqn fehérjéket, amelyeket ezt kovetden affinitds
kromatografiaval terveztem tisztitani.

Célul tiztem ki a tisztitott fehérje kofaktor tartalmanak vizsgalatat, amit a
fehérje abszorpcids spektrumanak mérésével terveztem megvaldsitani. Bizonyitani
szerettem volna az Sqgn szulfid fliggd kinon redukalasban betoltott szerepét, emellett az
enzim aktivitasanak kinetikai, illetve fiziologiai paramétereit terveztem vizsgalni. Végiil

célom volt meghatarozni az Sqn fehérjék sejtbeli elhelyezkedését.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Thiocapsa roseopersicina tenyésztése

Kisérleteim sordn az SZTE Biotechnologiai Tanszék korabbi munkai sordn
1étrehozott Thiocapsa roseopersicina FRNSQNN torzsével dolgoztam. Ezen torzs a vad
tipusi Sqn enzimet nem, chelyett a fehérje N-terminalisan Strepll affinitas peptiddel
kiegészitett rekombindns valtozatat expresszalja.

A T. roseopersicina novesztése 25-28°C-on, 6-7 napon keresztiil folyamatos
megvilagitas mellett, anaerob koriilményeket biztositd csiszolt dugds Erlenmeyer
lombikokban tortént. A fehérje tisztitasi kisérletekhez sziikséges megfeleld mennyiségii
T. roseopersicina sejt eldallitasa érdekében nagy térfogata kulturakat ndovesztettem,
amelyekhez a sejteket Pfenning féle tapoldatba (PC) oltottam le.
PC tapoldat: 1 literben: 20 g NaCl, 1 g KH,PO,4, 1 g MgCl,, 1 g KCI, 1 g NH,4CI,
2 g NaHCOs3; 2 g NayS;03, 200 ul Bj, vitamin (100 / ml), 1 ml Fe-EDTA,
1 ml mikroelem oldat.
Mikroelem oldat: 2975 mg Na,-EDTA, 300 mg Hs;BO4 200 mg CaCl,-6H,0,
100 mg 2ZnSO47H,O, 30 mg MnCl;4H,O, 30 mg Na;MoO,-2H,0,
20 mg NiCl;-6H,0, 10 mg CuCl,-2H,0, 1000 ml vizben.

A tapoldathoz adtam tovabba 25 mg/ml koncentracioban kanamicin,

streptomicin €s gentamicin antibiotikumokat.

4.2 Thiocapsa roseopersicina sejtek kezelése

4.2.1 Szferoplaszt el6allitas Thiocapsa roseopersicina sejtekbol

Szferoplaszt eldallitas céljabol a T. roseopersicina kulturaban felnétt sejteket
centrifugalassal valasztottam el a tapoldattol (10 perc, 7000 rpm, 4°C), majd
2 ml Periplazma pufferben (25% szukréz, 80 ul 50 mg/ml lizozim) vettem fel és
30 percig 30 °C-on allni hagytam. Ezt kdvetéen hozzaadtam 2 ml jéghideg desztillalt
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vizet, majd jégen inkubaltam 10 percig, végiil centrifugalassal (10 perc, 7000 rpm, 4°C)

valasztottam el a szferoplasztokat a periplazma frakciotol.

4.2.2 Thiocapsa roseopersicina sejtek feltardsa

Nagy mennyiségii fehérje kinyerése érdekében jellemzden 5 liter térfogatu
Thiocapsa roseopersicina kultarat dolgoztam fel. Els6é 1épésében centrifugalassal
valasztottam el a felnott sejteket a tapoldattol (10 perc,
7000 rpm, 4°C), majd 500 ml-nek megfeleld sejtet Gsszesen 6 ml TBS pufferben
(50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH = 8,0) szuszpendaltam fel.

A sejtek szonikalassal torténd feltarasat Bandelin Sonoplus tipust ultrahangos
szonikatorral végeztem VS 70 T szonikalo fejet alkalmazva, 3 perc 20 masodpercig
tartd 8 X 15 masodperces szonikélasi programot hasznalva. A felmelegedés elkertiilése
érdekében a feltards sordn a sejtmintat jéggel hitdttem. Ezt kovetéen a
sejtfalmaradvanyokat, a feltaratlan sejteket, tovabba a kénglobulusokat centrifugalassal
(15 perc, 22600 g, 4°C) tavolitottam el, majd az igy keletkezett feliiluszoval
(sejt extraktum) dolgoztam tovabb.

4.2.3 Membran és szolubilis sejtfrakciok elvalasztisa

A sejtek  feltarasat kovetd centrifugalas sordn  kapott  felliliszot
ultracentrifugalasnak (UC) vetettem ald (Sorvall WX Ultra Series 90 tipust
ultracentrifuga, T-1270 tipusu rotor, 4°C, 90 perc, 38000 rpm), melynek eredményeként
kapott feliiluszo a szolubilis sejtfrakcionak felel meg, tovabba az altalam késdbbiekben
haszndlt membran frakcio, melyet 6 ml TBS pufferben felszuszpendaltam ¢&s

felhasznalasig -20°C-on taroltam.
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4.3 Fehérje tisztitas és analizis

4.3.1 Fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval

A rekombindns Sqn fehérjéket affinitds oszlop kromatografia segitségével
tisztitottam. A megfeleld0 mennyiségli oszloptdltetet gravitacios atfolydst oszlopba
toltottem, majd TBS pufferrel atmostam. A fehérjét tartalmazé mintat Strep-tactin
sepharose affinitds oszloptoltettel (IBA) egy oran keresztill szobahdmérsékleten
inkubéltam. Ezt kdvetden begylijtottem az atfolyo frakcidt, majd nyolcszor mostam az
oszloptoltetet 2 oszloptérfogatnyi TBS pufferrel. Kovetkezé 1épésben  fél
oszloptérfogatnyi elucios puffert (100 mM Tris-HCI pH = 8,0, 150 mM NaCl, 2,5 mM
desztiobiotin) alkalmazva ecludltam a felk6t6dott fehérjéket, melybdl 4 frakciot
gylijtottem, tovabba egy 6todig frakcioban egy oszloptérfogatnyi TBS-el eltavolitottam
a maradék fehérjét tartalmazo elacios puffert. Végiil az oszlopot regenerald oldattal
(100 mM Tris-HCI pH = 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM hidroxi-azofenil-benzoidsavval
(HABA)) regeneraltam.

4.3.2 Denaturalo poliakrilamid gélelektroforézis

A tisztitott fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztasat natrium-dodecil-szulfat
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) végeztem (Sambrook és mits., 1989),
melyhez 1,5 mm vastagsagl, 10%-0S poliakrilamid géleket késztettem. A géleket
Tris-glicin puffer rendszerben futtattam.

Elvalaszté gél: 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
perszulfat; 0,003 ml TEMED.
Gyijté gél: 2,1 ml H,O; 0,5 ml 30 % akrilamid - biszakrilamid (29:1) keverék;
0,38 ml 1 M Tris-HCI (pH = 6,8); 0,03 ml 10 % SDS; 0,03 ml 10 % ammonium
perszulfat; 0,003 ml TEMED.

A megfeleld mennyiségli fehérje mintdkhoz 1 x SDS felvivd puffert adtam, majd
15 perces, 95°C-on torténd inkubdlast kovetden feltoltottem azokat a gélek tetején
kialakitott zsebekbe. Az elektroforézis TGS pufferben (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1
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% SDS pH = 8,3) eleinte 60 V-on, majd a fehérjéket tartalmazd minta szeparald gélbe
val6 atjutasat kovetden 120 V-on tortént.

A futast kovetden a gélt 1 oOran keresztiil fixalo oldattal (30 % etanol,
10 % ecetsav) kezeltem, majd a fixald oldatot desztillalt vizzel vald tobbszori
atmosassal tavolitottam el teljes mértékben. Ezt kovetéen Coomassie blue festékkel
(1 literben: 250 ml H20O, 117,64 ml 85 % foszforsav, 100 g ammoénium szulfat,
1,2 g Coomassie blue G250, 200 ml etanol) egy ¢€jszakéan at torténd festéssel tettem
lathatova a gélen megjelend savokat, végiil a felesleges festéket 1% ecetsav segitségével

mostam ki a gélbdl.

4.3.3 Western hibridizacio

Az egyes mintdkban 1évé fehérje savokat 10% SDS-PAGE-sel vélasztottam el
(futtatasi koriilmények: 0,5 ora, 60 V-on, majd 1 o6ra 120V-on), majd nitrocelluloz
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 6rdn 4t blokkold oldatban tartottam, ezzel megakadalyozva a
nem-specifikus fehérjék kotédését (blokkolo oldat: 1%-os alacsony zsirtartalmi tejpor
feloldva PBST pufferben (115mM NaCl, 16mM NaHPO,;, 4mM KH,PQOy,
0,1% Tween 20, pH = 7,5). A jel6l6 1épésben ellenanyagként StrepMAB-Classic-HRP
ellenanyagot (IBA # 2-1509-001) hasznaltam 1:10000-es higitasban. A detektalas soran
a membrant 1 percig inkubaltam az Enhancer reagens és hidrogén-peroxid 3 ml
térfogatu 1:1 aranyu elegyével (Pierce, SuperSignal West Pico Rabbit IgG Detection
Kit), majd a kemilumineszcens jelet autoradiografiasan detektaltam VersaDoc 4000MP
(BIO-RAD).
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4.4 Tisztitott fehérjék vizsgalata

4.4.1 Fehérje mennyiségi meghatdrozisa Micro-Lowry modszerrel

crer

crer

ey

100 ul végtérfogatban készitettem el, majd 800 ul 0,25 M natrium-hidroxid oldatot
adtam hozzajuk. 20 perc szobahémérsékleten torténd inkubalast kovetben
300 pl C reagenst mértem a reakcidelegyekbe, majd ujabb 15 perces inkubalést
kovetéen 100 pl D reagenssel egészitettem ki azokat. 30 perc elteltével mértem az oldat
fényelnyelését 750 nm-en 1 cm fényuttal rendelkez6 milanyag kiivettdban BIORAD
SmartSmec Plus tipust spektrofotométerben (Yeang és mts., 1998).
A reagens: 6% natrium-karbonat
B reagens: 1,5% réz-szulfat

3% natrium-citrat
C reagens: A reagens + B reagens (1:50)

D reagens: 72% Folin-reagens

4.4.2 Fehérje abszorpcids spektrumdnak meghatdrozasa

Az affinitds kromatografia sordn begylijtott ellicios frakciok abszorpcios
spektrumat Thermo Evolution 300 UV-Visible tipust spektrofotométerben vettem fel.
A mintabol 400 pl mennyiséget 1 cm fényuttal rendelkezé kvarckiivettaba mértem, a
tisztitott fehérjék fényelnyelését 250-800 nm hulldmhosszusagi tartomanyban

vizsgéltam.
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4.4.3 Fehérje szulfid fiiggo kinon redukalo aktivitasanak mérése

A tisztitott rekombinans Sqn fehérje szulfid fiiggd kinon redukald aktivitasat
in vitro koriilmények kozott vizsgaltam durokinon illetve decilubikinon alkalmazasaval.
Az aktivitdas méré reakcidelegyet egy 1 cm fényuttal rendelkezd anaerobizalhatd
kvarckiivettdban allitottam 0Gssze 1 ml végtérfogatban. Az altaldnosan hasznalt
reakcidelegy 50 mM Tris-HCI puffert (pH = 7,5), 200 puM natrium-szulfidot,
50 uM kinont, valamint 2 pg tisztitott Sqn enzimet tartalmazott. A mérés megkezdése
elétt a reakcioelegyeket 5 perces nitrogén géazos atfivatassal anaerobizaltam. Az
enzimreakcidkat a natrium-szulfid szubsztrat bemérésével inditottam, a méréseket
25°C-on végeztem. A mintak fényelnyelésének idébeni valtozasat Thermo Evolution
300 UV-Visible spektrofotométer segitségével kovettem nyomon az alkalmazott kinon
elnyelési maximumanak megfeleld hullamhosszon (durokinon: 270 nm, decilubikinon:
293 nm).

4.4.4 Tisztitott fehérje flavin csoport tartalménak vizsgalata

100 pl tisztitott Sqn fehérjét tartalmazo mintat 400 pl 99,5%-0s metanollal
egészitettem ki. Ezzel parhuzamosan pozitiv kontrollként olyan FAD tartalmt oldatot
készitettem 100 pl végtérfogatban, melynek koncentracidja megegyezett az elicids
mintat forrdsban 1évé vizbe helyeztem 10 percre, majd jégre tettem. Ezt kdvetden a
kicsapodott fehérjéket lecentrifugaltam (4°C, 15 perc, 13000 rpm), majd Thermo
Evolution 300 UV-Visible tipusu spektrofotométerben mértem a feliiluszok

fényelnyelését 1 cm fényuttal rendelkezd kvarckiivettdban 300-600 nm tartomanyban.
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5. Eredmények és megvitatasuk

5.1 Rekombinans szulfid kinon oxidoreduktaz 2 fehérje tisztitasa Thiocapsa

roseopersicina-bol

Laboratériumunkban folytatott korabbi munkék soran 1étre lett hozva egy olyan
T. roseopersicina torzs (FRNSQNN), amely N-terminalisan Strepll affinitas peptiddel
fuzionaltatott Sqn fehérje termelésére képes. A tisztitdsara iranyuld vizsgalatok soran
kideriilt, hogy az Sqn egy membran asszocialt fehérje. Sikeriilt egy olyan modszert
kidolgozni, amellyel a rekombinans Sqn-t termelé T. roseopersicina sejtekbdl
eléallitott membran  frakciobol — N,N-Dimetildodecilamin-N-oxid (LDAO) ¢és
N-dodecil-B-p-maltozid (DDM) detergensekkel torténé szolubilizalast kovetden
affinitds kromatografiaval tisztithat6 a fehérje. Ez a technika eredményesnek bizonyult,
azonban a detergensek alkalmazasaval torténd tisztitasnak tobb hatranya is van.
Amellett, hogy az anyagok meglehetésen dragdk, a fehérjékkel torténd késdbbi
vizsgalatokat, mint példaul az aktivitdsukat befolyasolhatjdk, és ebben az esetben a
rendszerbdl valo eltavolitdsuk igen koriilményes.

Az Sqgn biokémiai vizsgalatinak megvalositasa érdekében egy olyan tisztitasi
tervezett vizsgalatokat esetlegesen zavard pigment szennyezddésektél mentes, nagy
tisztasag fehérje mintdk allithatok eld. Ezért az Sqn fehérjék membranbdl torténd
alkalmazhatdsagat vizsgéaltam meg, mivel ezzel a modszerrel az irodalom szerint
Rhodobacter capsulatus mikroorganizmusban talalhatd, az Sqn fehérjével nagyfoku
homologiat mutatd Sqr enzimet mar sikerrel szolubilizaltdk (Schiitz és mts., 1997,
Shahak és mts., 1992). A membran frakci6 magas koncentracioji natrium-bromidos
kezelése soran az alkalmazott vegylilet kaotrop szerként viselkedik, amely a fehérje
koriil hidrofob kornyezetet biztosit, igy lehetdvé teszi a membran frakciotol valod
elvalasat.

Az irodalmi adatokbol kiindulva a T. roseopersicina membran frakciot
2M NaBr-al kezeltem, emellett 1M illetve 0,5M koncentracidban is alkalmaztam az Sqn

szolubilizalashoz minimalisan sziikséges soOkoncentracié meghatarozasanak céljabol.
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Ezt kovetéen 200 ml sejtkultirabol szarmazo membran frakcid kezelését kovetd

ultracentrifugalas soran kapott feliiliszobol affinitds kromatografia segitségével

kiséreltem meg tisztitani a rekombinans Sqn fehérjét. A tisztitds soran kinyert elucios

frakciok fehérjetartalmat SDS-PAGE-el vizsgaltam, melyen jol lathatdé az Sqn

fehérjének megfeleld6 44 kDa méreti sav (3. &bra). Lathatd, hogy a NaBr

koncentraciojanak novelésével ndvekszik az elucids frakciok fehérjetartalma. Ezért ugy

dontottem, hogy a 2M NaBr alkalmazasa mellett kisérlem meg az Sqn fehérje nagy

mennyiségben valo tisztitasat.
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membran frakcid; UC-f: ultracentrifugalas utan kapott feliiluszo; E: elicios frakcid.

Az Sqn nagy léptékili tisztitdsat a

kiindulasi kultara mennyiségének

megnovelésével kivantam elérni, ezért

2 liter T roseopersicina kultarabol

létrehozott membran frakciot kezeltem 2M
NaBr-al. Azt

tapasztaltam, hogy a

kiinduladsi  sejtmennyis€ég  megnovelése
pigmentek megjelenését okozta a NaBr-0s
kezelés utan kapott felliluszd6 mintdban

(4. abra).

4. abra: A membran frakcio 2M NaBr kezelését
kovetd ultracentrifugalas utan kapott feliiliszo

és csapadék.

A feliiluszobol affinitas kromatografiaval tisztitottam az Sqn fehérjét, majd az

elucios frakciok fehérje tartalmat SDS-PAGE-el vizsgaltam (5. abra/A). lrodalmi

adatokbdl tudjuk, hogy a szulfid kinon oxidoreduktdzok flavin csoporttal rendelkezd
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enzimek. Ezen megallapitast az Sqn esetében abszorbancia spektrumanak
meghatarozasadval kivantam igazolni, melyet az tett lehetévé, hogy a megfeleld
tisztasagi fehérje abszorpcids spektrumaban 450 és 480 nm-en a flavin kofaktorra
jellemzd elnyelési csticsok jelennek meg. Bar a gélképen nem lathatd szamottevd
mennyiségli nem specifikus fehérjére utald szennyezés, a tisztitott fehérjéket tartalmazo
elucios frakciok spektrumaban a T. roseopersicina membranjara — koztiikk a 798 nm-en
elnyelési maximummal rendelkezd bakterioklorofillra — jellemzd elnyelési csticsok
jelentek meg (5. abra/B). Ennek oka lehet, hogy a magas koncentraciéban alkalmazott
NaBr-os kezelés soran olyan membrandarabok is kiszakadnak a sejtmembranbol,
melyek a Strepll affinitas peptiddel jeldlt Sqn fehérjéket, tovabba mas, nem specifikus
membran fehérjéket, koztiik a fotoszintetikus rendszer pigment tartalmt fehérjéit is
tartalmazzak. Ezek a membran darabok kis méretiik kovetkeztében az ultracentrifugalas
soran a feliiliszoéban maradnak, majd az ezt kdvetd fehérje tisztitas soran felkotédnek az
affinitas kromatografias oszlopra. Végiil a nagy mennyiségii, membranbol felszabaditott
Sqn enzimet is tartalmazd mintdkba keriilnek, amellyel az eltucios frakcio fehérjékkel és

fotoszintetikus pigmentekkel valo szennyezddését okozza.
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5. abra: (A): Sqn tisztitas 2M NaBr-al kezelt membran frakciobol. M: marker; AF: a tisztitds soran az
oszlopra fel nem kotodott fehérjéket tartalmazo atfolyo frakceio; E1-5: elicios frakciok.

(B): A masodik és harmadik elucios frakciok abszorpcios spektruma.

Kovetkezd 1€épésben a kelld tisztasaga fehérje kinyerése céljabol csokkentettem a
NaBr koncentracigjat 2M-r6l 1,5M-ra annak reményében, hogy ezen koncentracid

alkalmazasaval a tisztitott Sqn pigmentekkel és nem specifikus fehérjékkel valod
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szennyezettsége visszaesik. Ezen feliil a membrankezelést kdvetd ultracentrifugalas
soran a mintara gyakorolt atlagos centrifugalis er6t 150000 g-rél 200000 g-re ndveltem,
tovabba a centrifugalds idejét 2 Orara emeltem. A megvaltoztatott paraméterek
alkalmazasatol azt vartam, hogy az esetlegesen képz6d6 membrandarabok az
ultracentrifugalas soran hatékonyabban leiilepednek a csapadék frakcioba.

Ezekkel a valtoztatdsokkal sikeriilt elérnem a kivant eredményt, vagyis az
ultracentrifugalas soran kapott feliiliszo, melybdl késébb a fehérjéket tisztitottam,
pigmentmentes lett (6. abra/A).

A feliiluszok fehérjetartalmat SDS-PAGE-el vizsgaltam, melyen latszik, hogy a
kétféle modon kezelt membran frakciobol kozel azonos 0Osszmennyiségli, am a

1,5 M NaBr-al val6 kezelés esetében tisztabb fehérjét sikeriilt izolalnom (6. dbra/B).
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M: marker; E2-4: elucios frakciok.

Az elébb bemutatott kisérletemmel a megfeleld tisztasagu fehérje kinyeréséhez
sziikséges, a feldolgozas soran alkalmazott paramétereket hatdroztam meg. Kovetkezo
Iépésemben az Sqn nagy mennyiségben vald tisztitdsat tliztem ki célul, mely soran 5
liter T. roseopersicina kultarat novesztettem ¢és dolgoztam fel. A kisérlet
eredményességét SDS-PAGE-el ellendriztem, amely bizonyitotta a nagy mennyiségl

Sqn jelenlétét az elucios frakciokban (7. abra/A).
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7. abra: (A): Nagy mennyiségili Sqn tisztitasa 1,5M NaBr-al kezelt membran frakciobol. M: marker; AF: a
tisztitas soran az oszlopra fel nem kot6dott fehérjéket tartalmazo atfolyd frakeid; EM: elsé mosoé frakeio;
UM: utols6é moso frakcid; E1-4: elucios frakciok.

(B): Tisztitott Sqn fehérjét tartalmazo harmadik eltcios frakcid abszorpcios spektruma.

(C): Flavin kofaktor jelenlétére utalo elnyelési cstiicsok az Sqn fehérje abszorpcids spektrumaban.

Elmondhat6, hogy ebben a fehérje tisztitdsi kisérletben a nagy mennyiségi
kiindulasi kultaranak, a NaBr koncentracié csokkentésének, tovabba a centrifugalasi
hatékonysag novelésének kdszonhetden sikeriilt nagy mennyiségben és tiszta formaban
fehérjét tisztitanom. Micro-Lowry mddszerrel meghataroztam, hogy a harmadik elucios
frakcio (E3) 0,92 pg/ul koncentracidban tartalmaz tisztitott fehérjét. Megvizsgaltam
tovabba a tisztitott fehérje abszorpcids spektrumat, melyen latszik, hogy a fehérje minta
pigmentektdl teljes mértékben mentes (7. abra/B). A kidolgozott Gj eljarassal tisztitott
Sqn fehérje abszorpcids spektruma a fehérje magas koncentracidjanak és tisztasaganak
koszonhetden jol vizsgalhatd. Az abszorpcids spektrumban egyértelmiien azonosithatok

450 ¢és 480 nm-en az oxidalt flavin kofaktort tartalmazo fehérjékre jellemzd elnyelési
cstcsok (7. abra/C).
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5.2 Szulfid kinon reduktaz 2 fehérje abszorpcios spektrumanak vizsgalata

A T. roseopersicina Sqn fehérjéjének szekvenciajaban azonositott FAD ko6t
motivumok alapjan feltételezhetd volt, hogy az Sqn egy flavoprotein, amit a tisztitott
rekombinans fehérje abszorpcios spektrumaban 450 és 480 nm-en megjelend cstcsok
bizonyitottak (8. abra). Ezt kovetden megvizsgaltam, hogy a fehérjéhez kapcsolodo
flavin csoport részt tud-e venni redox folyamatokban, tehat funkcionalis-e?

Az oxidalt fehérjében 1évo flavin csoport redukalasat az enzim mintdhoz adott
er6s redukaloszer, Na-ditionit segitségével kiséreltem meg. Ennek hatasat a fehérje
abszorpcids spektrumaban bekovetkezo valtozasok nyomon kovetésével vizsgaltam.

A redukaloszer hatdsara a fehérje abszorpcids spektruma megvaltozott: az
oxidalt flavoproteinekre jellemz6 elnyelési maximumok lecsokkentek a redukalodott
flavin csoportot tartalmazo fehérjékre jellemzé modon (8. abra). A kovetkezd 1épésben
megvizsgaltam, hogy a Na-ditionittal elredukalt fehérjéhez kinont — ebben az esetben
durokinont (DQ) — adva a fehérje képes-e visszaoxidalodni. A durokinon hozzaadast
kovetden az Sqn fehérjeminta abszorpcids spektrumdban ujra megjelentek az oxidalt
flavoproteinekre jellemzd csticsok jelezve, hogy az Sqn fehérjék képesek a felvett
elektronokat atadni a durokinonnak. A folyamat végeredményeként az Gsszes fehérje

ujra oxidalt allapotu lett (8. abra).
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8. abra: A tisztitott oxidalt Sqn fehérje (fekete), a Na-ditionittal redukalt fehérje (piros) valamint a

durokinonnal visszaoxidalt fehérje (z61d) abszorpcids spektruma.

Ezzel a kisérlettel igazoltam, hogy az Sqn enzim egy redox aktiv, funkcionalis

flavin csoportot tartalmaz, mely Na-ditionit hozzaadasa soran elredukalodik, és képes
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tovabbadni a megszerzett elektronokat egy alkalmas elektronakceptor — ebben az

esetben durokinon — molekulaknak.

5.3 Szulfid kinon reduktaz 2 fehérje flavin csoport tartalmanak vizsgalata

A tisztitott Sqn fehérje altal tartalmazott flavin csoport azonositasat vékonyréteg
kromatografiaval kivantam elérni. Ehhez sziikségem volt a flavin csoport Sqn enzimbdl
valo kivonasara, melyet a fehérje forrasban 1évé metanolban torténd denaturalasaval
szerettem volna megvalodsitani, amire abban az esetben van lehetdség, ha a flavin
kofaktor nem kovalensen kotédik a fehérjéhez.

A forrdsban 1évé metanolban inkubdlt Sqn mintat a kezelést kovetden
lecentrifugaltam, és az igy kapott feliiliszo abszorpcids spektrumat mértem, amit
Osszehasonlitottam a fehérjével azonos koncentracidju és azonos médon kezelt FAD
oldat abszorpcids spektrumaval (9. abra). Irodalmi adatokbol tudjuk, hogy a szulfid
kinon oxidoreduktaz tipusti enzimekben a flavin csoport, mely altalaban FAD,
kétteleképpen kapcsolodhat a fehérjéhez: kovalens vagy nem kovalens kotéssel. Ezért
azt vartam, hogy ha a fehérjében talalhatod flavin csoport nem kovalensen kotott, akkor
elvalik a metanolos forralas kovetkeztében denaturadlddott fehérjéktdl és atkeriil a
feliiluszo frakcioba, igy a feliiluszo a kontroll FAD mintdval megegyezd abszorpcids
spektrummal fog rendelkezni. Azonban ha a kofaktor kovalensen kotott, akkor a
kontrollhoz képest nem lesz fényelnyelése a feliiluszoé mintanak, mivel ebben az esetben
a forralds hatdsara denaturdlodott majd lecentrifugdlt fehérjékbdl nem szabadul fel
flavin molekula.

Azt az eredményt kaptam, hogy a FAD-ra jellemzd 365 és 450 nm-es elnyelési
csucsok a kezelt fehérje feliiliszojaban nem jelentek meg, tovabba a forralast kdvetd
centrifugaldssal kapott fehérje csapadék sargas elszinezddést mutatott. Az eredmények
arra utaltak, hogy a flavin csoport nem keriilt at a feliiliszoba, hanem a denaturalodott
fehérjékkel egyiitt kicsapodott, amibdl arra kovetkeztettem, hogy az Sqn-ben talalhato
kofaktor kovalensen ko6tott formaban van jelen. Mivel az alkalmazott modszerrel a
kofaktor nem volt felszabadithatd az Sqn fehérjébél a flavin csoport pontos

meghatdrozasat nem tudtam megvalositani.
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9. abra: Az Sqn flavin csoport tartalmanak vizsgalata soran kapott FAD kontroll oldat (z61d)
és fehérje minta (piros) feliiliszojanak, tovabba kezeletlen enzimet tartalmazo

elucios frakcid (kék) abszorpcios spektruma.

5.4 Szulfid kinon oxidoreduktaz 2 fehérje aktivitaisanak meghatarozasa

Miutan igazoltam a tisztitott rekombinans Sqn aktiv flavin csoport tartalmat,
meghataroztam, hogy az enzim milyen reakcié katalizalasaba jatszik szerepet.
Vizsgaltam, hogy a tisztitott Sqn képes-e szulfid jelenlétében a NAD", a NADP”, vagy
citokrom c fehérjéket elredukdlni, &m ezekre negativ eredményt kaptam.

Ezt kdvetden megvizsgaltam az enzim szulfid fiiggd kinon redukald aktivitasat,
melyhez az irodalom szerint a szulfid kinon oxidoreduktaz enzimek aktivitasanak
mérése soran gyakran alkalmazott decilubikinon (dUQ), tovdbbd durokinon (DQ)
szubsztratot hasznaltam.

Az enzimreakcio elegyeket az Anyagok és moddszerek fejezetben ismertetett
modon allitottam Gssze. Az enzimminta szulfid fiiggé kinon redukald aktivitasanak
mérését 50 uM koncentracidoban alkalmazott kinon szubsztratok redukaltsagi szintjének
fotometralis Uton vald kovetésével valdsitottam meg. Ezt a maximalis fényelnyelési
hullamhosszon végeztem, dUQ esetében 293 nm, a DQ alkalmazasa soran pedig
270 nm hullamhosszon.

A kétféle kinonnal végzett aktivitas mérési kisérletek eredményéiil azt kaptam,
hogy az Sqn enzim képes szulfid jelenlétéhez kotdtten mindkét kinon redukciodjat
katalizalni. Az enzim durokinon redukalé aktivitasa koriilbeliil 50-szer magasabb, mint
a decilubikinon szubsztrat alkalmazisa esetén mérhetd aktivitdsa, ami alapjan a
durokinon az alkalmasabb mesterséges kinon szubsztrdt az enzim aktivitdsanak

meghatarozasara (10. abra/A, B).
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10. abra: (A): Sgn specifikus aktivitasa durokinon illetve decilubikinon szubsztrat alkalmazasa
esetében. (B): Az Sqn szulfid fiiggd durokinon redukalo aktivitasa. Fekete vonal: enzimmentes szulfid
fliggd durokinon redukald reakcid; Szines vonalak: parhuzamosan mért enzim katalizalt durokinon

redukalo reakciok.

5.4.1 Szulfid kinon oxidoreduktdz 2 fehérje aktivitdsanak homérséklet fliggése

Az Sqn aktivitasanak homérséklet fiiggését 15-60°C hémérséklet tartomanyban
vizsgaltam egy termosztalhatdé mintatartoju spektrofotométer segitségével, melybe a
mérés megkezdését megeldzden a reakcidelegyeket 5 percen keresztiil eldinkubaltam a
mérési hdmérsékleten.

A méréssorozat eredménye azt mutatja, hogy a T. roseopersicina Sqn enzimének
maximalis aktivitasa 45°C-on van, és 60°C-on mar nem képes a szulfid fliggd kinon
redukcio katalizalasara (11. 4bra).

Az ezt kovetd biokémiai méréseket a T. roseopersicina sejtek optimalis
novesztési hdmérsékletének megfelelé 25°C-on végeztem, annak érdekében, hogy az
enzim miitkodésének jellemzoit a fiziologias viszonyoknak megfeleld koriilmények kozt

hatdrozzam meg.
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11. abra: Az Sqn specifikus aktivitasanak hémérséklet fiiggése

5.4.2 Szulfid kinon oxidoreduktdz 2 fehérje aktivitdsanak pH fliggése

Miutan meghataroztam az Sqn szulfid fiiggd durokinon redukal6 aktivitasanak
hémérséklet fliggését, vizsgaltam a reakcioelegy pH-janak enzimaktivitasra gyakorolt
hatasat pH = 6 — 9,5 tartomdnyban. Az irodalom szerint a kiilonbozo
mikroorganizmusokban megtalalhaté szulfid kinon oxidoreduktaz enzimek pH
optimuma a neutralis pH felett, enyhén ligos kdrnyezetben taldlhatd pH 7 és 8 kozott.

A T. roseopersicina Sgn enzim pH = 7,5-nél bizonyult a legaktivabbnak, amely
eredmény megegyezik az irodalomban leirt szulfid kinon oxidoreduktaz

enzimaktivitasra jellemz6 pH optimummal (12. abra).
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12. abra: Az Sqn specifikus aktivitasanak pH fiiggése.
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A pH = 85 é pH = 9 paraméteren tortént aktivitdismérések esetében az
enzimreakciok maximalis sebességének eléréséhez sziikséges id6ben nagyfoku
eltéréseket tapasztaltam (13. abra). Magas pH-4n az enzimreakciok kiilonbozo
hosszasagu ,,lag” fazisok utan indultak el. Ezt kovetéen azonban a reakciok maximalis

sebessége nagy hasonldsagot mutat.
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13. abra: Sqn aktivitas kinetikaja magas pH-ju reakcidelegyekben (A): pH = 8,5; (B): pH = 9.

Az aktivitasmérés kezdetétdl a maximalis reakcidsebesség eléréséig tartd 1do
hosszlisaga véletlenszerlien véltozik az azonos Osszetételli reakciomintik esetében
(14. abra). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az Sqn enzimnek valdsziniileg
aktivalodnia kell a katalitikus folyamat elindulasahoz. A ,,lag” fazis hosszat esetlegesen
befolyasold hatdsok azonositasa és jellemzése informaciokkal szolgalhat az Sqn enzim
miikddési mechanizmusardl. Ezen jelenség megértése celjabol tovabbi vizsgalatokat

terveziink a jovében.
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14. dbra: Az Sqn enzim 4ltal katalizalt szulfid fiiggd durokinon redukalé reakcié maximalis sebességének

eléréséhez sziikséges id6 kiilonboz6 pH-ju reakcidelegyekben.
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5.4.3 Szulfid kinon oxidoreduktdz 2 fehérje aktivitdsanak enzimkinetikai jellemzdi

Az Sqn fehérje fiziologias funkcidjanak feltarasa érdekében meghataroztam a
szulfid fiiggd durokinon redukald aktivitasdnak enzimkinetikai paramétereit. Ehhez

mértem az enzim aktivitdsanak a szubsztratok koncentraciojatél vald fliggését.

(15. abra).
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15. abra: Sqn specifikus aktivitasanak (A): szulfid illetve

(B): durokinon koncentraci6 fiiggése.

Az egyes szubsztratokra vonatkozd enzimkinetikai paramétereket a kiilonbozo
szubsztrat koncentraciok esetében meghatarozott specifikus reakcidsebességek

felhasznalasaval, dupla reciprok modszerrel szdmitottam ki (1. tablazat).

, Vmax KM
szubsztrat (umol/perc) (uM)
szulfid 2,48 19
durokinon 614 ”

1. tablazat: Az Sgn egyes szubsztratokra vonatkoztatott enzimkinetikai paraméterei.

Az Sqn enzim szulfid szubsztratjanak Ky értéke koriilbeliil egy nagysadgrenddel
nagyobb mas mikroorganizmusok irodalombdl ismert szulfid kinon oxidoreduktazainak
hasonl6 adataihoz viszonyitva (2. tablazat). A T. roseopersicina Sqn enzime igy

szamottevOen alacsonyabb affinitassal rendelkezik a szulfiddal szemben, mint az Sqr
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enzimek, ami alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy az Sqn enzimnek magas szulfid

c sy

Fajok Kum (uM) Hivatkozas
Acidithiobacillus ferrooxidans 42 (Wakai és mts., 2007)
Aquifex aeolicus 11 (NUbel és mts., 2000)
Arenicola marina 23 (Theissen és Martin, 2008)
Oscillatoria limnetica 8 (NUbel és mts., 2000)
Paracoccus denitrificans 26 (Schiitz és mts., 1998)
Rhodobacter capsulatus 5 (NUbel és mts., 2000)

2. tablazat: Kiilonb6z6 mikroorganizmusok Sqr enzimeinek szulfid szubsztratra vonatkozd Ky értéke.

55 Az Sqn sejten beliili elhelyezkedésének vizsgalata Thiocapsa

roseopersicina-ban

Az irodalombdl ismert szulfid kinon reduktdz enzimek a sejtmembran
periplazmatikus felszinéhez kototten helyezkednek el, ezért feltételeztem, hogy az Sgn
1s hasonlo sejtbeli elhelyezkedésii enzim. Ennek vizsgalatat az tette lehetové, hogy az
Sqn fehérje 1,5M NaBr-al torténé kezeléssel eltavolithatd a T. roseopersicina
sejtmembranjardl. A kisérletben a szokdsostol eltér6 moddon dolgoztam fel a
T. roseopersicina sejteket (16. abra): megfeleld kezeléssel szferoplasztokat allitottam
el beldlik, amiket 1,5M NaBr oldatban inkubaltam, mellyel elértem, hogy ebben az
esetben csak a sejtmembran periplazmatikus oldaldhoz kapcsolodo fehérjék
szabaduljanak fel a kezelés hatasara. A szferoplasztok szonikalassal torténé feltarasat
kovetden eldallitott membran frakciot szintén kezeltem 1,5 M NaBr-al. Parhuzamosan
nem szferoplasztizalt sejtekbdl szarmazoé membran frakciot is készitettem, amit szintén,
a korabban ismertetett médon NaBr-al kezeltem. A kezelések soran a sejtmembranokrol
eltavolitott fehérjéket tartalmazé feliilliszd mintdk szulfid fiiggd kinon redukalod
aktivitdsat meghatdroztam (17. abra/A), valamint Western analizissel vizsgaltam azok

rekombinans Sqn fehérje tartalmat (17. abra/B).
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16. abra: (A): Az Sqn enzim sejtbeli elhelyezkedésének vizsgalatahoz sziikséges mintak eléallitasa.

(B): Nem szferoplasztizalt sejtek kezelésének menete.

A vartnak megfeleld eredményt kaptam, miszerint az Sqn aktivitasa a NaBr-al
kezelt szferoplaszt feliiluszoban volt a legmagasabb, azaz a sejtmembran periplazma
feloli oldalanak NaBr-os kezelése soran szabadult fel a membranbol a legtobb szulfid

fiiggd kinon redukalé aktivitassal rendelkez6 fehérje (17. abra/A).
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17. abra: (A): Az Sqn szulfid fiiggd kinon redukalo aktivitasanak mérése
Thiocapsa roseopersicina sejtek kiilonb6z6 frakcidiban.

(B): Sqn enzim jelenlétének vizsgalata a kiilonb6z6 sejtfrakciokban Western hibridizacios kisérlettel.
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A Western hibridizacios kisérlet igazolta, hogy — az aktivitds mérések
eredményeivel Osszhangban — a legtobb Sqn fehérje valoban a NaBr-al kezelt
szferoplaszt feliilisz6 mintajaban talalhaté (17. abra/B, 1). A NaBr-al kezelt
szferoplasztokbol készitett membran frakciorol egy ujabb NaBr-al végzett kezeléssel
lemosott fehérjék mintajaban csak Kis mennyiségii Sqn van (17. abra/B, 2). Kontrollként
a teljes sejt membran frakciojanak NaBr-al vald kezelése soran kapott feliiluszot
hasznaltam (17. abra/B, 3).

Ezen eredmények megfelelnek annak a feltevésnek, hogy az Sgn enzim a
T. roseopersicina sejtekben a sejtmembran periplazma feloli oldaldhoz kotédve
helyezkedik el.
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6. Osszefoglalas

Tudoményos Didkkori munkdm soran egy fotoszintetikus baktérium, a
Thiocapsa roseopersicina kénanyagcseréjében feltehetden szerepet jatszo, korabban

Optimalizaltam azt az eljarast, amellyel nagy térfogati, N-terminalisan Strepll
affinitas peptiddel fuzionaltatott rekombinans Sqn fehérjét termelé T. roseopersicina
kultarak sejtjeinek feldolgozasa soran létrehozott membran frakciobdl az Sqn fehérjét
natrium-bromid segitségével fel lehet szabaditani. Az igy oldhatova tett fehérjéket
affinitds kromatografidval a késébbi vizsgalatokhoz sziikséges magas koncentracidban
¢és nagy tisztasagban sikeriilt tisztitanom. Az aerob koriilmények kozt tisztitott nagy
minta abszorpcids spektrumat meghataroztam, mellyel igazoltam, hogy a fehérje redox
aktiv flavin kofaktort tartalmaz. A flavin kofaktort metanollal denaturalt fehérjékbol
nem sikeriilt felszabaditani, ami annak a fehérjé¢hez vald kovalens kotddésére utal.
Megallapitottam, hogy az Sqn szulfid fiiggd kinon redukciot képes katalizalni.
Aktivitasdnak homérséklet és pH fliggését, valamint kinetikai paramétereit
meghataroztam. A T. roseopersicina sejtekbol létrehozott szferoplasztok NaBr-os
kezelésével létrehozott mintdk Sqn aktivitdsanak vizsgalataval igazoltam, hogy a fehérje
a sejtmembran periplazmatikus felszin¢hez kotddik, hasonldan az Sqr enzimekhez.

Az Sqn fehérje tisztitasa €s biokémiai vizsgalata soran kapott eredményeim
alapjan a szulfid kinon oxidoreduktaz 2 enzimrdl és annak a T. roseopersicina sejtek
anyagcseréjében betoltott szerepérdl szerzett ismereteimet a 18. abran foglalom Ossze.
Vizsgélataim alapjan az Sqn fehérje, feltehetden az Sqr enzimhez hasonloan, a
sejtmembranhoz annak periplazmatikus oldalan kotddik, feltehetden az Sqr fehérjéhez
képest kisebb erdvel, ahol a sejtek szamdra magas koncentracidoban elérhetd szulfid,
mint  elektronforras  oxidalasaval jatszhat szerepet a T. roseopersicina
kénanyagcseréjében. A Tudomanyos Didkkori munkam soran kapott eredményekkel igy
sikeriilt kiegészitenem a fototrof bibor kénbaktériumok kénanyagcsere folyamatairdl

korabban felallitott modellt (18. abra).
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18. abra: A Thiocapsa roseopersicina szulfid oxidal6 enzimeinek (Fcc, Sqr illetve Sgn) a sejt anyagcsere

folyamataiban betoltott szerepe.
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8. Rovidités jegyzék

pg: mikrogramm

ul: mikroliter

BSA: szarvasmarha szérum albumin

EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav

FAD: flavin-adenin-dinukleotid

g: nehézségi gyorsulas

HABA: hidroxi-azofenil-benzoidsav

kDa: kiloDalton

LB: Luria-Bertani

ml: milliliter

NaCl: natrium-klorid

NAD": nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADP™: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis

rpm: fordulatszdm / perc

SDS: natrium-dodecilszulfat (Sodium Dodecil Sulfate)
TBS: Tris-Bor-EDTA

TEMED: N, N, N',N'-tetrametil-etiléndiamin
TGS: Tris-Glicin-SDS

Tris-HCI: Tris-hidrogén-klorid

Tris: Tris-(hidroximetil)-metilamin
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10. Nyilatkozat

Alulirott Dobrotka Paula a dolgozatban leirt munkafolyamatok koéziil a:

- Thiocapsa roseopersicina sejttenyészetek készitését,
- Thiocapsa roseopersicina sejtek kezelését:

- szferoplaszt eldallitasat Thiocapsa roseopersicina sejtekbdl,

- Thiocapsa roseopersicina sejtek feltarasat,

- membran ¢és szolubilis sejtfrakciok eldallitasat,

- fehérjeszolubilizalast a membran frakcio mintak NaBr-al torténd kezelésével,
- fehérje tisztitasat és analizisét:

- fehérje tisztitasat affinitads kromatografiaval,

- denaturalé poliakrilamid gélelektroforézist,

- Western hibridizaciot,
- tisztitott fehérjék vizsgalatat:

- fehérje mennyiségi meghatarozasat Micro-Lowry modszerrel,

- tisztitott Sqn fehérje, valamint redukalt és oxidalt fehérjemintak abszorpcios

spektrumanak meghatdrozasat,

- sejtfrakciok és fehérjemintak szulfid fiiggé kinon redukald aktivitasanak
meérését,

- az Sqn enzim aktivitdsdnak a reakcioparaméterektdl valo fliggésének
vizsgalatat,

- Sgn fehérje enzimkinetikai paramétereinek meghatarozasat,

- tisztitott fehérje flavin csoport tartalmanak vizsgalatat

végeztem el.

Dobrotka Paula
Szeged, 2012. november 5.

44



