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1. Bevezetés

Ismert toxicitasa ellenére a szulfid az ¢élélények metabolikus utvonalainak egyik igen
jelentés komponense: elektron donorként szolgél szdmos fotoszintetikus litotrof organizmus
szamara, az emlOsoknél, mint neurotranszmitter fordul el6, metabolizmusanak
rendellenességei pedig szerepet jatszhatnak kiilonféle korképek kialakuldsdban is, mint
példaul az Alzheimer-kér illetve a Down-szindroma. A szulfid metabolizmus
szabalyozasanak kialakuldsa az evolucio korai szakaszara vezethetd vissza, mikor is a szulfid
tartamu, toxikus, oxigén-mentes O0ceani kornyezetben €16 elsé mikroorganizmusok talélését
szulfid detoxifikald fehérjék biztositottak. Ezek az 6si, flavoproteinek csaladjaba tartozo
szulfid kinon oxidoreduktaz enzimek konzervaltan maig fennmaradtak az é16vilag kiilonb6zo
fejlettségi szintjein, melyek segitségével az éldlények képesek kezelni és iranyitani a
szulfidmetabolizmussal kapcsolatos folyamatokat.

A szulfid kinon oxidoreduktdz enzimek fontos szerephez jutnak a fotoszintetikus
szervezetek szulfid-fliggé energiakonzervald folyamataiban, melyek soran szulfidot
oxidalnak, majd a felszabadulo elektronokat a fotoszintetikus elektron transzport lancba
juttatjdk. A magasabb rendii €l6lények esetében a szulfid neurotranszmitter homeosztazisanak
fenntartasat illetve a megndvekedett szulfid szint szulfidoxidéacio éltali szabalyozasat
biztositjak, tovabba szerepet jatszhatnak kiilonb6zé nehézfém detoxifikald folyamatokban is,
példaul az arzéntolerancidban.

A szulfid kinon oxidoreduktaz enzimek flavin csoportjuknak koszonhetéen megfeleld
modellnek bizonyulnak a flavin-kofaktor és a fehérje kozotti kdlcsonhatas vizsgalatahoz,
melyhez jol tisztithato és konnyen modosithatd fehérjemodellre van sziikség. A szulfid kinon
oxidoreduktazokkal nagyfoki homologiat mutatd, fototréf bibor kénbaktériumokban
megtalalhato, szintén szulfidmetabolizmusban szerepet jatszé flavocitokrom c¢ szulfid
dehidrogenaz enzim szdmos kedvezd tulajdonsdga miatt a FAD — fehérjevaz kozotti kapcsolat

megfeleld modelljének bizonyulhat.

1.1 Fototrof bibor kénbaktériumok

A fotoszintetikus bibor kénbaktériumok energiatermelésiik soran redukalt szervetlen
kénvegyiileteket (tioszulfatot, szulfidot, elemi ként) haszndlnak fel energia- ¢és
elektronforrasként, Il-es tipusu fotoszintetikus reakcié centrummal rendelkeznek, a CO2 kotés
pedig a Calvin cikluson keresztiil valéosul meg benniik. Filogenetikailag a

Gammaproteobacteriumok csoportjahoz rendelheték, mely csoporton beliil két csaladot
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kiilonboztethetiink meg a csoportra jellemz6 kénraktar, a kénglobulus elhelyezkedése alapjan.
A Chromatiaceae csaladnal a kénglobulus képzddés sejtfalon beliili folyamat, mig az
Ectothiorhodospiraceae csaladnal a globulusok sejtfalon kiviil raktarozoédnak. (Imhoff, 2008).

A Chromatiaceae csalad eltér6 fizioldgiai tulajdonsagok alapjan tovabbi két csoportra
oszthatd. A specialis ¢letkoriilményeket igényld fajok szigoruan anaerobok ¢és obligat
fototrofok. Fo elektronforrasuk a szulfid, mig a hidrogén és a tioszulfat mint elektrondonor
nem hasznalatos. A masodik csoportba tartozo fajok, amelyek legszélesebben vizsgalt
modellorganizmusa az Allochromatium vinosum valtozatos metabolizmusuknak készonhet6en
kiilonféle koriilményekhez képesek alkalmazkodni. A szulfid mellett képesek elemi kén és
tioszulfat hasznositasara is (Imhoff, 2005a), redukalt kénvegyiiletek jelenlétében fotolitotrof,
azok hianyaban pedig fotoorganoheterotréf életmodot folytatnak (Gorlenko, 1974; Kampf és
Pfennig, 1980; Kondrat’eva és mts., 1981).

1.2 Fototréf bibor kénbaktériumok kénanyagcseréje, kénanyagcserében szerepet
jatsz6 enzimek

A fototrof bibor kénbaktériumok esetében a kénanyagcsere és az energiametabolizmus
egymassal szorosan kapcsolt folyamatok. Aerob, fotoszintetikus szervezetekben a szerves
anyag szintézishez sziikséges koenzimek redukalasat a fotoszintetikus elektrontranszport
lancbol szarmazo elektronok biztositjak, a redukcidban szerepet jatszo elektronokat pedig a
vizbontasbol szarmazo6 elektronok potoljak. A bibor kénbaktériumokra jellemz6 anaerob
fotoszintézisnél viszont vizbontas nincs, a ciklikus elektrontranszport lancbol kilép6
elektronok potlasat a redukalt szervetlen kénvegyiiletek (SH-, S, S203%, SOs%) oxidacidja
soran felszabadulo elektronok biztositjak. A redukalt kénvegyiiletek oxidalasaért kiilonbozo,
citoplazmatikus, membran kotott vagy periplazmatikus enzimek, enzim-komplexek feleldsek.

A szulfid elemi kénné vald atalakulasat két enzim, a flavocitokrém c (Frigaard és mts.,
2009) illetve a szulfid kinon oxidoreduktaz enzim (Schiitz és mts., 1997) altal katalizalt
folyamat biztositja (1.abra). A periplazmatikus, két alegységbdl allo flavocitokrom ¢ enzim
(Fcc) a szulfid oxidacidja soran felszabaduld elektronokkal szolubilis c-tipust citokrom
fehérjét redukal. A citokrom c fehérjére keriilt elektronok a fotoszintetikus reakcio kdzpont
altal kotott kinon molekulara tovabbitddnak, melyrél az elektronok citokrom bcl komplexen
keresztlil visszajutnak a szolubilis citokrom molekuldra. A ciklikus folyamat soran
protongradiens alakul ki a citoplazma és a periplazmatikus tér kozott, az ebben felhalmozott

kemiozmotikus energia az ATP-szintézisére forditodik. A redukalt kinon molekula a NADH-



dehidrogenaz altal katalizalt NAD*-NADH 4atalakulashoz is szolgaltat elektronokat. Annak
ellenére, hogy az Fcc altal katalizalt folyamat szdmos szulfidhasznositd organizmusnal
megjelenik, a flavocitokrom € enzim nem esszencidlis a szulfid oxidacié folyamataban
(Brune, 1995b, Reinartz és mts., 1998). A szulfid kinon oxidoreduktaz (Sqr) enzim utjan
megvalosuldo szulfid oxidacid6 hasonlé az Fcc altal katalizalt reakcidhoz. Az Sqr a
flavocitokrom c¢ enzimmel ellentétben membrank6tott enzim, a szulfid oxidacid soran
felszabaditott elektronokat pedig nem szolubilis citokrém c¢ fehérjére, hanem kozvetleniil a
membran kinon raktaraban 1évé kinon molekulakra tovabbitja, ami egy energetikailag
kedvez6bb folyamat. Az Fcc-vel ellentétben az Sqr nélkiilozhetetlen a szulfidhasznositas
folyamatéban.

A disszimilaciés szulfit reduktaz enzim (DsrAB) az elemi kén szulfitta alakitasaban
vesz részt. A szulfid oxidacid szempontjabol nem esszencidlis enzim, viszont az
intracellularisan felhalmozott kén oxidacidjahoz elengedhetetlen (Pott és Dahl, 1998).

A szulfit szulfattd valo atalakitisat a szulfit dehidrogendz enzim végzi, mig a szintén

elektron donorként hasznalatos tioszulfat oxidaciojaért a Sox multienzim komplex felel.
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1.4bra:Bibor kénbaktériumok szulfid oxidal6 enzimei miikddésének sematikus abraja.
(FccB: Fec nagy alegysége, FccA: Fec Kis alegysége; Sqr: szulfid kinon oxidoreduktaz;

Q: kinon raktar, C: c-tipust citokrém fehérje.)

1.3 Szulfid kinon oxidoreduktaz tipusu fehérjék

A flavoprotein diszulfid reduktazok (FDR) I. csoportjaba tartozo flavocitokrom ¢ enzim
FAD kofaktor tartalmt nagy alegysége (FccB) egy szulfid kinon oxidoreduktaz tipusu fehérje.
A strukturalis hasonlésagoknak koszonhetéen a flavocitokrom c¢ enzimnek (FCSD) egy
Allochromatium vinosum-bol nyert formaja és annak meghatarozott térszerkezete - Sqr
protein struktura hianyaban - hosszt ideig a szulfid kinon oxidoreduktaz enzimek egyetlen

Osszehasonlitasi alapja volt.



Kiilonboz6 eredetli Sqr enzimek mutagenezise, szekvencia-vizsgalata és az altaluk
katalizalt enzimatikus folyamat vizsgalata soran sikeriilt azonositani harom FAD-k6td domént
¢és 6 tovabbi régiot. Ezeknek az Sqr ,,ujjlenyomatok” segitségével az Sqr fehérje csaladot hat
csoportra osztottak fel (2. abra), melyek szubsztrat affinitasukban, FAD- és kinon-kotésiikben
illetve az aktiv centrumukban kiilonbéznek egymastol.

A strukturalis  kiilonbségeket kulcs aminosavakban bekovetkezd valtozasok
eredményezik, melyek 0sszefliggnek a fehérjék evolucios rokonsagéval is. A fehérjecsoportok
FAD kofaktor kotése altalaban Cys vagy Tyr aminosavon keresztiil valosul meg, a
szulfidkotésért jellemzéen két Cys kozott kialakulod diszulfid hid felel, mig a Ser, Asp, Val,
Thr, lle és Pro aminosavak a szulfid aktiv centrumhoz vald iranyitasaban vesznek részt. A
kinon kdtésben szerepet jatszo aminosavak — melyek altaldban Ile és Phe — az FccB esetében
nem jelentdsek, mivel a flavocitokrém c nagy alegysége az elektronokat kinon molekuldk

helyett az elektronakceptorként miik6do kis alegységre (FccA) juttatja.
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2. abra: Szulfid kinon oxidoreduktaz tipusti enzimek csoportositasa. (Marcia és mts., 2009)

1.4 Flavocitokrom ¢ enzim

A flavocitokrom ¢ egy szolubilis, periplazmatikus enzim, mely egy szulfid-koto, flavin
csoportot tartalmazo nagyobb alegységbdl (FccB) és egy citokrom tipusu, két, I-es tipusta hem
csoportot koté kis alegységbdl (FccA) all (Brune, 1995b). A két alegység (3. abra) egymassal
szoros fizikai és funkcionalis kapcsolatban van, melyet 13 H-k&tés és egy sohid stabilizal. A
fehérje komplex tomege 67kD, a harom doménbdl all6 flavoprotein alegység 46kD, mig a két
doménbdl allo citokrom alegység 21kD. Az Fcc szolubilis, periplazmatikus fehérje, amit

igazol, hogy mindkét alegység szekvencidja tartalmaz egy N-terminalis Tat szignal



szekvenciat, mely a funkcionalis Fcc periplazmaba valo kijutasat biztositja a Tat transzport
rendszeren keresztiil (Dolata és mts., 1993).

A citokrom alegységet felépité két domén az alacsony szekvencia-hasonldsag ellenére
hasonldé méretii és strukturaji, doménenként négy a-hélix strukturat és tobb kozbiilsé, hem
csoportot burkolod polipeptid hurkot tartalmaz. A 77 és 85 aminosavbdl all6 doméneket 12
aminosavnyi szekvencia, a két hem csoportot pedig két propionsav csoport kozott kialakuld
H-hid kotés kapesolja 6ssze.

Az enzim flavoprotein alegysége a diszulfid oxidoreduktdz fehérjecsaladba tartozo
glutation reduktdazokkal mutat strukturalis hasonldsagot, az els6, FAD kotésben szerepet
jatsz6 domén mindkét fehérje esetében megtalalhatd. A glutation reduktazoknal NADP
kotéséért felelds masodik domén funkcioja a flavocitokrom c esetében ismeretlen. A nagy
alegység els6 két doménje kozott homologia fedezhet6 fel, mely 6si génduplikaciot feltételez.
A fehérjeszerkezet szempontjabol az elsé €s a masodik domén egy 5 polipeptidbdl allo,
paralell B-redét tartalmaz, melyet egyik oldalrol harom a-hélix, masik oldalrél pedig egy 3
polipeptidbdl all6 antiparalel, B-redé hatarol. Ez a Pap-redd struktara a glutation reduktaz
csaladba tartozd flavoproteinekre jellemzd, konzervalt glicineket tartalmazd6 FAD kotd
motivum (Wierenga és mts., 1986). A FAD kofaktor Fcc nagy alegységéhez vald kovalens
kotodése a Cys42 aminosavon keresztiil valosul meg. (Kenney és Singer, 1977; Van Beeumen
¢s mts., 1990, 1991).FAD kotésben szerepet jatszanak még a Cys100, Cysl61, Cys274,
Cys296 és Cys337 csoportok is. Mind a 6 cisztein az apoprotein karboximetil szarmazékanak
tekinthetd. Az FccB harmadik doménje a citokrom alegység kotéséért felelds, 3 polipeptid
lancbol allo antiparalell B-redébdl és egy azt kdvetd a-hélixbal all.

Az Fcc-n beliili flavin magas redoxpotenciallal rendelkezik, ennek kovetkeztében a
FAD N5 pozicidja képes a szulfid megkotésére. A szulfid-kotd FceB alegység redox-aktiv
helyének tekinthetd a flavin gytirli f616tt elhelyezkedd, Cys161 és Cys337 kozott 1étrejovo
diszulfid hid, tovabba a flavin gylrti folotti a-helixet felépité Gly305 és Tyr306 flavin
gytirivel kialakitott H-kotései 1s megfigyelhetok.

A szulfid oxidécidja soran felszabadulod elektronok elészor a nagy alegység FAD
kofaktorara keriilnek, majd a redukdlt FAD molekular6l tovabb transzportdlodnak a kis
alegység hem csoportjara, ami késébb egy szolubilis citokrom c fehérjének adja tovabb az
elektronokat. Az intramolekularis elektron transzfert a két alegység kozotti szoros fizikai
kapcsolat illetve az elektron transzfert biztositd aminosavak jelenléte teszi lehetévé. A
flavoprotein alegység tartalmaz 3 aminosavat (Trp391, Tyr306, Thr336), melyek elég kozel
helyezkednek el a hem csoporthoz ahhoz, hogy biztositsak a FAD kofaktorr6l hemre torténd
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esetleges elektronaramlast, mivel a FAD és a hem csoportok talsagosan tavol helyezkednek el
egymastol ahhoz, hogy megtorténjen a kozvetlen elektron atadas. A Trp391 indol gytrije
kozvetleniil a flavin és a hem csoportok kozott fekszik, mely elektron transzfer funkciot
feltételez, a Tyr306 pedig H-kotésen keresztiil kozvetleniil kapcsolodik a flavin gytirithz, ami
szintén kedvez6 tja lehet a hemre torténd elektronaramlasnak. Mivel a Thr336 kovalensen
kapcsolt a diszulfid-hidat kialakito ciszteinekhez (Cys161-Cys337), igy nem kizart, hogy azok
a szulfidkotés mellett a FAD-rol hemre torténd elektronaramlas folyamataban is szerephez

jutnak.

3. abra: Allochromatium vinosum flavocitokrom ¢ nagy alegység (kék) és kis alegység (piros)
térszerkezete (Chen és mts., 1994).

1.5 Thiocapsa roseopersicina BBS

A Thiocapsa roseopersicina a bibor kénbaktériumok Chromatiaceae csaladjaba tartozo,
fotoszintetizald, Gram negativ baktérium (Gogotov, 1976, Pfenning és Triipper 1991),
lelohelyeként az északi fekvésti Friz-szigeteket tartjdk szamon (Bogorov és mts, 1974).
Laboratériumi novesztése soran a hdmérsékleti optimuma 25-29°C, folyadékkultardban 4-5 nap
alatt n6 fel, mig taplemezen tartva 14 nap alatt formal telepeket. Anaerob organizmus, ami
kizarolag oxigén-mentes kornyezetben képes fotoszintetizalni, oxigén jelenlétében pedig
heterotrof anyagcserét folytat. Elektron donorként tobbek kozt redukalt szervetlen
kénvegyiileteket hasznal, illetve vizbontd6 komplex nélkiili, Il-es tipusu fotoszintetikus
rendszerének kovetkeztében a baktériumképtelen az oxigén termelésére.

Osszetett kénanyagcseréje soran tioszulfatot, szulfidot, szulfitot és ként hasznosit. A
tioszulfat szulfatta és elemi kénné alakitasarol a baktérium Sox enzim-rendszere gondoskodik. A
keletkezett kén molekulakbol kénglobulusok formalddnak, melyek a periplazmatikus térben
halmozddnak fel. Ezek a felhalmozddott globulusok eredményezik a T. roseopersicina kulturak

szinének opalos darnyalatat. A keletkezett kén tovabbi oxidaciojat disszimilacids szulfid



reduktazok katalizaljak, a 1étrejové szulfidot pedig a flavocitokrom c illetve szulfid kinon

oxidoreduktaz enzim oxidalja.

1.6 Szulfid oxidacioban szerepet jatsz6 gének Thiocapsa roseopersicina
genomszekvenciiaban

Kutatécsoportunk f6 kutatasi teriilete a bibor kénbaktériumok kénanyagcseréjében
szerepet jatszo enzimek biokémiai és funkcionalis vizsgalata. Modellorganizmusunk a
laboratoriumi koriilmények kozott mar sokat vizsgalt Thiocapsa roseopersicina bibor
kénbaktérium, melynek genomszekvencidja 95%-ban ismert. Korabban elvégzett in silico
vizsgalatok soran harom, feltételezhetden szulfid-oxidald fehérjéket kodold régiot sikeriilt
azonositani a flavocitokrom c (fccAB), a szulfid kinon oxidoreduktaz 1 (sqr), és a szulfid

kinon oxidoreduktaz 2 (sqn) géneket (4. abra).

A 1 b N > +
ankh fccA fccB ORF1
B — Y1 > ]
sulP sqr hupR
) 5 )
Is B i — r
ORF2 sqn ORF3

4. abra: Szulfid oxidacioban szerepet jatszo gének és genomi kornyezetiik T. roseopersicina-ban.

1.7 Flavocitokrom c enzimet kédolé operon Thiocapsa roseopersicina-ban

A korabbi munkdak soran felfedezett, flavocitokrom c enzimet kodold régid két azonos
iranyt €s egymast kovetd, valosziniileg egy operonba rendez6dd nyitott leolvasasi keretbdl all
(4.abra/A.). A génekrol képzods fehérje termékek 64%-0s illetve 74%-os hasonlosagot
(FccA) és nagy (FceB) alegységével, igy a T. roseopersicina flavocitokrom ¢ enzimet kodolo
géneket fccA-nak illetve fccB-nek nevezték el.

Az fcc operonon kiviill elhelyezkedé ankh és ORF1 leolvasasi keretek egy
kénanyagcseréhez funkciondlisan nem kapcsol6do, ankirin homoldg fehérjét illetve egy
ismeretlen fehérjét kodolnak. Az fccB génrdl irodo fehérje N-terminalis végén egy potencialis
Tat szignal peptid (RRDFV) talalhato, mely a Tat transzport rendszeren keresztiil a
periplazmatikus térbe transzportalodo fehérjékre jellemzo szignal.

Az operonrdl termel6dd fehérjék aminosav szekvencidjanak vizsgélata soran kideriilt,

hogy a fehérje nagy alegysége (FccB) FAD kotésben szerepet jatsz6 motivumokat tartalmaz, a



kis alegység (FccA) aminosav szekvencidjaban pedig olyan konzervalt aminosavakat
(cisztein, hisztidin) azonositottak, melyek a citokrom c¢ fehérjékben jellemzéen a hem
kofaktorok kotéséért felelések. A konzervalt aminosavak fehérjében vald elhelyezkedése

alapjan feltételezni lehet, hogy a kis alegység (FccA) két hem csoportot kot meg.

1.8 T. roseopersicina flavocitokrém c fehérje termelését biztosito expresszios vektor

A T. roseopersicina genomjaban azonositott fcC operon géntermékének (flavocitokrom
c fehérje) biokémiai és kinetikai vizsgalatdhoz nagy mennyiségi tisztitott fehérjére van
sziikség, melynek eldallitasa egy megfeleld expresszids rendszer kidolgozasaval valdsithatd
meg.

Csoportunk munkatarsai korabban a flavocitokrom c¢ fehérje taltermeltetéséhez
T. roseopersicina gazdasejtben miikodd expresszids vektort (pDSFC) allitottak el6. Ebben az
FccAB fehérje kifejez6dését az expresszios vektorba épitett, T. roseopersicina genombol
szarmazo, karotinoid bioszintézisben szerepet jatszo CrtC és CrtD fehérjéket kodold operon
elott elhelyezkedd crt promoter biztositotta (Kovacs AT. és mts.,).

Az elkésziilt, fehérjét kodold vektort T. roseopersicina sejtekbe juttatva rekombinans
FccB és vele egyiitt kifejez6dd vad tipust FccA fehérjét termeld expresszids torzset (FOXF)
hoztak létre.

A fehérje tisztithatosagat a rekombinans flavocitokrom ¢ C-termindlisan elhelyezkedd

Strep-1II és FLAG affinitas peptid biztositotta.

2. Célkituzések

Didkkori kutatdsom célja egy 6si flavoprotein, a diszulfid oxidoreduktazok csalddjaba
tartoz6 T. roseopersicina flavocitokrom c fehérje variansok FAD kofaktoranak fluoreszcencia
kinetikai vizsgalata, egy Ujszerll, nagy felbontast, ultragyors fluoreszcenciai kinetikai mérési
modszer segitségével, ami hozzajarulhat a fehérje és a kofaktor kozti kapcsolat részletesebb
megismerésé¢hez.

Elézetes ismeretek szerint a FAD fénnyel gerjeszthetd, fluoreszcencia kinetikéjanak
lecsengése pedig fiigg a FAD kofaktor és a fehérjekornyezet kozotti kapcsolat mindségétol.
Szorosabb kapcsolat esetén a gerjesztett FAD molekularol fehérjére torténd energia atadas
gyorsabb, a lecsengési id6 mérése pedig informaciot adhat a fehérje és FAD molekula kozotti

kapcsolat er6sségérol.



Az ultragyors fluoreszcencia kinetikai vizsgalatokhoz biokémiailag és kinetikailag jol
jellemzett, modosithatd, nagy mennyiségben és toménységben eldallithatd fehérjére van
sziikség.

A vizsgélatokhoz sziikséges nagy mennyiségli €s nagy toménységi fehérje eldallitasat a
T. roseopersicina fehérjetermelé rendszer optimalizalasaval kivantam elérni. Célom volt
tovabba egy csak FAD tartalmt alegységet tartalmazé flavocitokrom c fehérje valtozatot
termeld torzs 1étrehozésa is, mellyel a FAD kofaktor vizsgalata mellett a kis- és nagyalegység
kozti kapcsolat is megfigyelheto.

A fehérjetermel6 rendszer optimalizalasa mellett sziikség volt a fluoreszcencia kinetikai
vizsgalatokhoz kapcsolédd enzimkinetikai analizis optimalizalasara is, melyet a

fehérjevariansok biokémiai és kinetikai vizsgélataval kivantam elérni.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Baktérium torzsek

Név Genotipus Referencia

E.coli torzsek:

S17-1 lambda pir 294 (recA pro res mod) Tp" Sm' | Herrero és mts., 1990

(pRP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7)

XL-1 Blue MRF’ recAl gyrA96 (F’lacl? Z) Tc' Strategene

T. roseopersicina torzsek:

FOX AhynSL, AhupSL Afcc Rékhely és mts.,
személyes kozlés

FOXF FOX+ pDSFC Duzs Agnes, személyes
kozlés

FOQRON Ahyn, Ahup, Afce, Asqr, Asqn Rékhely és mts., személyes
kozlés

FOB FOX+pDSFCB €z a munka

1. tablazat: Munkam soran felhasznalt baktérium torzsek és tulajdonsagaik.

3.2 Primerek
Név Szekvencia
FCCBO16F 5’-GCGCATATGAAGATCAACAGACGTGATTTCG-3’

FCCBO16R 5’-CGGAGCTCCCGAATGAGTCTTTCACGATG-3’

OMHEC2R 5-TAATCGGCCGCTGCCACTCATCGCAGTC-3'

2. tablazat: Munkam soran felhasznalt primerek és szekvenciajuk.

3.3 Mikroorganizmusok tenyésztése

3.3.1 Novesztési koriilmények E. coli torzsekhez

Az E. coli torzseket LB folyadéktaptalajban, Erlenmeyer lombikban, a kisérletnek
megfeleld6 hémérsékleten, razatott tenyészetben vagy LB agar lemezen, termosztatban
novesztettem (Ausubel és mtsai., 1996).

A folyadéktaptalajoknal alkalmazott antibiotikum (ampicillin, kanamicin) koncentracié

100 pg/ml volt.
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LB (Luria-Bertani) folyadéktaptalaj (1 liter) dsszetétele: 10 g NaCl, 10 g tripton, 5 g élesztd

kivonat, az LB taplemez a fentieken kiviil tovabbi 1,5 % agart tartalmaz.
SOC téapoldat (SOB + Mg?*) (1 liter) dsszetétele: 0,5 g NaCl, 20 g tripton, 5 g élesztd kivonat,
10 mM MgSO4

3.3.2 Novesztési koriilmények Thiocapsa roseopersicina torzsekhez

A T. roseopersicina torzseket Pfenning féle tapoldatban, csiszolt dugds Erlenmeyer
lombikban vagy taplemezen, 25-28°C-os hoémérsékleten, mikroaerofil kornyezetben,
folyamatos megvilagitas mellett 4-5 napig ndvesztettem.

PC tapoldat(1 liter): 20 g NaCl, 1 g KH2POs, 1 g MgCl,, 1 g KCI, 1 g NH4CI,
2 g NaHCOs, 2 g NaS20s, 20 ul B12 vitamin (1000 pg /ml), 1 ml Fe-EDTA,

1 ml mikroelem oldat.

Mikroelem oldat: 2975 mg Nax - EDTA, 300 mg Hs3BOs4, 200 mg CaCl..6 H-O,
100 mg ZnS04.7 H20, 30 mg MnCl..4 H20, 30 mg NazM004.2 H»0, 20 mg NiCl,.6 H20, 10
mg CuCl,.2 H>0, 1000 ml vizben (Pfennig és Trupper, 1992).

A tépoldatoknal alkalmazott antibiotikum (gentamicin, streptomicin, kanamicin) koncentracio

25 pg/ml volt.

3.4 DNS médositassal kapcsolatos munkak

3.4.1 Plazmid DNS izolalas Escherichia coli-bél

A plazmid DNS izolalds 30 ml, antibiotikum tartalmi LB tapoldatban, 37°C-on,
¢jszakan at novesztett baktérium kultirabol tortént. Az izolalashoz a Gen-Elute Plasmid
Miniprep Kit-et (Sigma) hasznaltam. A tapoldatban felnétt sejteket 4,5 ml-enként kiilon
mikrocentrifugacsovekben, centrifugalassal (1 perc, 7000 rpm) gyiijtéttem Ossze, a
centrifugalas utan megmaradt sejteket pedig 200 pl, hiitétt (4°C), RNaz tartalmu szuszpendalod
oldatban vettem fel. A sejtekre 200 ul lizis puffert mértem, majd kézzel megforgattam a
mikrocentrifugacsoveket. A feltart sejtekhez ezutan 350 pl neutralizalé oldatot adtam, szintén
megforgattam a csoveket, majd centrifugalas (10 perc, 13000 rpm) utan pipettaval leszivtam a
plazmidot tartalmazoé feliiliszot. A plazmid tisztitd oszlopot 500 pl oszlop elékészité oldattal
kezeltem, majd az oldatot centrifugalassal tavolitottam el rola (1 perc, 13000 rpm). Az
elokészitett oszlopra 750 upl feliiluszot pipettaztam, majd centrifugéalassal atsziirtem az

oszlopon (1 perc, 13000 rpm). Két 1épésben, 2x750 pl moséd pufferrel, centrifugalassal (1
12



perc, 13000 rpm) tavolitottam el a nem specifikusan koétddé anyagokat. A mos6 puffer
eltavolitasa érdekében az oszlopot iiresen is centrifugaltam. Az oszlopra kot6dé plazmid

DNS-t 2x20 pl ultratiszta, ioncserélt vizzel, centrifugalassal (1 perc, 13000 rpm) elualtam.

3.4.2 DNS szerkezet modositasok

3.4.2.1 Emésztés restrikcids endonukledzokkal

A Kkisérletek soran a Fermentas cég altal gyartott restrikcids enzimeket hasznaltam, és a

gyarto altal meghatarozott koriilmények kozott alkalmaztam Oket.

3.4.2.2 Polinukleotid kinaz kezelés

A DNS molekuldk 5’ végi foszforilalasat a Fermentas cég altal gyartott T4 polinukleotid
kindz enzimmel végeztem el. A reakcidhoz 1 x-es polinukleotid kinaz puffert, 10 mM ATP-

thasznaltam, az inkubacié 37°C-on 20 percig, az inaktivacio pedig 75°C-on 10 percig tartott.

3.4.2.3 Alkalikus foszfataz kezelés

A DNS fragmentumok 5' végén 1év0 foszfat csoportok eltavolitasara szintén Fermentas
cég altal gyartott enzimet, FastAP alkalikus foszfatdzt hasznaltam. Az inkubaci6é 37°C-on, 30

percig, az inaktivalas 65°C-on 15 percig tartott.

3.4.2.4 Ligalas
A DNS fragmentumok ligalasa T4 ligazzal (Fermentas) tortént. A kivant DNS szakaszt

kétszeres feleslegben adtam a meghasitott vektorhoz. A reakcidhoz 5x-6s Rapid Ligaz Puffert

(Fermentas) hasznaltam. 10 percig 22°C-on tortént az inkubacio.

3.4.3 Agaroz gélelektroforézis

A PCR reakcidkat €s a restrikcios enzimekkel torténd emésztéseket gélelektroforézis
segitségével ellendriztem. A DNS fragmentumok elvalasztasa 1%-os agardz gélen tortént.
Pufferként 1 x TAE-t (0,004 M Tris-acetat, 0,001 M EDTA) hasznaltam és 90 V futtatasi

fesziiltséggel valasztottam el a kiilonb6z6 méretli DNS szakaszokat (Ausubel és mts., 1996).

3.4.4 DNS fragment izolalas agaréz gélbol

A gélbdl torténd fragmentizolalast a QIAquick Gel Extraction Kittel (QIAGEN)
hajtottam végre. Agaroz gélelektroforézis utan a géldarabot pengével vagtam ki, majd stlya
haromszorosanak megfeleld térfogati QG puffert adtam hozza (1 adag gél: 100mg=100pl).
Az elegyet 50°C-on inkubdltam, 2-3 percenként kevertettem, a gél teljes feloldodasa utan
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pedig egy gélnyi mennyiségli izopropanolt kevertem hozza. Az oszlop eldkészitése utan a
feloldodott géldarabot tartalmazd oldatot az oszlopra pipettdztam, majd centrifugaltam (1
perc, 13000 rpm). Az atfolyotol megszabadultam, 750 pl PE pufferrel mostam az oszlopot,
majd centrifugaltam (1 perc, 13000 rpm). Miutan a mosast kétszer megismételtem, az
oszlopot liresen is centrifugaltam (1 perc, 13000rpm). A DNS-t 2x15 pl steril, ioncserélt
vizzel, centrifugalassal (1 perc, 13000 rpm) elualtam.

3.4.5 Polimeraz lancreakcio (PCR)

A PCR reakcioelegyet 31 ul végtérfogatban allitottam eld, templatként tisztitott genomi
DNS-t, tisztitott plazmidot vagy baktérium kolonidbdl készitett szuszpenziot, polimerazként

pedig Phusion illetve DyNAZyme enzimet hasznaltam.

3.5 Baktériumok transzformalasa

3.5.1 Kémiailag kompetenssé tett E. coli sejtek készitése

Az XL1-Blue MRF’ és S17-1 lambda-pir sejteket 30 ml, antibiotikumot tartalmaz6 LB
tapoldatban 37°C-on, éjszakéan at novesztettem. A felnétt kultirakbol masnap 60ml SOB+Mg
tapoldatba oltottam (Sambrook és mts., 1989), majd 18°C-on, a megfeleld OD eléréséig
(OD600 = 0,4) novesztettem Oket. A sejteket 10 percig jégen hiitdttem, majd centrifugaltam
(7000 rpm, 10 perc, 4°C). A feliiluszo eltavolitasa utan 16 ml TB (10 nM Pipes, 55 mM
MnCly, 15 mM CaCl, 250 mM KCI, pH = 6,7) pufferben mostam a sejteket, 10 percig jégen
allni hagytam a szuszpenziot, majd ismét centrifugaltam (7000 rpm, 10 perc, 4°C). A
feliiltszo eltavolitasa utan a sejteket 4 ml TB-ben oldottam fel, majd 300 pul DMSO-t adtam a
szuszpenzidhoz. 10 perc jégen torténd inkubacié utdn a kompetens sejteket 100 pl-enként
4°C-ra lehlitétt mikrocentrifugacsovekbe osztottam szét, majd folyékony N2-ben

lefagyasztottam 6ket. A kompetens sejtek tarolasa -80°C-on tortént (Inoue és mts., 1990).

3.5.2 Escherichia coli transzformalasa

A transzformalds soran a transzformalando DNS-t 100 ul kompetens sejthez adtam
hozza. 20-30 percig jégen inkubaltam a sejteket, amit egy 50 mp-ig tartd6 45°C-os hdsokk,
majd egy par percig tarté hiités kovetett. 900 ul SOB+Mg?* oldat és 20 pl 20%-os gliikéz
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hozzaadéasa utan a sejteket 1 oran keresztiil, 37°C-on razattam. A transzformalt sejteket a

megfeleld antibiotikummal kiegészitett taplemezre szélesztettem ki.

3.5.3 Thiocapsa roseopersicina transzformalasa

crer

(T. roseopersicina) és a recipiens (S17 lambda-pir E. coli) sejteket 28 illetve 37°C-on
megfelelé OD eléréséig (T. r.. OD650=1.8, E. c.: OD600=0,6) eldtenyésztettem. A felnott
kultarakat lecentrifugaltam, a letilepedett sejteket pedig kétszer, 4-4 ml 4 g/l-es PC oldatban
felszuszpendaltam. Centrifugalas utan a PC puffer altal atmosott sejteket Gjabb 100-100 pl PC
oldatban szuszpendaltam fel. Az igy kapott T. roseopersicina és E. coli sejteket egy
szuszpenzidban elegyitettem, majd a sejtkeveréket konjugacios lemezre (18 g/l NaCl, 1 g/l
KH2POg4, 1 g/l MgCl2, 1 g/l KCI, 1 g/l NH4Cl, 2 g/l NaHCOs3, 2 g/l Na-acetat, 2 g/l Na>S,03, 2
g NB (Nutrient Broth, Difco), 1,5 % agar, 20 ul B12 (1000 pg/ml), 1 ml Trace elements, 1 ml
Fe-EDTA) cseppentettem ki. A csepp beszaradasa utan a lemezt éjszakan at fényen és
leveg6n, 28°C-on inkubaltam. Masnap a sejteket fogpiszkaloval felkapartam, a kaparékot 500
ul PC-ben felszuszpendaltam, majd ebbdl 10x-es higitasi sort készitettem. A higitdsi sor
1épéseibdl 100-100 pl mennyiséget antibiotikumos szelekcios lemezre (PC, 2 g/l acetat, 25
pg/ml kanamicin) szélesztettem. A lemezeket anaerob dobozban inkubaltam, melyet Oxiod
anaerogen (kat.szam: AN0O025A) anaerobizalo rendszerrel oxigénmentesitettem. Az inkubécio

28°C-on, fényen tortént és 14 napig tartott.

3.6 Fehérje termeltetés és tisztitas

3.6.1 Periplazma sejtfrakcié eloallitasa fehérjetermelé T. roseopersicina sejtekbél

Mivel a vizsgalandé fehérje periplazmatikus elhelyezkedésii enzim, igy sejtbdl valod
felszabaditasa, a kiils6 membran eltavolitasaval, periplazma sejtfrakcié eldallitasan keresztiil
valosult meg. A fehérjetermeld T. roseopersicina sejteket a mar korabban leirt tenyésztési
paraméterek mellett szaporitottam fel. A felndtt kultara sejtjeit centrifugéalassal gylijtdttem
ossze (10 perc, 7000rpm, 4°C), majd periplazma oldatban (TBS: 50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl pH = 8,0, + 25% szukréz, lizozim (50 mg/ml)) szuszpendaltam fel. A szuszpenziot 30
percig 30°C-on inkubdltam, majd periplazma oldattal megegyez6 mennyiségli steril, hiitott

vizet adtam hozzad. A vizzel elegyitett sejtszuszpenzidt 10 percig jégen inkubaltam, majd
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centrifugalas (10 perc, 7000rpm, 4°C) utan a feliilluszéként megjelend, fehérjét tartalmazo

periplazmat 6sszegyljtdttem. A periplazma frakcio taroldsa -20°C-on tortént.

3.6.2 Fehérje tisztitas affinitas kromatografiaval

A sejtfeltaras soran keletkezett, fehérjét tartalmazo periplazma sejtfrakcidt affinités
oszlop kromatografia segitségével tisztitottam. Az oszloptdltetet (Strep-tactin Superflow 50%
szuszpenzid, IBA) gravitacids atfolyd oszlopba toltéttem, majd moso pufferrel (TBS, pH =
8,0) kétszer atmostam. A periplazma frakciot az oszloptoltettel egyiitt 90 percig
szobahOmérsékleten, folyamatos forgatds mellett inkubaltam. Az atfolyd Gsszegylijtése utan
az oszlopot 8 moso frakcion keresztiil, kétszeres oszloptérfogatnyi moso pufferrel (TBS, pH =
8,0) atmostam. Az oszlophoz ko6tédott fehérjét négyszer fél oszloptoltetnyi elucios pufferrel
(100 mM Tris-HCI pH = 8,0, 150 mM NacCl, 2,5 mM destiobiotin) elualtam. A fehérjetisztitas
utan az oszlopot regeneralo oldattal (100 mM Tris-HCI pH = 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM
HABA (hidroxi-azofenil-benzoidsav) kezeltem. Az ujra felhasznalhatdo oszlopot 4°C-on

taroltam.

3.6.3 Denaturalo poliakrilamid gélelektroforézis

A fehérjék meghatarozasat illetve molekulatomeg szerinti elvalasztasat natrium-dodecil-
szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) mddszerrel végeztem (Sambrook €s mts.,
1989). Az 1,5 mm vastagsagu, 10%-os poliakrilamid géleket Tris-glicin puffer rendszerben
futtattam meg. Az also, szeparalo gélt és a felsd, gylijtd gélt kiilon allitottam eld az alabbi
eldiras szerint:

Szeparald gél dsszetétele:1,9 ml H20, 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 osszetétele: 2,1 ml H20, 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 fehérjemintdkat 15 percig, 95°C-on, 1x-es SDS felvivd pufferrel inkubdltam, majd a
mintakat a gél zsebeibe pipettaztam. A gélek futtatasa TGS (Tris-glicin-EDTA) pufferben (25
mM Tris, 192 mM glicin, 0,1 % SDS pH: 8,3), kezdetben 60 Volt fesziiltséggel, majd a
fehérjék szeparald gélbe érkezése utan 120 Volt fesziiltséggel tortént. Futtatds utan a gélt 30
% etanol és 10 % ecetsav tartalml oldatban 1 6raig fixaltam. A fixalo oldatot desztillalt vizes

mosassal tavolitottam el, majd a gélt Coomassie blue festékkel (1 I: 250 ml H.O, 117,64 ml
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85 % foszforsav, 100 g ammoénium szulfat, 1,2 g Coomassie blue G250, 200 ml etanol)

¢jszakan at festettem. A felesleges festéket méasnap 1%-os ecetsavas mosassal tavolitottam el.

3.6.4 Western hibridizacio

Denaturalé poliakrilamid gélelektroforézis utdn a gélt nitrocelluloz membranra
(Amersham™  Hybond™-ECL) blottoltam. A blottolast 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)
hajtottam végre. Blottolas utan a membrant 1 6ran at blokkolo6 oldatban (1 %-os tejpor PBS-T
pufferben: 115 mM NaCl, 16 mM Na;HPOs, 4 mM KH2POs, 0,1% Tween 20, pH = 7,5)
aztattam, hogy megakadalyozzam a nem-specifikus fehérjék kotddését. Antitestként 1:10000-
es higitasban StrepMAB-Classic-HRP ellenanyagot (IBA) hasznaltam, amivel 1 6ran at,
szobahdmérsékleten inkubaltam a membrant. Inkubacié utan PBS-T pufferrel majd PBS
pufferrel mostan a membrant. E16hivo reagensként Enhancer reagens és hidrogén-peroxid 3
ml térfogatli 1:1 ardnyl keverékét hasznaltam (Pierce, SuperSignal West Pico Rabbit IgG
Detection Kit), az inkubacidé 1 percig tartott. A kemilumineszcens jelet autoradiografias

modszerrel tettem lathatova (VersaDoc 4000MP (BIO-RAD).

3.7 Tisztitott fehérjék vizsgalata

3.7.1 Fehérje mennyiségi meghatirozasa Micro-Lowry modszerrel

A fehérje-koncentraciot Micro-Lowry modszerrel hataroztam meg 0 ug/ul, 5 pg/ul, 10
készitett kalibracidhoz torténd viszonyitdssal. A meghatarozand6 fehérjeoldatot steril vizzel
100 pl végtérfogatra egészitettem ki, majd 800 ul 0,25 M natrium-hidroxid oldatot adtam a
fehérjeoldathoz, illetve a kalibral6 BSA oldatokhoz. 20 perc, szobahdmérsékleten torténd
inkubacio utan 300 ul C reagenst (A reagens: 6 % Na>COs, B reagens: 1,5 % CuSOQOs, 3 %
Na-citrat, 1:50 aranyban), 15 perc elteltével pedig 100 ul D reagenst (72%Folin-reagens)
adtam a reakciohoz. 30 perc elteltével,] cm fényuttal rendelkezd milanyag kiivettaban, 750
nm-en, BIORAD SmartSmec Plus tipusu spektrofotométerrel mértem az oldatok

fényelnyelését. (Yeang €s mts., 1998).
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3.7.2 Fehérje abszorpcios spektrum meghatarozas

A fehérjetisztitdas soran eldallitott periplazma frakcid spektruménak, illetve a
periplazmabol affinitds kromatografidval tisztitott fehérje abszorpcids spektrumanak
meghatarozasahoz Nicolet Evolution 300 spektrofotométert hasznaltam. A 400 pl, higitott
fehérje fényelnyelését 1cm fényuttal rendelkezd kiivettaban, 250-850 nm hullamhosszusagu

tartomanyban mértem.

3.7.3. Tisztitott fehérje flavin csoport tartalmanak vizsgalata

100 pl tisztitott FccAB illetve FccB fehérjét tartalmazd mintat 400 pl 99,5%-0s
metanollal egészitettem ki. Ezzel parhuzamosan pozitiv kontrollként a fehérjével azonos
hozzdadtam 400 pl metanolt. Mindkét mintat forrasban 1évo vizbe helyeztem 10 percre, majd
jégre tettem. Ezt kovetéen a kicsapodott fehérjéket lecentrifugaltam (4°C, 15 perc, 13000
rpm), majd Thermo Evolution 300 UV-Visible tipusu spektrofotométerben mértem a
feliilluszok fényelnyelését 1 cm fényuttal rendelkezd kvarckiivettdban 300-600 nm

tartomanyban.

3.7.4 Szulfid fiiggé citokrom c redukalé aktivitas mérés

A tisztitott enzim szulfid-fliggd citokrom c aktivitdsdnak méréséhez szintén Nicolet
Evolution 300 tipusu spektrofotométert hasznaltam. A 2 ml végtérfogatii reakcidelegyekben
torténd valtozast 1 cm fényuttal rendelkezd, légmentesen zarhato kiivettdkban mértem. A

reakcidelegy kisérletenként kiilonb6zd mennyiségli tisztitott fehérjét, kiilonb6zdé pH-ju

ey

cyey

tartalmazd reakcidelegyet nitrogén gazzal 5 percen keresztiil anaerobizaltam, majd
kozvetleniil a mérés el6tt, szintén anaerob koriilmények kozott eldallitott, Tris-HCI pufferben
feloldott szulfiddal inditottam a reakcidkat. A mintdk fényelnyelését a citokrom c fehérjékre

jellemzo6 fényelnyelés maximuman, 550 nm-en vizsgaltam.

3.8 Fluoreszcencia kinetikai mérések FccAB fehérjén
A fluoreszcencia kinetikai mérések az SZBK Biofizikai Intézet Femtobioldgiai
Laboratoriumaban hazilag épitett késziiléken torténtek. A miiszer két mérési eljarast

kombinal, ezaltal rendkiviil nagy id6ablakban torténd mérést tesz lehetévé. Az Iddkorrelalt
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egy foton szamlalas esetén az idomérés elektronikusan térténik. Ez a modszer igen érzékeny,
de iddfelbontasa korlatozott (40 pikoszekundum). A fluoreszcencia felkonvertalas tisztan
(nemlinedris) optikai mddszer, ahol az iddt két optikai nyaldb kozotti késleltetés hatarozza
meg. Ennek a modszernek az idéfelbontasa 250 femtoszekundum, érzékenysége viszont
Iényegesen alacsonyabb. A gerjesztd fényforrds mindkét esetben egy titan zafir 1ézer
oszcillator (800 nm, 150 femtoszekundum impulzushossz, 80 MHz ismétlési frekvencia),

melyen 400 nm-es nyalabot eredményezé frekvenciakétszerezést hajtunk végre (5. abra).
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5. abra: ld6korrelalt egy foton szamlalas (A.) és fluoreszcencia felkonvertalas (B.) fluoreszcencia mérés

modszerek elrendezése.

4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 T. roseopersicina-ban torténé fehérjetermeltetés hatékonysaganak novelése

4.1.1 Periplazma sejtfrakcio készitésének optimalizalasa

A flavocitokrom c¢ enzim biokémiai, strukturdlis és kinetikai vizsgalatdhoz nagy
mennyiségben kellett eldallitanom a megfeleld tisztasaghh és toménységli FccAB fehérje
heterodimert, ehhez pedig a nagyléptéki fehérjetermeld rendszer optimalizalasara volt
sziikség, mely a fehérje termeltetésének, kinyerésének és tisztitdsdnak a hatékonyabba tételét
jelentette.

A flavocitokrom c¢ fehérje egy szolubilis periplazmatikus enzim, melynek
T. roseopersicina sejtbél valo kinyerése korabban szolubilis sejtfrakciobol valdosult meg.
Azonban eldzetes kisérleteim alapjan hatékonyabb moddszernek bizonyult a periplazma
frakciobol valo fehérje felszabaditas, melynek optimalizalasa érdekében el6szor a periplazma

frakcio készitéséhez hasznalt oldatban 1€év6 lizozim sziikségességét vizsgaltam. A kisérlet
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soran lizozim tartalmu, illetve lizozimet nem tartalmazoé periplazma készitd oldat segitségével
nyertem ki a sejtekbdl az FccAB fehérjét tartalmazo periplazma frakciot, a felszabaditott
fehérje mennyiségére pedig a periplazma frakcid abszorpcids spektrumaban megjelend,
oxidalt c-tipusu citokrom fehérjék hem kofaktorara jellemzd, 410 nm-nél megjelend Soret
csucsbol kovetkeztettem. A lizozimet tartalmazé periplazma oldat hasznalatakor a sejtekbdl 7-
szer tobb FccAB fehérjét lehet felszabaditani (6. abra), igy elmondhatd, hogy a lizozim

tartalmu periplazma oldat alkalmazasa pozitivan befolyasolja a fehérjekinyerés folyamatat.
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6.4bra: (A): Lizozimet nem tartalmaz6 (z6ld) €s lizozimet tartalmazo (kék) periplazma késztd oldat

alkalmazasaval kinyert periplazma frakciok abszorpcios spektruma, illetve azok fényelnyelése 410 nm-en (B).

A 410 nm-nél megjelend csucs a flavocitokrém c fehérjéken kiviil egyéb szolubilis
citokrom ¢ fehérjék elnyelésébdl is kovetkezhet. Annak bizonyitasara, hogy a spektrumbol
kiemelkedd cstics megfelelden reprezentdlja az FCCAB fehérje mennyiségét, negativ
kontrollként flavocitokrom c-t nem termeld FOX torzs periplazma frakcié spektrumat
alkalmaztam.

A fehérjekinyerés hatékonysaganak novelését a periplazma készitd oldat (PO) és a
feldolgozandd sejtmennyiség aranyanak valtoztatasaval szandékoztam elérni. A korabbi
alkalmazashoz képest (50 ml kulturabol szarmazo sejtek esetében 400 pl PO) csokkentettem,
illetve noveltem a periplazma készité oldat sejtekhez viszonyitott mennyiségét. A felnétt
sejtkultarat 50 ml-enként 200, 400, 800 és 1200 pl periplazma oldatban dolgoztam fel, majd
vizsgaltam a felszabaditott flavocitokrom ¢ mennyiségét. Eredményként elmondhat6, hogy a
periplazma oldat mennyiségének novelésével n6 a felszabaditott FccAB fehérje mennyisége,
mely annak koszonhetd, hogy a sejtek nagyobb mennyiségili oldatban ozmotikusan jobban
telitddnek (7. abra). A kisérlet soran sikeriilt meghatarozni azt a legkisebb periplazma oldat
térfogatot (600 ul), mellyel a maximalis fehérjekihozatal elérhetd. A tovabbi kisérletekben a
megallapitott 600 pl periplazma oldat — 50ml kultara aranyt alkalmaztam.
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7.4bra: Kiilonb6z6 kultara:PO arany mellett készitett periplazma frakciok abszorpcids spektruma (A), illetve

ezen frakciok FCCAB fehérje mennyisége (B).

4.1.2 Crt prométerrel iranyitott fehérje expresszio fokozasa T. roseopersicina-ban

A fehérjetermeld sejtekben haszndlt Crt promoter szabalyozasar6l nincs adat, ezért
vizsgaltam azokat a ndvesztési koriilményeket, melyek hatassal lehetnek a promoter
miikodésére, ezzel egylitt pedig a termelt fehérje mennyiségére.

Elsoként a kulturdk novekedési ideje alatt bekovetkezd fehérjemennyiség valtozast
vizsgaltam. 6 napon keresztiil kovettem nyomon a sejtek fehérjetermeld képességét, a
legnagyobb felszabadithato fehérjemennyiséget 4. napos kultiranal értem el (8. abra), ennek
hatterében az elektronforrasként a tapoldathoz adott tioszulfat fogyas allhat, melynek
kovetkeztében a sejtek anyagcseréje, igy fehérjetermeld képessége is csokken. Tovabbiakban

a 4. tenyésztési napon végeztem a kisérleteket.
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8. abra: Kiilonb6z6 napig nevelt kultirak periplazma frakcidinak spektrumai (A),

illetve FccAB fehérje mennyisége (B).

Korabbi kisérletek soran kimutattak, hogy a T. roseopersicina ndvesztésére alkalmas PC
tapoldatban 1év6 tioszulfat csokkentése esetén (4 g/1-r6l 2 g/l-re) a flavocitokrome expressziods
szintje novekszik (Balogh T. személyes kozlés), ezért megvizsgaltam a tioszulfat

koncentraci6 sejtnovekedésre illetve fehérjetermelésre gyakorolt hatasat. Eredményeim
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alapjan a fehérjetermelés szempontjabol legoptimalisabb tioszulfat koncentracionak az 1,5
g/l-es bizonyult (9. abra).
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9. abra: Kiilonbo6z6 tioszulfat koncentracion nevelt kultirak periplazma frakcidinak fényelnyelése.

A rekombinans FccAB fehérjét kodold génekrdl torténd mRNS atirddasrél a szekvencia
eldtt elhelyezkedé Crt promoéter gondoskodik. A Crt promoter a fotoszintetikus pigmentek
szintézisében részt vevd enzimeket kodold gének atiroddsdban szerepet jatszd bakteridlis
promoéter, melynek fotoszintézisben betdltott szerepe fényszabalyozas alatti miikodést
feltételez, ezért a termeltetendd FccAB fehérje mennyiségének novelése érdekében
vizsgaltam a fényintenzitas Crt promoterre, illetve fehérjeexpressziora gyakorolt hatasat. A
baktérium kultardkat kiilonb6z6é fényintenzitds mellett (25 ¢és 50 pFinstein) kiilonb6zd
inkubaciods ideig (3 és 4 nap) neveltem, majd periplazma sejtfrakciot készitettem. A kisérlet
eredményeként elmondhatd, hogy a magasabb intenzitast besugarzas (50 pEinstein) novelte a

fehérjetermelés mértékét (10. abra).
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10. abra: Kiilonb6z6 fényintenzitason nevelt kultarak periplazma frakcidinak fényelnyelése.

A fehérjetermelés hatékonysdganak novelését célzd utolsd kisérlet a kiilonbozo
elektronforrasok Crt promoterre gyakorolt hatdsanak vizsgalata volt.

A sejteket 1,5 g/l koncentracidju tioszulfatot tartalmazod, tovabba hozzdadott C-
forrasként: gliikozzal (2,5 g/1), acetattal (1 g/l) vagy szukcinattal (2,5 g/l) kiegészitett

tapoldatban neveltem. Ezen kultardk periplazma frakciobol arra kdvetkeztettem, hogy a
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fehérjetermelés szempontjabol a leghatasosabb a tioszulfat, mint egyediili C-forras

alkalmazasa volt (11. abra).
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11. abra: Kiilonb6z6 szénforrason nevelt kultarak periplazma frakcidinak fényelnyelése.

A megfeleld tenyésztési paraméterek meghatirozasaval (4 napos inkubécio, 50
uEinstein fényintenzitason torténdé novesztés, 1,5g/1 tioszulfat tartalmt tapoldatban torténd
szaporitas) sikeriilt optimalizalni a T. roseopersicina sejtek fehérjetermeld képességét, igy

lehetdség nyilt az FccAB fehérje nagyléptékii termeltetésére.

4.2 Rekombinans FccB fehérjét termelé T. roseopersicina torzs (FOB) létrehozasa

A korabban elkészitett vad tipusi FccAB fehérjét kodolo expresszios vektor mellé célom
volt egy kizardlag flavocitokrom c nagy alegységet (FccB) kodold expresszios vektor
létrehozasa. Ehhez a T. roseopersicina genomjaban 1évé fccB gént PCR reakcid ttjan,
FCCBOI6F és FCCBOI16R primerparok alkalmazasaval kromoszomalis DNS templatrol
Phusion polimeraz enzim segitségével sokszoroztam fel. Az eléallitott PCR termékek
(1303bp, fcecB) 5° végi foszforilalasat T4 polinukleotid kindz enzimmel végeztem el. A
fragmenteket EcoRV restrikcidos endonukledzzal hasitott és FastAP alkalikus foszfatazzal
kezelt pBtSK+ vektorba épitettem, a fragmentet tartalmazo vektort pedig XL1-Blue E.coli
sejtbe transzformaltam. A transzformansok szelekcidja ampicillint tartalmazé LB lemezen
tortént. Az fccB gént tartalmaz6 pBSFCB plazmidot az ampicillint tartalmazo LB tapoldatban
feln6tt transzformdns sejtekbdl izolaltam, majd Ndel és Sacl restrikcios endonukledzokkal
hasitottam. A hasitas utjan létrejott FccB alegységet kodolo DNS fragmentet agar6z
gélelektroforézis utan gélbdl térténd fragmentizolaldssal nyertem ki, majd szintén Ndel és

Sacl restrikcids endonukleazzal hasitott és alkalikus foszfatdzzal kezelt pDSK6CrtKm
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expresszios vektorba (Balogh T. személyes kozlése) épitettem be gy, hogy a gén azonos
leolvasasi keretben fuzionalva legyen a vektorban 1év6 Strep-II és FLAG affinitas peptideket
kodold szakasszal. A ligalas ttjan 1étrejovo, fccB gént tartalmazo pDSFCB vektort (12. abra)
XL-1-Blue E.coli sejtbe transzformaltam, a transzformansokat kanamicin tartalma LB
lemezen szelektaltam, majd FCCBO16F ¢s OMHEC2R primerparok segitségével kolonia
PCR utjan ellendriztem a transzformacid sikerességét. A transzformansokbol plazmidot
restrikcios endonukleazzal torténd emésztéssel ellendriztem. A 1étrejovo, Fee nagy alegységét

kodolo expresszids vektor (pDSFCB) szekvenciajat szekvenalassal ellendriztem.
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12. abra: Flavocitokrom c enzim nagy alegységét (FccB) kodold expresszios vektor (pDSFCB).

Az altalam létrehozott pDSFCB expresszios vektort E.coli S17 sejtbe transzformaltam,
majd konjugacidval juttattam be a T. roseopersicina FOX (Ahyn, Ahup, Afcc) térzsbe. Az igy
létrehozott T. roseopersicina FOB torzs alkalmas volt a rekombinans FccB fehérje
termeltetésére, melyet a kiilonb6z6 FOB sejtvonalak fehérjetermelé képességének
vizsgalataval ellendriztem Western hibridizaci6 segitségével. A rekombinans FccB fehérjék

azonositasa Strepll affinitas peptid ellenanyaggal valosult meg (13. abra).
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13. abra: FOB torzsek fehérjetermeld képességének ellenérzése. K+: pozitiv kontrol, tisztitott FccAB enzim.
4.3 Flavocitokrom c variansok expresszioja, tisztitasa és jellemzése

24



4.3.1 FccAB és FeeB fehérjék termelése és tisztitasa

A vizsgalni kivant FccAB fehérje és az altalam 1étrehozott, vad tipussal dsszehasonlitani
kivant FccB fehérje nagy 1éptéki termeltetését T. roseopersicina modellorganizmusban
szandékoztam megvalositani. Az optimalis tenyésztési paraméterek mellett nagy
mennyiségben felnovesztett, FccAB és FceB fehérjéket termelé FOXF és FOB kulturakbol az
altalam meghatarozott modon periplazma frakcio készitettem, majd a Strepll affinitas peptidet
hordoz6 Fcc variansokat nagy kotdkapacitassal rendelkezé Strep-Tactin Superflow High
Capacity (IBA) oszloptoltetet alkalmazva, affinitas kromatografiaval tisztitottam. A fehérjék
molekulasuly szerinti meghatarozasat SDS-PAGE segitségével végeztem. A tisztitott FCCAB
esetén megfigyelhetdé egy 49,5 kDa molekulasulya sav, mely a flavocitokrom ¢
nagyalegysége, illetve egy 22,3 kDa mérettartomanyban elmosodottabb sav, mely a
flavocitokrom c Kisalegysége, ezzel szemben az FccB fehérje mintaban egyediil a 49,5 kDa
nagysagu flavocitokrom ¢ nagyalegysége lathato (14. abra).

Eredményként elmondhat6, hogy mind az FccAB fehérje, mind az FccB fehérje
T. roseopersicina-ban nagy mennyiségben termeltethetd, konnyen kinyerheté és sikeresen,

homogenitasig tisztithato.
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14. abra: FccAB és FceB fehérjék molekulasuly szerinti meghatarozasa SDS-PAGE segitségével. M: maker.

4.3.2 FccAB és FceB fehérjék abszorpcios spektrumanak vizsgalata

A tisztitott rekombinans FccAB fehérjének jellegzetes fényelnyelése van, abszorpcios
spektrumaban megfigyelheté az oxidalt ¢ tipust citokrom fehérjék hem kofaktorara jellemzd,
410 nm-nél megjelend Soret cstcs, illetve az oxidalt, flavin tartalmu fehérjékre jellemzd 450
nm-en és 480 nm-en megjelend csticsok (Morris és mts., 1994). A kizardlag FAD koté nagy
alegységbdl allo FceB fehérje abszorpcios spektrumdban esetében a flavin tartalmu fehérjékre

jellemzd két csucs figyelhetdé meg, tovabbd azonosithato a FAD-ra jellemzd 360 nm
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hullamhossznal megjelend abszorpcidos maximum, amelyet az FccAB esetén a Soret-cstcs
elfed.

Korabbi kisérletek soran sikeriilt kimutatni, hogy az oxidalt allapotban 1év6 FccAB
fehérje abszorpcids spektruma natrium-ditionit redukalod szer illetve szulfid hozzaaddsanak
hatasara megvaltozik. A 410 nm-nél megjelend elnyelési cstcs eltolodik és 418 nm-re, a 450
¢s 480 nm-es vallak kioltodnak, illetve megjelenik két Gj csucs 523 és 552 nm-en. Mindez a
hem csoportok és a FAD kofaktor redukcidjara utal.

A fenti informacidkat igazolva vizsgaltam az altalam tisztitott FccAB és az Gjonnan
l1étrehozott FccB fehérjék natrium-ditionit altali redukcidjat. Az FCCAB fehérje redukalasakor
a mar korabban leirt valtozasok voltak megfigyelhetok (15. abra/A.). Az FccB fehérje
esetében szintén lathatd az oxidalt, flavin tartalmt fehérjékre jellemzd elnyelési csucsok
eltiinése (15. abra/B.), igy elmondhato, hogy a csak nagy alegységet tartalmazo FccB fehérje
natrium-ditionit redukaldszer hozzaadasaval redukalhato (15. abra).

A Kkisérlet soran megfigyeltem, hogy aerob mérési korilmények kozott a natrium-
ditionit redukaloszer reakcidelegybeli fogyasa utan — melyet a natrium-ditionitra jellemzé 330
nm-en megjelend elnyelési cstics eltiinésével kdvettem nyomon — az FccAB fehérje csak kis
ideig maradt redukalt allapotban, a redukéldszer teljes elfogydsa utdn a fehérje visszatért
eredeti, oxidalt allapotaba (15. abra/A.). Ezzel ellentétben az FccB visszaoxidalodasa nagyon
lassan ment végbe, illetve megreked egy félig oxidalt félig redukalt allapotban, viszont
kalium-ferrocianid oxidaloszer hozzaadasaval sikertiilt ujra teljesen oxidalt formaba hozni (15.

abra/C.).
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15. abra: (A): Oxidalt (zold sima), redukalt (z6ld szaggatott) majd visszaoxidalodott (piros szaggatott) FCCAB
fehérje spektruma, (B): Oxidalt (z6ld sima) és redukalt (z61d szaggatott) FccB spektruma, (C): oxidalt (zold

sima), redukalt (zold szaggatott) és kalium-ferrocianiddal visszaoxidalt (narancssarga) FccB spektruma.

4.3.3 Flavocitokrém c variansok FAD kofaktoranak vizsgalata

Irodalmi adatok szerint a szulfid kinon-oxidoreduktaz tipusti enzimekben talalhatdo FAD
kofaktor a fehérjén beliil kovalensen kotott, illetve kovalensen nem ko6tott formaban is
elhelyezkedhet. A T. roseopersicina flavocitokrom ¢ enzimen beliili FAD ko6tésérél nincs
adat.

A tisztitott FccAB és FcceB fehérjék és flavin csoportjuk kozotti kotés mindségét FAD
kofaktor felszabaditds Utjan kivantam meghatdrozni. A kofaktor kivonisa a fehérjék
metanolos forralasdval valosult meg. Forralas utan az elegyet centrifugaltam, majd vizsgaltam
a centrifugalas utan létrejott feliiliszé abszorpcids spektrumat. Sem az FccAB, sem az FccB
feliiluszojanak spektruméabol nem volt kimutathatdé az oxidalt FAD kofaktorra jellemzd
jellegzetes elnyelési cstucsok (16. abra), kontrollként a fehérjével azonos koncentracioja FAD
oldatot alkalmaztam. A vizsgalat eredménye alapjan azt a kovetkeztetést vontam le, hogy a
denaturalodott fehérjékkel egyiitt a FAD kofaktor is a csapadék fazisban maradt, amelyet a
csapadek sargas szinezete is alatdmasztott. A kisérlet sordn bebizonyosodott, hogy a
flavocitokrém c varidnsok FAD kofaktorat nem lehet metanolos forralds utjan felszabaditani,

mivel az kovalensen kotott formaban van jelen a fehérjékben.
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16. &bra: (A): FccAB spektruma (sotétzold), kontrollként hasznalt FAD oldat spektruma (sarga), kezelt FccAB
spektruma (vilagoszold), (B): FccB spektruma (s6tétzold), FAD oldat spektruma (sarga), kezelt FccB spektruma
(vildgoszold).

4.4 Flavocitokrom c enzim aktivitasanak vizsgalata

4.4.1 Flavocitokrom c variansok citokrom c redukalo aktivitasa

Irodalmi adatok szerint a flavocitokrom ¢ enzim in vitro szulfid-fiiggé citokrom c
redukciot katalizal.

Az elééllitott FccAB és FceB fehérjék citokrom c redukalod aktivitdsanak igazolasa
érdekében a kovetkezd kisérletet terveztem és hajtottam végre: tisztitott FccAB és FccB
fehérjéket natrium-ditionit hozzaadasaval elredukaltam, majd miutin megbizonyosodtam a
ditionit rendszerbdl valo eltiinésérdl, elektronakceptorként oxidalt citokrom c fehérjét jutattam
a rendszerbe, melynek meghataroztam a spektrumat kontrollként alkalmazva. A fehérje és a
citokrom ¢ molarisan azonos mennyiségben alkalmaztam, a folyamatot pedig
spektrofotométer segitségével kdvettem nyomon. A ditionit hozzaadasa utan az FccAB (17.
abra/A), mind az FccB (17. abra/B) fehérjék elredukalodtak, majd a ditionit elfogyasa utan
egyértelmiien latszik , hogy a fehérjékben 1évd elektronokkal a hozzaadott oxidalt citokrom c
fehérje redukalt allapotba kertilt (eltolédott Soret csucs (~417 nm) illetve ~523 és ~552 nm-en
megjelend elnyelési cstucs) tovabba ezzel egyidejiileg a fehérjék visszaoxidalodnak (17. abra).
Eredményként elmondhatd, hogy mind az FccAB heterodimer mind az FccB monomer

fehérje képes citokrom c fehérjéket redukalni.
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17. abra: (A): Oxidalt FccAB spektrum (zold), redukalt FccAB spektrum (szaggatott), redukalt citokrém c
(piros), kontrol oxidalt citokrom ¢ (narancssarga) fehérje spektruma;(B): Oxidalt FecB spektrum (zold), redukalt
FccB spektrum (szaggatott), redukalt citokrom c (piros), kontrol oxidalt citokrom ¢ (narancssarga) fehérje

spektruma.

4.4.2 Szulfid-fiiggo citokrom c redukcio aktivitismérés optimalizalasa

A tisztitott fehérjék citokrom c redukalo aktivitdsanak bizonyitasa mellett sziikség volt a
mar korabban vizsgalt, &m pontatlan és reprodukalhatatlan szulfid-fliggd citokrém c aktivitas
mérés optimalizalasara, melyet az FccAB enzimmel végeztem

A pontatlansag és reprodukalhatatlansdg mellett gondot jelentett az enzimaktivitas
mérés alatt lezajlo, két, pairhuzamosan miik6dd folyamat elkiilonitése is. Tehat célom volt az
abiotikus folyamat (szulfid képes redukalni citokrém c fehérjét) illetve a biotikus folyamat (az
enzim 4altal katalizalt citokrom c redukciod) €les elvalasztasa.

A szulfid-fiiggd citokrom c redukciot a reakcioban hasznalt szarvasmarha citokrom c
fehérjék redukaltsagi szintjének nyomon kovetésével vizsgaltam 550 nm-en spektrofotométer
segitségével.

Az enzimaktivitds citokrom c szubsztratfliggésének meghatarozésa, illetve a méréshez
sziikséges optimalis enzimmennyiség megallapitisa érdekében a reakcidkban kiilonbozd
szarvasmarha citokrom c fehérjét (12,5 pM, 25 pM, 50 uM) alkalmaztam. A reakciok
kiértékelése soran, sikeriilt megallapitanom az enzim és a citokrom c fehérje szubsztrat
reakcidelegybeli optimalis koncentracidjat. A reprodukdlhatd €s pontos aktivitdsméréshez
sziikséges legkisebb citokrom c koncentracionak a 12,5 uM bizonyult, mig a legmagasabb
reakciosebességet 2 pg enzim esetén mértem. Mivel a mérés 2 pg enzim alkalmazésakor

sokszor pontatlan eredményt hozott, igy a pontosabb mérhetdség érdekében az optimalis
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enzimmennyiségnek 1 ug-ot allapitottam meg. A reakcioelegyeket Tris-pufferben (pH = 9,0)
allitottam Ossze, mig a reakci6 szulfid koncentracidja 12,5 uM volt.

Az optimalizalt enzim, illetve citokrom c koncentracido meghatarozasa utan sziikség volt
az enzimaktivitas szulfid-fliggésének meghatarozasara 1is, ehhez ndvekvé szulfid
koncentraciot (3,125 uM - 50uM) alkalmaztam. A reakcié 20 uM szulfid hozzaadasa esetén
érte el a legnagyobb sebességet, majd a szulfid koncentracié tovabbi emelésével az
enzimaktivitas csokkenése volt megfigyelhetd (18. abra), mely alatamasztja azt az elképzelést,
miszerint az FCCAB in vivo enzimaktivitasanak alacsony szulfid koncentracié mellett lehet
kiemelked6 jelent6sége (18. abra/B.). Az enzimmentes és enzimet tartalmazo reakcidkat
parhuzamosan vizsgalva elmondhato, hogy a szulfid koncentracié emelésével a hattérreakcid
sebessége folyamatosan nétt (18. abra/A.). Legoptimalisabb szulfid mennyiségnek a 12,5 uM-
os koncentraciot valasztottam, mivel a megfeleld enzimsebesség mellett a parhuzamosan

foly6 enzimmentes reakcio a 20 uM-0s szulfid koncentracional mérthez képest kevésbé volt

szdmottevo.
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18. abra: Az FccAB altal katalizalt citokrom ¢ redukcio szulfid fliggése.
(A): FccAB enzimaktivitas maximalis reakciosebessége (z0ld), illetve az enzimmentes hattérreakcido maximalis

reakciosebessége (sarga), (B): FCCAB enzimaktivitas szulfid-fiiggése a hattérreakci6 kivonasaval.

Az enzimaktivitas pH fiiggésének meghatarozasakor a mar sikeresen optimalizalt
paramétereket (1 pg Fcc, 12,5 uM citokrom c, 12,5 uM) alkalmaztam, a reakciokat pedig
kiillonb6z6 pH-ju Tris-pufferben (pH = 6,5 — pH = 9,5) allitottam &ssze. A kiilonb6z6 pH-n
vizsgalt reakciok koziil a pH = 8,0 pufferben osszeallitott reakcid adta a legjobb eredményt,
az enzim ezen a pH-n bizonyult a legaktivabbnak (19. abra), igy elmondhatd, hogy az FcCAB

enzimaktivitds pH optimuma pH = 8,0.
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19. abra: FccAB enzim szulfid-fiiggd citokrém c redukal6 aktivitasanak pH-fiiggése.

Az FccAB komplex biokémiai és kinetikai vizsgalata soran alkalmazott
reakciokoriilmények optimalizalasaval (1 pug Fcc, 12,5 uM citokrom c, 12,5 uM szulfid,
pH = 8,0) sikeriilt kidolgoznom a flavocitokrom c¢ enzimre alkalmazhat6 pontos és
reprodukdlhatd enzimaktivitds mérési eljarast melynek soran sikeresen elvéalaszthatod
egymastol az enzim altal katalizalt biotikus, illetve az enzim jelenléte nélkiil lezajlo abiotikus

folyamat (20. abra).

0,38

0,33
0,28
0,23

0,18

Fényelnyelés 550nm-en

0,13
0 2 4 6 8

Reakci¢ ideje (perc)

20. abra: Enzimet nem tartalmazo6 szulfid-fliggd citokrom ¢ redukcid lefutasa (narancssarga), enzimet tartalmazo

szulfid-fiiggo citokrém c redukcio (zold) kinetikaja.

Annak ismeretében, hogy a fluoreszcencia kinetikai vizsgélatok soran a vizsgalando
enzim lézer fény altali sugarzasnak, ezzel egyiitt pedig nagy héhatasnak van kitéve, sziikség
volt az FccAB enzim héstabilitasanak meghatarozasara is.

Az FccAB enzim hdéstabilitasanak vizsgalata soran a fehérjemintdkat kiilonb6zo
héfokon (55°C, 60°C, 65°C) 0-90 percig inkubaltam, majd az altalanosan alkalmazott
aktivitasmérési modszerrel vizsgaltam a fehérjében bekovetkezd esetleges valtozasokat. 55
illetve 60°C-on a fehérje aktivitasaban nem tortént valtozas, 65°C-on azonban az aktivitas

gyors csokkenés kovetkezett be (21. abra).
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A Kkisérlettel sikeresen igazoltam, hogy az FccAB egy mérsékelten hdstabil fehérje,
ennek kovetkeztében pedig képes toleralni a fluoreszcencia kinetikai vizsgéalat soran fellépd

hémérséklet-emelkedést.
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21. abra: FcCAB enzim hdstabilitasanak vizsgalata.
4.5 Ultragyors fluoreszcencia kinetikai vizsgalatok

Az eldallitott flavocitokrom c¢ varidnsok FAD csoportjanak vizsgalatat az SzBK
Biofizikai Intézet Femtobioldgiai Kutatdcsoportjaval vald kollaboracidé keretén beliil
terveztem megvalositani. A FAD kofaktor izoallaktozin gylriije fénnyel gerjeszthetd,
fluoreszcencia kinetik4janak lecsengése pedig fiigg a kofaktor-fehérje kozotti kapcsolat
erdsségétdl. Szoros kapcsolat esetén a gerjesztett FAD molekularél a fehérjére torténd
energiaatadas gyorsabb, ezért a lecsengési id6 mérése informaciot adhat a fehérje és FAD
molekula k6zotti kapcsolat erdsségérdl. A FAD kofaktor fluoreszcencia kinetikajanak extrém
gyors lecsengésére kialakitott, 0jszerti, nagy felbontasu, ultragyors fluoreszcencia kinetikali
mérés kifejlesztése tette lehetdvé a flavocitokrom c varidnsok FAD kofaktor és annak
fehérjekdrnyezete kozotti kapcsolat vizsgalatat.

A méréshez sziikséges fehérje eldallitasa utan két modszer segitségével — idOkorrelalt
egy foton szamlalas modszerével illetve fluoreszcencia felkonvertalas mérési modszerrel —
torténtek meg az elsé mérések.

Egy fehérjemintan tobbszor tortént hosszl ideig tartd fluoreszcencia kinetikai mérés,
amelynek soran a mérdberendezésben egy iivegkapillarison folyamatosan atdramoltatott
FccAB minta a Iézerfény fényatjan athaladva gerjesztddik, a gerjesztési energia egy részét ho
formajaban adjak le a fehérjék, ami a minta lokalis felmelegedését eredményezi. Ennek
kovetkeztében a mért fehérjemintdban esetegesen bekovetkezd valtozasokat a fehérje
spektrumanak illetve aktivitasanak az egyes méréseket kovetd vizsgalataval nyomon

kovettem. A tobbszor megmért fehérje abszorbcids spektrumaban és aktivitasdban szamottevo
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valtozas nem volt megfigyelheté (22. abra), ami igazolta, hogy az FccAB fehérjén

elvégezhetd a nagy idéfelbontast fluoreszcens kinetika mérés.
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22, abra: (A.): Ultragyors fluoreszcencia kinetikai vizsgalat soran mért FccAB abszorpcids spektrumok,

(B.): FccAB maximalis reakciosebessége a kiilonb6z6 mérések utan.

A mérés soran megfigyelhetd volt a fehérjeminta kismértékli parolgasa és ennek
kovetkeztében koncentraléddsa, melynek mértékére szintén a mérések utin felvett
fehérjespektrum valtozdsabol kovetkeztettem (22. abra/A.). A minta tdményedését minden
mérés elbtt a fehérjeminta eredeti koncentraciora torténd vissza higitdsaval korrigaltuk.

A mérés eredményeként elmondhat6, hogy az FcCAB-hez kotott FAD fluoreszcencia
kinetikdjanak spektralis eloszlasa a kinetikai maximumnal (500 fs) jol megfelelt az ismert
FAD spektrumnak (23.abra/B.), illetve a fehérjéhez kotott FAD fluoreszcencia életideje a
kornyezettel valo erds kolcsonhatds kovetkeztében rendkiviil lerdvidiilt a vizes kdzegben
oldott FAD molekuldkéhoz képest (23.abra/A.), mely a FAD kofaktor-fehérje kozotti igen
er6s kolcsonhatas bizonyitéka. Az alkalmazott mérési modszer tehat alkalmas volt a
fehérjéhez kotott FAD molekula rendkiviil gyors, femtoszekundomos nagysagrendii
gerjesztési és lecsengési fluoreszcencia kinetik4djanak meghatarozasara. Elmondhato6 tovabba,
hogy az ultragyors fluoreszcencia kinetikai vizsgalat tobbszori ismétlés utan sem okozott
maradand6 valtozast a fehérjében, ennek kovetkeztében a tisztitott FccAB fehérje alkalmas
mintanak bizonyult FAD kofaktor vizsgalatara. A mérések a kozeljovoben folytatodni fognak
az FccB fehérje fluoreszcencia tulajdonsagainak meghatarozasaval, ami lehetévé fogja tenni
tobbek kozott a flavocitokrom c fehérjék kis alegysége szerepének vizsgalatat az FccB

fehérjéhez kotott FAD molekuldkra.
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23.abra: (A.): Fluoreszcencia kinetika vizben oldott €s FCCAB-hez kotott FAD esetében. Gerjesztés 400
nm, detektalas 520 nm (spektralis maximum). (B.): Fcc FAD kofaktor fluoreszcencia kinetikajanak spektralis

eloszlasa a kinetikai maximumnal (500 fs).

5. Osszefoglalas

Diakkori munkam soran sikeresen optimalizaltam a T. roseopersicina sejtek
flavocitokrém c fehérjetermeld képességét a megfeleld tenyésztési paraméterek (tenyésztési
id6, fényintenzitas, tioszulfat tartalom) beallitasaval. A termelt fehérje sejtekbdl vald
kinyerésének hatékonyabba tételéhez optimalizaltam a periplazma frakcié készités modszerét,
melyet a periplazma frakciobol kinyert fehérje affinitas kromatografias eljaras segitségével
torténd tisztitdsa kovetett. Ezeknek az optimalizalt modszereknek koszonhetéen nagy
mennyiségben, kelld tdoménységben és tisztasagban eldallitott FccAB enzim alkalmassa valt
az enzimkinetikai €s a fluoreszcencia kinetikai vizsgalatokra.

Az Fcc komplex biokémiai vizsgdlata soran sikeriilt meghatdroznom az FCCAB altal
katalizalt szulfid-fiiggd citokrom c redukcid enzimmennyiség fiiggését, a szulfid illetve
megallapitanom az FccAB enzim miikodésének pH optimumat is.

Az optimalizalt reakciokoriilmények alkalmazasaval sikeriilt az FccAB enzimre
alkalmazhat6 pontos és reprodukalhatd enzimaktivitas mérési eljarast kidolgoznom.

Az enzim hdstabilitdsat vizsgalva bizonyitottam, hogy az FccAB egy mérsékelten
hostabil fehérje, igy képes toleralni a fluoreszcencia kinetikai vizsgalat sordn fellépd
homeérséklet-emelkedést.

Az Fcc enzim flavoprotein alegységének ultragyors fluoreszcens kinetikai vizsgalatahoz

létrehoztam egy kizardlag Fcc nagy alegységet tartalmazo, FccB fehérjét termeld
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T. roseopersicina torzset (FOB), melynek segitségével sikeriilt az FccB enzimet nagy
toménységben és megfelelden tiszta formdban eldallitanom. Az FccB biokémiai vizsgalata
soran igazoltam, hogy a fehérje ebben a formaban is redox aktiv, kovalensen kotott FAD
kofaktort tartalmaz, illetve szintén rendelkezik citokrom c redukald aktivitassal, tehat
Osszehasonlithatdo az FccAB-vel, informaciokkal szolgalhat a kis- ¢és nagyalegység
kapcsolatarol.

A fehérjék eldallitisa utan az elsé ultragyors fluoreszcencia kinetikai vizsgalatok
megtorténtek, a vizsgalatokkal parhuzamosan végzett enzimaktivitds mérések soran pedig
sikeriilt bebizonyitani, hogy az FccAB fehérje aktivitasa tObbszori mérés utan sem valtozik
meg. A fluoreszcencia kinetikai mérések szerint az FccAB fehérjedimerben 1évé FAD
gerjesztést kovetd fluoreszcenciaja rendkiviil gyors lecsengésii, ami nagyon szoros fehérje-

kofaktor kapcsolatra utal.
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