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1. Bevezetés

A szervetlen kénvegyiletek az élet kialakulasaggjainkig hatdssal vannak adléhyekre.
Az elemi kén legredukaltabb forméja, a szulfid m&élet megjelenésesétjelen volt a Foldon.

A szulfid minden é&lényre toxikus, azaltal hogy képes gatolni a |égi&scot, azonban a
szulfid oxidalé enzimek segitségével nem csuparédtiet a szulfid toxicitasa, hanem
segitségukkel a szulfid elektrondonorként is sZablgakemolitotrof mikroorganizmusok
szamara. A szulfid oxidalé enzimek jelésdgét mutatja, hogy azégllag legtobb fejpdeési
fokan elterjedtek, koztik baktériumokban, archasdraknokban és a névények kivételével az
0sszes eukariétaban megtalalhatdak.

Az emlitett enzimek kozé tartoznak a szulfid kinmxidoreduktdzok (SQR) valamint a
flavocitokrom c szulfid dehidrogenaz (FCCSD), mé&lge ési diszulfid oxidoreduktaz fehérje
csalad tagjai, és kozos jelleéjizk az aktiv centrum kialakitasaban résztv&AD kofaktor
tartalom. A szulfid oxidalo enzimeket filogenetikie@pcsolataik és konzervélt aminosavak
elhelyezkedése alapjan 7 alcsaladba lehet sométyek kdzil hat csoportba az SQR enzimek,
mig a hetedik tipusba a FCCSD fehérjek szulfido kéegysége tartozik. Fototréf bibor
kénbaktériumokban az SQR enzimekikidésik soran elektronokat juttatnak a membran
kinon raktarba, ezéltal a szulfid képes hasznosdr@nergiakonzerval folyamatokban.

A Thiocapsa roseopersicina egy valtozatos kénanyagcserével rendélkieotréf bibor
kénbaktérium, mely a fotoszintézishez szukségesktreteokat el§sorban redukalt
kénvegyuletekdl (szulfid, elemi kén, tioszulfat, szulfit) nyeA. T. roseopersicina genomjaban
3 szulfid oxidalo enzimet kddoldé gént azonositatthvocitokrom c¢ fcc), szulfid kinon
oxidoreduktaz 14qr) illetve a szulfid kinon oxidoreduktaz &j6). Az Sqr egy IV. tipusu, mig
az Sgn egy VI. tipusu szulfid kinon oxidoreduktéhdrje, amelyek egy-egy eddig még nem
jellemzett SQR alcsalad képviselEnnek kdvetkeztében vizsgalatuk nagy jeleati az SQR

tipusu enzimek teljesebb megismerése szempontjabol.

1.1. A szulfid szerepe azégilagban

Az elmult évtizedek kutatdsai a szulfid biol6giaesepével kapcsolatban ravilagitottak,
hogy a szulfid egy fiziolégias szempontbdl rendkieinyeges szerepet betbiegyllet, hisz
tobb létfontossagu folyamat szabalyozasaban ves#:ra vaszkularis homeosztazis és az
angiogenezis folyamatdban. A szulfid kéghet enzimatikus uton a cisztein lebontas
melléktermékeként, és nem enzimatikus Uton is tiké&tbol, tiociszteinbl illetve szulfitbdl
(Kolluru és mtsi 2013).



A nitrogén monoxid és a szénmonoxid utan a szutiitta harmadikkeént felismert gaz alapu
neurotranszmitter. Mindharom vegyulet toxikus hsaéibir, azaltal hogy a lIégzési lancot képes
gatolni (Wang 2002, Cooper és mtsi 2008). A szuHfmbnban alacsony koncentraciéban
szubsztrat is a sejtek szamara (Olson és mitsi,)2@1Gzulfid képes elektron donorként
szolgalni foto- €s kemolitotrof baktériumoknak, yek a szulfid hasznositasat a szulfid oxidalo

enzimeik segitségével érik el (Kabil és mtsi 2010).

1.2. A szulfid oxidalo enzimek

A szulfid oxidalé enzimek csoportjaba tartoznakalfsd kinon oxidoreduktaz (SQR) tipusu
fehérjék illetve a flavocitokréom c szulfid dehideagaz, melyek adsi diszulfid reduktaz fehérje
csalad tagjai (Marcia és mtsi 2009).

A flavocitokrom c szulfid dehidrogenaz egy szolisyilperiplazmatikus lokalizaciéju
heterodimer fehérje, melyben a flavin kofaktortabmazé nagy alegység (FccB) végzi a szulfid
oxidaciojat, a kis alegység (FccA) pedig egy hend kitokrom c tipusu fehérje (1. abra ,A”)
(Brune 1995).

1. &bra — (AAllochromatium vinosum flavocitokrém ¢ nagy alegység (kék) és kis alegy@dms) térszerkezete

(Chen és mts., 1994) (B)yuifex aeolicus Sqr enzim térszerkezete (Marcia és mtsi 2009)

A szulfid kinon oxidoreduktaz fehérjék monotipikye azaz csak a foszfolipid kettréteg

egyik oldalan elhelyezkéd— membran koétott flavoproteinek, melyeknek egyelefaktora,
az aktiv centrumban talalhaté flavin adenin dinalte (FAD). A prokariotakban talalhato
szulfid kinon oxidoreduktaz fehérjék nem tartalmelzrismert szignal szekvenciat, ami a
sejtmembranon tortén atjutast biztositana, ellenben a kisérletes eraglake alapjan
elmondhato, hogy a C—terminalis régiojuk szerefisizhat a fehérje komplex membranba valé
bejutasaban (Lencia és mtsi 2012).

Az ismert térszerkeziet SQR enzimek (pl.Aquifex aeolicus Sqr, 1. abra ,B”)
kristalyszerkezetll arra a megallapitasra jutottak, hogy a fehérgéityban homodimer illetve
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homotrimer forma is jellentz (1. abra ,B”) (Marcia és mtsi 2010). A fehérje kolexek
kialakitasaért, valamint a kinon kotésért is fedtisleg a C—terminalis régid a fete (Lencia
és mtsi 2012).

1.3. A szulfid kinon oxidoreduktaz tipusu fehérgdoportositasa

A szulfid kinon oxidoreduktaz enzimek rendkivési fehériegk. A SQR fehérjékben
konzervalt aminosavak és motivumok talalhat6ak egyes konzervalt aminosavak megléte,
hianya, vagy épp mas aminosavval toftéelyettesitése alapjan 6 alcsaladba lehet saaalni
SQR fehérjeket. Ezen csoportok megfelelnek az S€piérjék evolucioja soran kialakulh f
fejlédési agaknak, melyekben a konzervalt régiok fettébg hasonld funkcidkat latnak el.
llyen funkciok lehetnek az aktiv centrum kialakéfan résztveyFAD kotése, a szulfid kdtés
és oxidacio, a kinon kétés és redukcio, az oligiraeid, valamint a fehérje membranba valo
bejuttatasa (Marcia és mtsi, 2009).
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2. abra — A szulfid oxidal6 enzimek filogenetikajd és csoportositasa (Marcia és mtsi, 2009).
|. tipusd SQR fehérjéek

Az |. tipusu SQR fehérjék csaladdjaba tartozo felkermegtalalhatéak az- és f
Proteobacteria, a Cyanobacteria csoportban valasun@quificales csoportban. Kdzds
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jellemzsjuk, hogy affinitasuk a szulfidhoz mikromolaris yaggrend, valamint hogy
fiziol6gias szereplk szerint elektronokat juttatiaalkl. respiracios komplexbe a szulfid fifgg
fotoszintézishez. Egyedi tulajdonsaguk a 294-31asav régidban megtalalhat6 rendezetlen
szerkezdt szekvencia (,sapka hurok”), amely feltételezésadriat az enzim elektron donor
szubsztrat szelektivitasat biztositfa.aeolicus Sqr fehérjéjében a FAD kétésében legfontosabb
elem a polipeptidlancban 124. poziciéban talalhat&ofaktorral kovalens koétést kialakito
cisztein. A 156. és a 347. pozicidbandéiszteinek a szulfid oxidaciéjaban szerepet jatszé
redox aktiv paros, mig a szulfid aktiv helyre toétguttatasat 155. pozicioban tegzerin, a
294. pozicioban I&vvalin és a 311. pozicidban keprolin biztositjak (Marcia és mtsi 2009).

Il. tipusu SQR fehérjék

A ll. tipusu SQR fehérjék talan a legszélesebb édrblterjedtek: képviselik magukat a

Bacteria csoporton belll a Firmicutes és a Proteeba csoportokban, de megtalalhatoak
eukariotakban is, tobbek kozott élégwn, férgekben, izeltlAblakban és @&stkben. A
csoportba tartozé bakteridlis SQR fehérjek homadibgimutatnak az eukariotak
mitokondrionalis SQR fehérjéivel. Szulfidhoz valffirdtasuk milimolaris nagysagreiid
Fiziologias szerepik nem minden esetben tisztazatthnban endsokben a szulfid
neurotranszmitterként betoltott szerepehez is kdpdik mikodésik, az idegszovetek szulfid
szintjének megfelél szinten tardsa réven. Az |. tipusi SQR fehérjélda@mben nem
rendelkeznek ,sapka hurokkal”, tovabba Az aeolicus Sqr fehérjéjének 124. pozicidban
talalhato cisztein FAD kotésben betdltétt szerepéttipusi SQR enzimekben egy tirozin tolti
be egy 8a-O-tirozil kdtésen keresztul (Marcia és mtsi 2009).

1. tipusu SQR fehérjék

A lll. tipusu SQR enzimek ismertek z6ld kénbaktérakban (Chlorobiaceae) valamint

Archebaktériumokban (Sulfolobales). A csoport elgyetészletesebben jellemzett képvigel
aCaldivirga maquilingensis baktériumban talalhatdo SQR enzim. A biokémiagjelzes alapjan
elmondhatd, hogy a szulfidhoz valo affinitdsa aztipusi SQR fehérjékhez hasonl6an
mikromolaris nagysagrefdd(Lencina és mtsi 2012) tovabba a Il. tipusu SQRefekhez
hasonl6an nem rendelkezik ,sapka hurokkal”.

V. tipusu SQR fehérjék

A V. tipusit SQR fehérjék megtalalhatéak a zo6ld Haktériumokban, illetve a

y-proteobaktériumok csoportjdba tartozé bibor kétdakmokban. Mkodésukél kevés
informacié all rendelkezésiinkre, mivel eddig egyikgja sem rendelkezik részletes
jellemzéssel, azonbafllochromatium vinosum-ban szulfid figg kinon redukalo aktivitast

igazoltak, feltételezhéen IV. tipusu Sqgr enzimének koszoriteet (Reinartz €s mtsi 1998).
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Az ide sorolhaté SQR fehérjék szekvenciaitiieben karakteresek 6t meghosszabbodott hurok
altal. A fehérjékben talalhaté ,sapka hurok” hofdzamint az I. tipusi SQR fehérjékben,
azonban C terminalisuk hasonl6 méréMarcia és mtsi 2009)

V. tipusu SQR fehérjék

Az V. tipusi SQR fehérjek megtalalhatok az Archédalkm csoporthoz tartozo

mikroorganizmusokban, tobbek kdzAti dianus ambivalens-ben, mely baktérium Sqr enzimét
kordbban jellemezték (Brito és mtsi 2009). Az \huslu SQR fehérjéknek a szulfid fisggg
respiracioban van fiziologias szerepe, affinitdsukzulfidhoz mikromoléaris nagysagrend
Szerkezetuk szignifikansan kulonbozik az 1. tipB&IR fehérjék szerkezetéthosszabb sapka
hurokkal, és rovidebb C terminalissal rendelkeziltye a FAD kétésében egy szerin vagy
treonin is szerepet jatszhat (Marcia és mtsi 2009).

VI. tipusu SQR fehérjék

A t6bbi csaladhoz képest a VI. tipusu SQR fehégékbem talalhatdéak ,sapka hurkok”,

emellett kiildnlegességtik, hogy Azaeolicus Sqr fehérjéjének 156. pozicidbandésisztein
helyett metionin vagy valin taladlhaté (Marcia ésn#009).

1.4. Fototrof bibor kénbaktériumok

A fototrof bibor kénbaktériumokban talalhatd fotogezist végé apparatus leginkabb a
PSII fehérje komplexhez hasonlit, azonban vizboatasm képes. Ezen okbdl kifolyolag a
fototrof bibor kénbaktériumok a fotoszintézisuklgzikséges elektronokat redukalt szerves
illetve szervetlen vegyiletekh legjellemzbben redukalt kénvegyiletelb(szulfid, szulfit
tioszulfat, elemi kén) nyerik.

A kénanyagcserének legfontosabb elemei a tioszalarimilacidért felés Sox enzim
rendszer, a szulfit szulfatta tortéoxidaciojat katalizalé szulfit dehidrogenaz enzam,elemi
kenet oxidal6 citoplazmatikus és membran koétott gonensekél allé Dsr enzimrendszer. A
szulfid oxidacioért feldls enzimek a flavocitokrom c szulfid dehidrogenazc@B) és szulfid
kinon oxidoreduktaz (SQR) fehérjék.

A szulfid kinon oxidoreduktaz enzimekibdésik soran a szulfid oxidaciéjabol szarmazé
elektronokat kozvetlenil a membran kinon raktarb#ajjak, mig a flavocitokrom c
periplazmatikus citokrom c fehérjéken keresztiltautelektronokat a fotoszintetikus
reakcidcentrumba, ily médon képesek a szulfid wiiijabol szarmazé elektronok hasznosulni
az energiakonzerval6 folyamatokban (Dahl és m@i82. (3. abra)
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3. abra — A fototrdf bibor kénbaktériumok szulfixidald enzimei kénanyagcserében betéltott szerdpéne
modellje. FccB (flavocitokrém c nagyalegység), Fd@Avocitokrém c kisalegység), Sqr (szulfid kinon
oxidoreduktaz), Q (membran kinon raktér), Citcifmsu citokrom), nHYszulfid) (Dahl és mtsi, 2008)
1.5. Thiocapsa roseopersicina
A Thiocapsa roseopersicina a Chromatiaceae csaladba tartozo, gram negativ fototrof bibor
kénbaktérium (Gogotov 1976, Pfenning és TruppedL9%boratoriumi korilmények kdzott
novekedeési optimuma 25-28°C, kulturaja tapfolyadékid-5 nap alatt éhfel, mig szilard
taplemezen 14 nap alatt képez telepeket. Fototddiilknenyek kozott a fotoszintézishez
szilkséges elektronokat redukalt kénvegyilgiekpl. szulfid, tioszulfat) nyeri. Oxigén
jelenlétében képes ecetsav és glik6z mellett hedérmdédon ndvekedni. Amennyiben a
tapkdzeg nem tartalmaz nitrogén forrast (ammaonant) képes a leégkori nitrogén megkotésere
nitrogenaz enzim segitségével, mely folyamat mudidkékeként hidrogén is keletkezik
(Bogorov 1974).

1.6. Szulfid oxidaloé enzimek. roseopersicina-ban

Kutatocsoportunk korabbi munkai soraf.aoseopersicina genomjaban 3 szulfid oxidalo
enzimet kodolo gént azonositottak, melyek a flaadecdm ¢ szulfid dehidrogenafc¢AB), a
szulfid kinon oxidoreduktaz Xqr) illetve a szulfid kinon oxidoreduktaz &6).

A T. roseopersicina Sqr €s Sgn fehérjéi szekvenciajanak tobbszomsziéses modszerrel
tortérd 6sszehasonlitasa a kulonBOBQR alcsaladokba tartozo fehérjék szekvenciajaval
megmutatta, hogy az Sqr fehérje a IV. csoportbg, ami Sqn a VI. csoportba sorolhaté SQR
tipusu enzim (1. szdmu melléklet). Az ezekre a adofra jellemd konzervalt aminosavak és
szekvencia mintazatok egyértdlem azonosithatok d. roseopersicina SQR fehérjéiben.
A VI. csoportba tartozé fehérjek kulonleges jellépez hogy jellegzetes szekvenciai tébb
ponton is eltérnek a tdbbi csoportban altalanoséforelulé mintazatoktol. igy példaul az
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A. aeolicus Cys156 csoportjanak homologja kizarolag a VI. $sip&QR fehérjekdd hianyzik.
Ellenben ezen csoport minden képwdedn azonosithatd egy csak rgjuk jellénkonzervalt
cisztein {. roseopersicina-ban: Cys272).

Kutatocsoportunkban korabhn silico vizsgalatok soran homoldgia modelezés moédszerrel
készultek szerkezeti modelleK aroseopersicina-ban talalhatdé Sqr és Sqn fehérjékre (4. abra).
A Kkisérletesen meghatarozott harom SQR fehérjeddiezet kdzll azcidothiobacillus
ferrooxidans . tipusu Sqr enzimének térszerkezete bizonyuliegjobb mintanak a
T. roseopersicina Sqr és Sqgn fehérjéje esetében is a térszerkexretdéllezésére. Az elkészitett
modellek alapjan elmondhato, hogy az Sqgb &lsnzervalt ciszteinje (C121) jéval tavolabb
esik a FAD kofaktor C8M metil-csoportjatol, mim. ferrooxidans Sqgr el$ konzervalt
ciszteinje (C128). AA. ambivalens Sqr enzimének esetében a masodik két konzervateois
helyénT. roseopersicina Sqn enzimében 156. pozicibban egy metionin, 383icppban pedig
egy cisztein talalhatd, melyek a FAD kozelében liakiodnak.

Ezen fellil aT. roseopersicina Sgn enzimét kddold gén szekvenciajaban azonaditetty
ciszteint (Cys272) melynek homolégjai az eddig ignisszes VI. tipusi SQR fehérjében
megtalalhatok, azonban nincsenek jelen a tobbakdban tartozé SQR fehérjékben (Beke és
Toth személyes kozlése 2014). Ezek alapjan enmieteinnek az enzimekben valo jelenléte
kizar6lag a VI. tipusi SQR fehérjékre jellaimtulajdonsag, amelynek funkcidja még nem
ismert. Habar tobb &lényben azonositottak VI. tipusi SQR enzimet, éeleérjék biokémiali,

strukturalis, és funkcionalis jellemzése eddig mém tortént meg.

4. abra — AThiocapsa roseopersicina Sqr és Sgn fehérjéinek homoldgia modelljei
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2. Celkitiizesek

Tudomanyos diakkori kutatasom célja egy eddig netg jellemzett VI. tipusu SQR fehérje
szerkezeti és fikodési vizsgalata.

Kutaté csoportunk korabbi munkai soran ki lett aalga tobb moddszer az Sqn fehérje
tisztitdsara, azonban ezekkel a médszerekkel neetelit a biokémiai jellemzéshez elegénd
mennyiséf és megfelél mindsédi tisztitott fehérjét ismételh&tn eballitani.

A fehérje jellemzéséhez elengedhetetlen fontossagy, legyen egy megbizhatd, hatékony,
reprodukalhatd, lépték novelldenodszer a fehérje tisztitasara, amely nagy meégyisagy
tisztasagu, j0 mitsédi fehérje kitisztitasat teszi leldet. igy célul tiztem ki:

- Az Sqgn fehérje tisztitasi modszerének tovabbfejéesst a fehérje membranbdl valo
felszabaditasanak és a tisztitasi folyamata kstikpéseinek optimalizacidjaval.

- Atisztitott fehérje kofaktor tartalmanak igazolééa vizsgalatat.

- A VI tipusu SQR fehérje biokémiai jellemzését.

- Atisztitott fehérje negyedleges szerkezeténelgruadt a negyedleges szerkezet és az
aktivitas 6sszeflggeéseinek vizsgalatat.

- Az Sgn enzim aktiv centrumanak felépitésében ésaditikus folyamatokban résztvév

aminosavak azonositasat.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt baktérium torzsek

A felhasznalt torzsek listajat az 2. szamu mellgldealmazza.

3.2. Felhasznalt primerek

A felhasznalt primerek listgjat a 3. szamu mellétdetalmazza.

3.3. Mikroorganizmusok tenyésztése

3.3.1.E. coli nbvesztési koriilmények

Az E. coli torzseket LB tapoldatban, Erlenmeyer lombikban, isétketnek megfelél
homérsékleten, razatott tenyészetben vagy LB agaedem termosztatban ndvesztettem
(Ausubel és mtsai., 1996). A tapoldatoknal alkalotbampicillin koncentracié 100Qg/ml, a
kanamicin koncentracio 2m/ml, volt.

LB (Luria-Bertani) tapoldat (1 liter) sszetétel®: g NaCl, 10 g tripton, 5 g éleé&ivonat,
az LB taplemez a fentieken kivil tovabbi 1,5 % atmtalmaz.

SOC tapoldat (SOB + M) (1 liter) 6sszetétele: 0,5 g NaCl, 20 g triptbig, éleszt kivonat,

10 mM MgSQ.

3.3.2 Novesztési korulménydkiocapsa roseopersicina torzsekhez

A T. roseopersicina torzseket Pfenning féle tapoldatban, csiszolt dugdenmeyer
lombikban vagy taplemezen, 25-28°C-o$meérsékleten, mikroanaerob koérnyezetben,
folyamatos megvilagitas mellett 4-5 napig novesziet

PC tapoldat (1 liter): 20 g NaCl, 1 g KPPy, 1 g MgCh, 1 g KCI, 1 g NHCI, 2 g NaHCGQ,

2 g Na$03, 20l B12 vitamin (100Qug /ml), 1 ml Fe-EDTA, 1 ml mikroelem oldat.

Mikroelem oldat: 2975 mg Na EDTA, 300 mg HBO4, 200 mg CaGl6 HO, 100 mg
ZnSQ.7 HO, 30 mg MnCl.4 HO, 30 mg NaVoO..2 HO, 20 mg NiCi.6 HO, 10 mg
CuChb.2 H0O, 1000 ml vizben (Pfennig és Trupper, 1992). Aoldgtoknal alkalmazott

antibiotikum (gentamicin, streptomicin, kanamidkoncentracié 2mg/ml volt.
3.4 DNS modositassal kapcsolatos munkéak

3.4.1.Plazmid DNS izolal&sscherichia coli-bdl
A plazmid DNS izolalas 30 ml, antibiotikum tartalraB tapoldatban, 37°C-on, éjszakan at

novesztett baktérium kultirabol tortént. Az izotlaz a Gen-Elute Plasmid Miniprep Kit-et
(Sigma) hasznaltam. A tapoldatban tgtnsejteket 4,5 ml-enként kulon mikrocentrifuga

csovekben, centrifugalassal (1 perc, 7000 rpniijtgitem O6ssze, majd 20d, hitétt (4°C),
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RNaz tartalmu szuszpendal6 oldatban vettem fekjtelsre 20Qul lizis puffert mértem, majd
kézzel megforgattam a mikrocentrifugacsoveket. lfafesejtekhez ezutan 350 neutralizalo
oldatot adtam, a csovek forgatasa utan, a cenéidfisgal (10 perc, 13000 rpm) keletkezett
plazmidot tartalmaz¢ feltluszoval dolgoztam tovablplazmid tisztitd oszlopot 50d oszlop
elokészit oldattal kezeltem, majd az oldatot centrifugalbssaolitottam el rola (1 perc, 13000
rpm). Az ebkészitett oszlopra 750 felliliszot mértem, majd centrifugalassal felkteit a
fellluszéban |é§ plazmid DNS-t az oszlopra (1 perc, 13000 rpm).|IEgésben, 2x750 moso
pufferrel, centrifugalassal (1 perc, 13000 rpm)otéwettam el a nem specifikusan kdo
anyagokat. A moso puffer eltavolitasa érdekébeosatopot még egyszer centrifugaltam. Az
oszlopra kaidé plazmid DNS-t 2x2Qul ultratiszta, ioncserélt vizzel, centrifugalas@aperc,
13000 rpm) elualtam.

3.4.2. DNS szerkezet mddositdsok

Iranyitott mutagenezis

A mutagenezist pBluescript SK+ vektorba épitett $gmerjét kodol6 DNS fragmenten
végeztem. Az 50 ul végtérfogatu reakcioelegy a #@@ komponenseket tartalmazta: 20 ng
templat DNS, 200 uM dNTP-t, 10x Phusion piHfert, valamint a megfeléimutaciot hordozo
primer parok tagjaibol 125-125 ng-ot. Aevitro szintézist 2,5 U Phusion DNS polimerazzal
végeztem, a kovetkézprogram alapjan: 30 mp 95°C-os kezdeti denaturddivethien a 30
masodperc 95°C, 1 perc 55°C, 6 perc 72°C lépéddksrzor ismételtettem meg. Az vitro
szintézis termékét a reakcidelegyekhez adott 10 Dfjnl enzimmel emésztettem 1 oran at

37°C-on, ezt kovéenE. coli Novablue torzsbe transzformaltam.

Emésztés restrikcidés endonukleazokkal

A kisérletek sordn a Fermentas cég altal gyaredirikciés enzimeket hasznaltam, és a
gyart6 altal meghatarozott kdrilmények kozott atkatamoket.

Alkalikus foszfataz kezelés

A DNS fragmentumok 5' végén léVoszfat csoportok eltavolitasara szintén Fermecégs
altal gyartott enzimet, FastAP alkalikus foszfatdatsznaltam. Az inkubéacié 37°C-on, 30
percig, az inaktivalas 65°C-on 15 percig tartott.

A DNS fragmentumok ligalasa T4 DNS ligazzal (Fertashtortént. A kivant DNS szakaszt
haromszoros feleslegben adtam a meghasitott vektorh reakciohoz 5x-6s Rapid Ligaz

Puffert (Fermentas) hasznaltam. 30 percig 22°G3de@nt az inkubacio.
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3.4.3. Agardz gélelektroforézis

A tisztitott DNS mintédkat, PCR reakciok termékedt & restrikcios enzimekkel tori&n
emésztéseket gélelektroforézis segitségéveldlam. A DNS fragmentumok elvélasztidsa
1%-0s agar6z gélen tortént. Pufferként 1 x TAE;00@ M Tris-acetat, 0,001 M EDTA)
hasznaltam és 90 V futtatasi fesziltséggel valasmoel a kilonb&zmeéreti DNS szakaszokat
(Ausubel és mts. 1996).

3.4.4. DNS fragment izolalas agaréz @élb
A gélbdl tortérs fragmentizolalast a QlAquick Gel Extraction Kit{€IAGEN) hajtottam

végre. AgarOoz gélelektroforézist kogenh a megfelél DNS fragmenteket tartalmazo
géldarabokat pengével vagtam ki, majd tdtmege haorosanak megfeléltérfogati QG
puffert adtam hozza (1 adag gél: 100 mg =100Az elegyet 50°C-on inkubaltam, 2-3
percenként kevertettem, a gél teljes feloldodasa @gy gélnyi mennyiségizopropanolt
kevertem hozza. Az oszlopogEszitése utan a feloldodott géldarabot tartaln@détot az
oszlopra meértem, majd centrifugaltam (1 perc, 13009). Az atfolyétdl megszabadultam, 750
ul PE pufferrel mostam az oszlopot, majd centriftegél (1 perc, 13000 rpm). A moso puffer
eltavolitdsa érdekében az oszlopot még egyszenfogattam (1 perc, 13000rpm). A DNS-t

2x15ul steril, ioncserélt vizzel, centrifugalassal (Xqe 3000 rpm) elualtam.
3.5 Baktériumok transzformalasa

3.5.1Escherichia coli transzforméalasa

A transzformélas soran a transzformalandé DNS-td@mpetens sejthez adtam hozza.
20-30 percig jégen inkubaltam a sejteket, amit 8@ynp-ig tartdé 45°C-osdsokk, majd egy
par percig tarto fités kovetett. 90 SOB+Mg** oldat és 2Qul 20%-0s glikoz hozzaadasa
utan a sejteket 1 oran keresztil, 37°C-on razati@ntranszformalt sejteket a megféiel

antibiotikummal kiegészitett tplemezre szélesatetti.

3.5.2Thiocapsa roseopersicina transzforméaldsa

A T. roseopersicina transzformaciéjat konjugacion keresztil valositottameg. A donor
(S17 lambda-pirE. coli) és a recipiensT( roseopersicina ) sejteket 37 illetve 28°C-on
megfeleb OD eléréséig T. r.: ODss=1.8, E. c.: ODs0oo=0,6) ebtenyésztettem. A felit
kulturdkat lecentrifugaltam, a lellepedett sejteetdig kétszer, 4-4 ml PC oldatban
felszuszpendaltam. Centrifugalas utan az atmosgitket Ujabb 100-10@l PC oldatban
szuszpendaltam fel. Az igy kapdit roseopersicina és E. coli sejteket egy szuszpenzidban
elegyitettem, majd a sejtkeveréket konjugaciés mmeseppentettem ki (18 g/l NaCl, 1 g/l
KH2PQ, 1 g/l MgCbh, 1 g/l KCI, 1 g/l NHCI, 2 g/l NaHCGQ, 2 g/l Na-acetat, 2 g/l N&Os, 2
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g NB (Nutrient Broth, Difco), 1,5 % agar, 40 B12 (1000ug/ml), 1 ml Trace elements,
1 ml Fe-EDTA). A csepp beszaradédsa utdn a lemezalégn at fényen és levgy 28°C-on
inkubaltam. Masnap a sejteket fogpiszkaloval fedicegm, a kaparékot 5001 PC-ben
felszuszpendaltam, majd eidbl0x-es higitasi sort készitettem. A higitasi kxpéseill
100-100 ul mennyiséget antibiotikumos szelekcidés lemezre, (RCg/l acetat, 25g/ml
kanamicin) szélesztettem. A lemezeket anaerob dromkubaltam, melyet Oxiod anaerogen
(kat.szam: ANO025A) anaerobizal6 rendszerrel oxig@mtesitettem. Az inkubacié 28°C-on,

fényen tortént és 14 napig tartott.
3.6. Fehérje termeltetés és tisztitas

3.6.1. Sejtfeltaras

A fehérje termei Thiocapsa roseopersicina torzseket a leoltast kove6. napon dolgoztam
fel. A sejteket centrifugalassal (7.000 rpm 10 pdf€) elvalasztottam a tapoldattol. A
sejtfeltaras kétfeleképpen valdsult meg. Egyik le=meta tapoldattdl elvalasztott sejteket TBS
pufferben (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl) szuszpenad fel (500 ml kultara sejtjeit 6 ml
pufferben). A masik esetben a sejtékézferoplasztokat allitottamdglazaltal hogy a sejteket
10 ml periplazmatizalé oldatban (25% szukr6z 0,1%©zim) szuszpendaltam fel. A
szuszpenziot 30 percig 30°C-on inkubaltam, majgpfema oldattal megegyémennyiséd
steril, Mit6tt vizet adtam hozza. A vizzel elegyitett sejszpenziot 10 percig jégen inkubaltam.
Az inkubéciét koveien centrifugalassal (9.000. rpm 15 perc 4°C) ebztdatam a
szferoplasztokat a felllisz6tél (periplazma frakciBzutdn 500 ml kultiranak megféiel
szferoplasztot 6 ml TBS pufferben felszuszpendaltasejtek és szferoplasztok szonikalassal
torterp feltarasatBandelin Sonoplus tipusultrahangos szonikatorral végezteis 70 T
szonikalé fejet alkalmazva, 3 perc 20 masodperaitpt8 x 15 masodperces szonikalasi
programot hasznélva. A felmelegedés elkerllésekébam a feltdras soran a mintakat jégen
tartottam. Ezt kovéen a sejtfalmaradvanyokat, a feltaratlan sejtekietyabba a
kénglobulusokat centrifugalassal (15 perc, 15.00@,r4C) tavolitottam el, majd az igy

keletkezett fellluszoval (sejt kivonat) dolgoztaouébb.

3.6.2. Membrén frakci6 &hllitdsa

A sejtek és szferoplasztok feltardsat kévetentrifugalds soran kapott fellluszét

ultracentrifugalasnak (UC) (Sorvall WX Ultra Seri@3 tipusu ultracentrifuga, T-1270 tipusu
rotor, 4°C, 90 perc, 38000 rpm) vetettem ala. Azkigpott fellliszo a szolubilis sejtfrakcionak

felel meg (szferoplasztok esetén citoplazma fralakd, a csapadék pedig a membran

15



frakcionak, melyet 3 ml TBS pufferben felszuszpdtasd és a felhasznalasig -20°C-on

taroltam.

3.6.3. A fehérjék felszabaditdsa a membranbdl

A fehérjek membranbdl valé felszabaditasat natfwomiddal tortél kezeléssel értem el.
A kezelést 8 ml végtérfogatban végeztem, kisétl&iggoen kilonb6d mennyiséf membran
frakciot, puffert és natrium bromid oldatot tartalnott az elegy. A kezelés folyamatos forgatas
mellett, 25°C-on 1 6ran keresztll tortént. Ezt k6ga az ultracentrifugalasnak vetettem ala
(53.000 rpm 4°C) és az igy keletkezett felilusa®zmaltam a fehérje tisztitasi |épésben.

3.6.4. Fehérje tisztitas affinitas kromatografiaval

Az eldbbiekben leirt felliliszot affinitas oszlop kromatifta segitségével tisztitottam. Az
oszloptdltetet (Strep-tactin Superflow 50% szuszenlBA) gravitacios atfolyd oszlopba
toltéttem, majd mosé pufferrel (TBS, pH = 8,0) ksetisdtmostam. A felszabaditott fehérjéket
tartalmazo feliluszot az oszloptdltettel egydttt @€rcig szobabmérsékleten, folyamatos
forgatas mellett inkubaltam. Az atfolyd Osszéitgse utan az oszlopot 8 moso frakcion
keresztil, kétszeres oszloptérfogatnyi moso puef€iBS, pH = 8,0) &tmostam. Az oszlophoz
kotodott fehérjét négyszer fél oszloptoltetnyi elucpagferrel (100 mM Tris-HCI pH = 8,0,
150 mM NacCl, 2,5 mM destiobiotin) elualtam. A fejedisztitas utan az oszlopot regenerald
oldattal (100 mM Tris-HCI pH = 8,0, 150 mM NaCl, M HABA (hidroxi-azofenil-

benzoidsav) kezeltem. Az Ujra felhasznalhaté os#ldpC-on taroltam.
3.7 Tisztitott fehérjék vizsgalata

3.7.2 Fehérje abszorpcidés spektrum meghatarozas

Az affinitas kromatografiaval tisztitott fehérjesaorpcios spektrumanak meghatarozasahoz
Nicolet Evolution 300 spektrofotométert hasznaltanfehérjét tartalmazo oldat fényelnyelését
1 cm fénydttal rendelkézkvarckivettaban, 250-850 nm hulldmhosszUusagu nsngban

mértem.

3.7.3 Szulfid figg kinon redukélé aktivitds mérés

A tisztitott enzim szulfid-fugg kinon redukalo aktivitasanak méréséhez Nicoletliian
300 tipusu spektrofotométert hasznaltam. Az 1 ngtéréogatl reakcidelegyekben toréén
fényelnyelés valtozast 1 cm fényuttal rendetkelegmentesen zarhatd kvarckivettdkban
mértem. A reakcidelegy kisérletenként kulonbazennyiség tisztitott fehérjét, szubsztratot,
valamint 0,05% Tween 20 detergenst tartalmazottyehé&dzvetlentl a DMSO-ban feloldott

kinon vegytletekhez kevertem. A reakciéelegy pH¥&sérlettl fliggéen valtozott

16



pH= 6,0- 9,5 tartomanyban. A reakciéelegyet nitrogén gagmaérd atflUvatassal 5 percen
keresztll anaerobizaltam, majd kozvetlenil a méiét, anaerob kortlmeények kozott
eléallitott natrium szulfid oldat hozzaadasaval indém a reakcidkat. A mintdk
fényelnyelésének csokkenését az oxidalt kinon Jetgkre jellemd fényelnyelés
maximuman, 275 nm-en vizsgaltam. Mivel a szulfigdi kinon redukcié bizonyos kinon
vegyuletek esetében abiotikus Uton is végbe mehétt az egyes mérések soran 3 parhuzamos
enzimet tartalmazo, illetve enzim mentes mintélkdtalgoztam. A kiértékelés soran pedig

levontam az enzim mentes hatteret az enzimetrzaial mintak értékedib.
3.8. Poliakrilamid gélelektrofrorézis technikak

3.8.1. Denaturalo poliakrilamid gélelektroforézis

A fehérjek meghatarozasat illetve molekulatdmegistieelvalasztasat natrium-dodecil-
szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGHEYdszerrel végeztem (Sambrook és mts.
1989). Az 1,5 mm vastagsagu, 10%-os poliakrilaméteket TGS (Tris-glicin-SDS) puffer
rendszerben futtattam meg. Az alsod, szeparaloegédt fel§, gyijté gélt kalon allitottam &l
az alabbi gliras szerint:

Szeparal6 gél dsszetétele: 1,9 mOH1,7 ml 30 % akrilamid - biszakrilamid (29:1) lezgk,
1,3 ml 1,5 M Tris-HCI puffer (pH = 8,8), 0,05 ml ¥ SDS, 0,05 ml 10 % ammonium
perszulfat, 0,003 ml TEMED.

Gyijté gél dsszetétele: 2,1 mk&, 0,5 ml 30 % akrilamid - biszakrilamid (29:1) lezgk,
0,38 ml 1,0 M Tris-HCI (pH = 6,8), 0,03 ml 10 % SD®03 ml 10 % ammonium perszulfat,
0,003 ml TEMED.

A fehérjemintakat 15 percig, 95°C-on, SDS tartali@ltrivé pufferrel inkubaltam, majd a
mintakat a gél zsebeibe mértem. A gélek futtatds8 25 mM Tris-Base 192 mM glicin-1%
SDS) pufferben, kezdetben 60 V feszlltséggel, radghérjék szeparal6é gélbe érkezése utan
120 V feszlltséggel tortént. Futtatas utan a geRe3etanol és 10 % ecetsav tartalmi oldatban
1 ¢draig fixaltam. A fixalo oldatot desztillalt vigzemosassal tavolitottam el, majd a gélt Blue
Silver festékkel (1 L: 250 ml #D, 117,64 ml 85 % foszforsav, 100 g ammonium sgulf2 g
Coomassie blue G-250, 200 ml etanol) éjszakarséttem. A felesleges festéket masnap 1%-

0s ecetsavas mosassal tavolitottam el.

3.8.2. Nativ poliakrilamid gélelektrofrorézis

A tisztitott fehérjek negyedleges szerkezeténekgélatat denaturalé agensgkinentes

nativ gélen végeztem. Az 1,5 mm vastagsagu 5-1%0ieys géleket TG (25 mM Tris-Base,
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192 mM glicin) puffer rendszerben futattam meg 10feészultséggel 4 6ran keresztil. A gélt
egy kétcsatornés gradiens gétofBioRAD) segitségével készitettem el. A gradie@kigd
egyik csatornajdba 15%-0s, a masik csatornaba fEdigps gélt készitettem. A gradiens
egyenletes kialakulasa érdekében azb etsatornaban Iév elegyet magnes kevirel
kevertettem, amig a gél elkészilt. A gél 6sszatetel

5% gél tsszetétele: 3,15 mi®i, 0,920 ml 30 % akrilamid - biszakrilamid (29: EMerék,1,4
ml 1,5 M Tris-HCI puffer (pH = 8,8), 0,05 ml 10 %mandnium perszulfat, 0,003 ml TEMED.

15% gél osszetétele: 1g szukroz, 0,85 a@H2,75 ml 30 % akrilamid - biszakrilamid (29:1)
keverék, 1,4 ml 1,5 M Tris-HCI puffer (pH = 8,8)08 ml 10 % ammanium perszulfat, 0,003
ml TEMED.

A fehérjemintakat 0,02% Comassie G-250 tartalmivnilvivé pufferrel elegyitettem,

majd a mintakat a gél zsebeibe mértem. A futtatdsd keresztl 100 V fesziltséggel tortént.

3.8.3. Western hibridizacié

A denaturdlo illetve a nativ poliakrilamid gélelelbrézis utan a gélb a fehérjéket

nitrocellul6z membranra (AmershamTM HybondTM-ECLUptioltam. A blottolast Trans-
Blot® SD Semi-Dry Electrophorethic Transfer Celll(BRAD) készlilék segitségével (45
perc, 25 mV; 1 | transzfer puffer: 48 mM Tris, 3%nglicin, 20 % metanol, 1,3 mM SDS; pH
= 9,2) hajtottam végre. Blottolas utan a membraatdh at blokkolo oldatban (1 %-os tejpor
PBS-T pufferben: 115 mM NacCl, 16 mM Py, 4 mM KH.PQy, 0,1% Tween 20, pH = 7,5)
inkubaltam, hogy megakadalyozzam a nem-specifikeiseriek kobdését. Antitestként
1:10000-es higitasban StrepMAB-Classic-HRP elleagaly(IBA) hasznaltam, amivel 1 6ran
at, szobabmérsékleten inkubaltam a membrant. Inkubacio utas-P pufferrel majd PBS
pufferrel mostan a membrant.dBivé reagensként luminol és hidrogén-peroxid 3érfbgati
1:1 aranyua keverékét hasznaltam (Pierce, SupenSigest Pico Rabbit IgG Detection Kit), az
inkubacio 1 percig tartott. A kemilumineszcensj&l€D kameraval detektaltam. (VersaDoc
4000MP (BIO-RAD).
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4. Eredmények

4.1. Hatékony, reprodukalhatd, lépteknovedhetmodszer kidolgozasa a
T. roseopersicina Sgn fehérje tisztitasara.

A kutatécsoportunk korabbi munkai soran kiderttigh az Sqgn fehérje felszabadithat6é a
membranbaol 1,5 M natrium bromid segitségével, aanrdomaddszer nem volt reprodukalhato
es keveés fehérjét lehetett vele kitisztitani, maehembran kezelést kovatltracentrifugalas
utan a fellliszo6 fotoszintetikus pigmentekkel szezett volt. Munkam soran két ponton
terveztem valtoztatni és ezaltal névelni a médsmdékonysagat. Az egyik a membranbol
felszabaditott Sgn fehérjék mennyiségének a ndeegtémasik pedig a felszabaditott fehérjéket
tartalmazo fellliszo fotoszintetikus pigmentekbentesitése.

A Gram negatiVl. roseopersicina sejteket két membran réteg hatarolja. Ha a sdjtekb
szferoplasztokat készitiink, majd ezeket a szfesaf&at feltarjuk, akkor a sejtkivonat
ultracentrifugalassal torténszétvalasztasa utan a csapadékot mar egy metflagiapotu
kuls6 membran és szferoplaszt membran elegye alkot@misen intakt sejtekib kinyert
membran frakciobal, igy élordulhat hogy a ki membrantol meglazitott bélsnembranrol
a natrium bromid hatékonyabban képes levalasztaSign fehérjéket. Ha membran frakciot
(5. abra ,A") és szferoplaszt membran frakciotglra ,B”) kezeltem 1,5 M natrium bromiddal

lathatd, hogy a szferoplaszt membran frakciobdbti@hérjét sikerilt felszabaditani.
80 4
70
60 -
50
P
30
20
10 1
L]
A B [ D
Fehérje mintak

Kihozatal (ug Sqn / 1L FRNSQNN kultuara)

5. dbra — Sqgn fehérje tisztitasok 1 liter FRNSQNiNUkara vonatkoztatott kihozatala. A és B mintségt- és
szferoplaszt membran NaBr kezelését kéepttisztitott Sqn fehérje mennyisége. C és D mirgék- és

szferoplaszt membran EDTA jelenlétében to6tBiaBr kezelését kdvéen tisztitott Sqn fehérje mennyisége.

A biologiai membranokat kétértékonok stabilizaljak. Ha ezt a stabilizal@ecsokkentjik
azaltal, hogy kelatol6 agenseket alkalmazunk a m@&mikezelés soran, a membran
destabilizalodik, igy a natrium bromid kdnnyebbexzzéférhet a fehérjekhez. Ezért a 1,5 M
natrium bromiddal tortéh kezelést mellett egy 10 mM EDTA Aaltalikezelést végeztem

membran frakcion, illetve szferoplaszt membrandi@k. Az igy kezelt membran frakcié (5.
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abra ,C") és a szferoplaszt membran frakcio (5.aahb”) ultracentrifugalas utani
felilisz6jabal fehérjét tisztitottam affinitas kratografiaval.

Osszességében elImondhato, hogy askilembrantdl meglazitott szferoplaszt membranrol
lehetett a legtdbb fehérjét oldatba vinni a kezsl@sn alkalmazott 1,5 M NaBr és 10 mM
EDTA altal, ezért ezzel a médszerrel szabaditofedaz Sqn fehérjéket a membranbdl tovabbi
munkak soran.

A membranrdl oldatba vitt fehérjék mennyiségéneketése mellett a masiks fcél a
membran kezelést kééeultracentrifugalas utan kapott feltliszé fotoseiikius pigmenteki
mentesse tétele. Egy ilyen magas s6 koncentrédos@giés soran a 1,5 M natrium bromid képes
a membranrdl levalasztott fehérjéket oldatban martazonban a magas fordulatszamu
ultracentrifugélas soran kialakul egy natrium brosiiriség gradiens. igy az ultracentrifugalas
soran nagyobbisisédi membran szigetek képesek letilepedni a csapadékiea siriiseégik
meghaladja a natrium bromid gradiens {eflbb pontjat, szemben a kisebb méretembran
szigetekkel, melyek megrekedtnek a gradiensbeibfé.,,A”). Az igy keletkezett feltliszonak
csupén toredékét lehet felhaszndlni fehérje tésatdt, ugyanis a membran szigetek nem csak
affinitas  peptiddel ellatott Sqgn fehérjéket hordairtak, hanem fotoszintetikus
reakciocentrumokat is. A membran szigeteken taléalhglolt Sgn fehérjék altal a
fotoszintetikus reakcidé centrumok egyutt tisztulrek oldatba vitt Sqn fehérjékkel. Ennek
eredménye, hogy a tisztitas soran kapott fehérjgamabszorbancia spektrumaban az SQR
fehérjékre jellemé& fényelnyelési csucsokat elfedik a fotoszintetikpigmentekre jellemz

elnyelési csucsok.
— =

—

<1,5M <1M

Nétrium bromid
koncentracié
Natrium bromid

koncentracioé

I—--—I ¥
sl o D N\

A B C

6. abra— ,A” - 1,5 M NaBr jelenlétében az ultraténgalas alatt kialakultigiiség gradiens, ,B” — 1,5 M NaBr
tartalmu feltliszé 1 M-ra tortérhigitasat kovétultracentrifugalas utani pigment mentes felilus@s,a 1,5 M
NaBr altal kialakitott griiség gradiensben rekedt membran szigetek, melyékitast kbvei ultracentrifugalas

soran lellepedtek

A siiriiség gradiens csokkentésével mar eléhwbgy a kisebb membranszigetékiséege

nagyobb legyen, mint a NaBririség gradiens legnagyobliirésédi pontja, ezaltal a
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membranszigetek képesek lelilni a csapadékba (&.,Bbrés ,C”) és pigmentekt mentes
feluluszét kapunk. Megvizsgéaltam, hogy milyen néatri bromid koncentracié sziikséges
ahhoz, hogy a membran szigetek maradéktalanul pgedjenek a csapadékba az
ultracentrifugalas soran (7. abra). A kisérlet @apelmondhato, hogy elég volt 1,5 M-rél
1 M-ra csokkenteni a natrium bromid koncentraci@ahoz, hogy pigmentekt mentes

felilisz6t kapjunk az ultracentrifugalas utan.

= e W
<15M —
NaBr
—
>1,5M ! £ . \
NaBr "'
1,5M 1™ 0,875M 0,75M
NaBr NaBr NaBr NaBr

7. abra — A membran kezelést kdvattracentrifugalas utani pigmentes feltliszé ndtribromid

mentes fellliszok.
Azonban a natrium bromid koncentracio 1,5 M-rol ¥dortér higitasa miatt a fehérjéket
oldatban tarté magas s6 koncentracio mégkz ezért az oldatba vitt fehérjék visszajuthatnak
a membranba, eBbkifolyolag nagyon keveés fehérjét lehet az igy &@peltiliszobdl affinitas

kromatografiaval tisztitani. (8. abra ,B")

2 q 800 -
1,8 E
= 2700
A 2 B
1,6 - ;
600
4
1,4 - &
2 500
§ 1,2 | E
2 14 = 400
S ~
13 . c
208 & 300
0,6 - E
=200
04 - g
S 100
0,2 - 2
£
0 T T ] 0
250 450 650 850 1,5->1M 1,45->14M
Hulldmhossz (nm) Fehérje mintak

8. abra— ,A"- A 10 mM EDTA jelenlétében 1,45 M rniam bromiddal szolubilizalt, affinitds kromatogidfal
tisztitott fehérje abszorbancia spektruma (az abszwia spektrum felvételéhez az ellciot négyseares

higitottam) ,B” a kétféle mdédszer kihozatala
A kisérletekil jol latszik, hogy a magas sé koncentracioval (8, NaBr) ugyan oldatban
lehet tartani a fehérjéket, azonbaniigiség gradiens kialakulasa miatt a gradiensben rekedt

membran szigetek miatt a feliliszonak csupan tééddiehet felhasznalni. Azonban ha
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csokkentjuk a NaBr koncentraciot, a fellliszo6 pigtmaentes lesz, ellenben jéval kevesebb
fehérjét is tartalmaz. Annak érdekében, hogy a nmémkezelést kdvéen egy olyan felliliszot
kapjak, mely pigmente&t mentes, azonban a fellluszébdl nagy mennyisegn fehérjét
lehessen tisztitani affinitas kromatografiaval, mmalisan csokkentettem a kezelés soran
alkalmazott NaBr koncentraciét (1,5 M-rol 1,45 M-nmalamint az ultracentrifugalas utani
higitas mértékét (1,45 M-rdl higitottam 1,4 M-ra)ajd az igy kapott feltliszobaol affinitas
kromatografiaval fehérjét tisztitottam. (8. abrd),A

Osszegezve 10 mM EDTA és 1,45 M NaBr altal kezefersplaszt membran frakciok
ultracentrifugalas utani feliluszoéjanak natriumrbid koncentraciojat 1,4 M-ra higitva, majd
Ujbol magas fordulatszamu centrifugalasnak aldvetyan pigmentekii mentes feltluszot
kapunk, melyBl nagy mennyisélg és tisztasagu Sqn fehérjét lehet tisztitani a#mi
kromatografiaval. Ezzel a modszerrel biokémiai wafd spektroszképiai vizsgalatokra

alkalmas fehérjét lehetd@llitani.

4.2.A vad tipusu fehérje redox aktiv kofaktor thn@nak igazolasa
Mivel az ismert SQR tipusu fehérjék FAD kofaktataému és szulfid figgkinon redukalo
aktivitasu enzimek célutiztem ki, hogy altalam tisztitott VI. tipust SQR égje (Sgn) kofaktor

tartalmat és redox tikodéséet megvizsgaljam.

0,12

0,10 4 ..
’\\ s

—oxidalt Sqn

--szulfiddal

0,06 -
elredukalt Sqn

Abszorbancia

0,04 - durokinonnal
visszaoxidalt Sqn

0,02 -

R

0,00 T T T T T T
350 380 410 440 470 500 530
Hulldmhossz (nm)

9. abra — Tisztitott Sgn oxidalt és redukalt ablsancia spektruma

Az tisztitott Sqn fehérje minta (3M) abszorpcios spektrumaban azonositottam az dxidal
allapotu, fehérjéhez kotoétt FAD kofaktorra jelledrd50 illetve 480 nm-es elnyelési csucsokat.
500uM szulfid hozzaadasa utan ezek a csucsok kioltGdnaky a fehérje redukaltsagara utal.
Az Sqgn visszaoxidalasa 1QIM durokinon alkalmazasaval elérietolt. Tehat a tisztitott

enzim redox aktiv FAD kofaktort tartalmaz, valamiseulfid fugd durokinon redukald
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aktivitassal rendelkezik (9. abra), ezért kovetképésként megvizsgaltam a fehérje mennyire

széles spektrumu kinon szubsztrat specifitassdetkazik.
4.3. Az Sgn fehérje biokémiai jellemzése

4.3.1. Az Sgn kinon szubsztrat specifitasi spekémak vizsgalata

Az irodalom alapjan elmondhaté, hogy a kulonb88QR fehérjék tobbféle kinon molekulat
képesek elfogadni elektron akceptornak. Ahhoz, hagggtalaliam a legidedlisabb
szubsztratokat, meg kellett vizsgalnom a fehémekipreferenciajat. A tisztitott enzim kinon
szubsztrat specifitasat M kinon, és 20QuM szulfid, valamint a nem vizoldékony kinon
vegylletek esetén 0,05% Tween 20 detergens kodoghimellett vizsgaltam. A DMSO-ban
feloldott kinon vegyiletekhez azért adtam Tween d¥lergenst, hogy stabilan oldhat6
allapotuva tegyem a hidroféb vegytleteket enzimeealelegyekben. A 0,05% detergens
koncentracié képes oldatba vinni a hidroféb kinegwyileteket, azonban a fehérje aktivitasat

nem befolyasolja.
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Kinon vegyiiletek
10. &bra — Az Sgn kinon preferencidja — DQ — durolij dUQ — decilubikinon,
UQ-10 — ubikinon-10, MD — menadion, MQ-4 — menakiro4, MQ-7 — menakinon-7

Az altalam megvizsgalt kinonok egy igyis, azaz ubikinon tipustd kinonok (durokinon,
decilubikinon, ubikinon-10) illetve két dgyiis menakinon tipusu kinonok (menadion,
menakinon-4, menakinon-7) voltak. A kisérletek g@apazt tapasztaltam, hogy az Sqn enzim
a durokinont illetve a decilubikinont fogadja eklron akceptornak, igy ezzel a két kinon
vegyulettel dolgoztam tovabb. (10. abra)

4.3.2. A pH hatasa az Sgn szulfid fdddnon redukal6 aktivitasara

A tisztitott fehérje teljes kdrbiokémiai jellemzése érdekében megvizsgaltam érjeh
aktivitasdnak pH flggését (11. 4bra), mivel az malis pH tartomanyaban érdemes
meghatarozni az enzimre jellehXinetikai paramétereket (Km értékek, Kcat eértékek,
aktivacios energia). A pH fliggés vizsgalatat dumoki illetve decilubikinon szubsztratokkal
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végeztem el, minden reakcioban ol kinon és 20QuM szulfid szubsztrat koncentraciokat

alkalmazva. Mindkét kinon szubsztrat esetén azvapti pH= 8,0, igy a tovabbi vizsgalatok

soran ezen pH-n dolgoztam tovabb.
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11. abra — Az Sqgn szulfid figdkinon redukal6 aktivitdsanak pH fliggése duroki@yi) és decilubikon

(,B") elektron akceptor szubsztratok mellett.

4.3.3. A ldmérséklet hatasa az Sqn szulfid féidgnon redukald aktivitasara

Az enzim aktivitAsanak admérsékletil valod fliggésének vizsgélata (12. abra ,A”) sor@n 5
uM durokinon és 20QuM szulfid szubsztrat koncentraciokat alkalmazvateréraz szulfid

fuggd kinon redukald aktivitas sebességének a valtoZzasafrC tartomanyban.
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12. 4bra — (A) Az Sqndmérséklet figgése, (B) az Sqn enzim aktivaciésg@i@nak meghatarozasa

A hémérséklet 55C-ig novelésével az Sqgn altal katalizalt kinon tadd sebessége
novekszik, 60C-on azonban mar nem mértem durokinon redukciot.

Az alacsony imérsékleti tartomanyban mért reakciosebességekitimggalt értékeire nagy
pontossaggal egyenes illeszthetmely azt jelenti, hogy ebben a tartomanyban a
reakciosebesség valtozas émeérseklet emelkedésével exponencialis volt, ezée a
szakaszra igaz &rhenius-egyenlet. A logaritmizalt reakciésebességek, aikben kifejezett
homérsékletek reciprokanak fuggvényében abrazolMaearis szakaszra illesztett egyenes
(12. abra ,B”) meredekségével és az egyetemeslgadal segitségével ki lehet szamolni az
aktivacios energiat, mely az Sqgn fehérje esetéb091 kJ K mol?.
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4.3.4. Az Sgn kinetikai paramétereinek meghatémzas

Az Sgn enzimet mas alcsaladokba tartozé, mar jebtimSQR fehérjékkel valo

0sszehasonlitdsa érdekében megvizsgéltam az Sqgtéaldzubsztrat figgését, amely mérések

alapjan megallapitottam a kinetikai paraméterek&tghataroztam a szulfid faggkinon

redukald aktivitas kinon koncentraciotol valo fligge durokinon illetve decilubikinon

szubsztratokkal, tovabbéa a szulfid fidgddnon redukcids aktivitas szulfid koncentracidtélo

flggését durokinon és decilubikinon szubsztratnjétében (13. abra).

Specifikus aktivitas
(umol perc! mg Sqn)
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13. &bra — Az Sqn fehérje szubsztrat fliggéséneigaiata: szulfid koncentracio fliggés durokinoni(l&jve

decilubikinon (B) elektron akceptorok jelenlétébealamint durokinon (C) és decilubikinon (D) kont&gio

fliggés.

A kinetikai paraméterek, koztik a Km értékek meghmtasat a mért enzimaktivitas értékekre

tortérd nem linearis regresszios illesztéssel valdsitottaag (1. tablazat).

k.../Km | k_./Km
Elektron Specifikus aktivitds | k., | Km(Na,S) | Km (Kinon) (Clilta/ S) (;(aitn/on)
akceptor mol min't mg-! st M M 2
p (1 gl | (s) (uM) (uM) (M1 s1) | (UM s)
durokinon 2,29+0,19 1,66 209+29,8 |27,39 £2,47 0,008 0,061
decilubikinon 15,13 +0,61 10,96 | 232,3+27,1|24,47 £6,42 0,047 0,448

1. tAblazat — Az Sqgn fehérje enzimkinetikai paramadt

4.4. Az Sgn fehérje negyedleges szerkezeténekalatsg

Az irodalom alapjan elmondhaté, hogy az SQR fekétjérimer, dimer allapotban

kristalyositottak, azonban az aktiv forméat nem toatfik meg. igy célom volt a negyedleges

szerkezet és az szulfid fuggdurokinon redukal6 aktivitds kapcsolatanak vizatzl
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14. dbra — ,A” az Sgn denatural6 gélen tobtéuttatdsanak képe ,B” 3 kiillonbdtisztitasbél szarmazé Sqgn

nativ western blott képe, ,,C" a fehérjék szulfidyi kinon redukalasi aktivitasa

Habar a denaturalé gélen az Sgn egy savban jeteaik (14. abra ,A”"), a nativ-western
hibridizaciot koveben mar harom jol elkulonithiesavot lehet azonositani (14. abra ,B”). Ezek
a fehérje savok felteh#eg trimer (legfel§ nyil altal jelolt sav), dimer (k6zépsyil altal jelolt
sav), és monomer (alsé nyil altal jelolt sav) allyan €% Sqn fehérjék. A negyedleges
szerkezet és a szulfid fugdurokinon redukalo aktivitas kdzotti kapcsolatzgisa érdekében,
kilénb62 asszociacidos mintzattal rendelésézhérje mintdkon mértem az Sqn altal katalizalt
reakciot. (14. abra ,,.C”) Azoknak a fehérje mintéakwalt magasabb a szulfid fugglurokinon
redukalé aktivitdsa, amelyekben a trimer és dingmkban talalhatdo formak mennyisége

nagyobb volt, mint annak a fehérje mintanak, ametyh monomer savban volt tébb fehérje.

4.5. Az aktiv centrumot kialakitasaban és a FARE&ében szerepet jatsz6 aminosavak

azonositasa Sqgn fehérjében

4.5.1.T. roseopersicina szulfid kinon reduktaz 2 (Sgn) aminosav mutangfigket termel

expresszids vektorok elkészitése

Irodalmi adatok alapjan elmondhatd, hogy az eddigpgéalt SQR fehérjékben akb
katalitikus funkcidkat (szulfid kotés és oxidaciBAD koétés és koordinacid) konzervalt
ciszteinek latjak el. Arhiocapsa roseopersicina Sgn fehérje szekvenciajaban tébb konzervalt
aminosav is azonositva lettiawsilico analizisek soran, melyek a FAD kofaktor megkotéaéb
illetve az aktiv centrum kialakitdsaban is szergpetzhatnak. A konzervalt aminosavak
funkcidjanak meghatarozasahoz az adott aminosamakhdans fehérjék é&llitasara volt
szikségem. Kutatdécsoportunk korabbi vizsgalatgijataelmondhatd, hogy az Sqn fehérjében
talalhaté FAD kofaktor kovalensen kotétt, igy célenit megvizsgalni, hogy az irodalomban
leirtakhoz hasonléan az Sqgn fehérjében is az laszervalt cisztein (Cys128) felel a FAD

kofaktor kotéseéert, illetve hogy a 333. poziciolbéwd cisztein valéban a szulfid kotéséeért
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felelés. Tovabba célom volt megvizsgalni a VI. tipusu S€ik€rjekre jellem& 156. pozicidban
Iévé metionin, valamint 272. pozicidban tégisztein funkciojat. Ezért a ciszteineket (Cys128,
Cys272, Cys333) alaninra, valamint a VI. tipust S€H#&rjékre jellemé& 156. poziciéban l&v
metionint alaninra illetve ciszteinre terveztemrésa iranyitott mutagenzis segitségevel. A
vizsgalandé pontmutans Sqgn enzimek Strep Il affsipeptiddel ellatott valtozataik.
roseopersicina torzsekben valo termeltetésiik utdn a tisztitasaKatitas kromatografiaval
terveztem megvalositani. Ennek érdekében el kddéstzitenem azon expresszids vektorokat,
amelyek az aminosav mutans fehérjéket képeselekiiej

Az expresszios vektorok elkészitéséneko dispéseként al. roseopersicina klonozoé
vektorba épitett vad tipussgn génjén iranyitott mutagenezist végeztem. A reakci@n a
templatrol (pBSQNNS) az adott mutaciét hordozéres! illetve visszamutatd primereikt
kiindulva a hozzaadott dNTP és Phusion polimeragitségéevel alakitottam ki a
pontmutaciokat hordozé vektorokat. Dpnl enzimmelésntettem azin vitro szintézis
termékeit, melyeket utarta coli Novablue sejtekbe transzformaltam, ezt kégatkanamicin
tartalmd LB lemezekre szélesztettem. Azaltal, @npl enzim csak a metilalt DNS szalakba
hasit bele, ak. coli DNS polimeraza csak a sértetlen, pontmutaciotdmyégzalat képes atirni.
A DNS szekvencia tervezett modon bekdvetkemdositasat és a transzformacio sikerességét
kolonia PCR segitségével eligiztem. Mivel az ellerz6 PCR reakcidhoz felhasznalt
primerek csak akkor voltak képesek letapadni a t&trg ha a mutacio jelen volt, igy csak
akkor kaptam terméket, ha a mutagenezis sikeres vol

A kovetked lépésként a mutaciot szenvedett géneket a pDSKG&Ceixpresszios vektorba
épitettem be Ugy, hogy a Strep |l affinitas peptkimlold6 DNS szakasz leolvasasi kerete ne
sériljon. A pontmutaciét hordozeégn géneket tartalmazé pBSQNNS-C121A; -C272A; -
M156A; -M156C; -C333A vektorokat Hindlll endonuklezal hasitottam. Az igy kapott
tulnyuld veégeket feltoltottem Klenow enzimmel, végidel restrikcidos endonukleazzal
emeésztettem meg a vektorokat. Fragment izolalasgaitem ki a mutansgn géneket
tartalmaz6 DNS szakaszokat, amiket Pstl-el emés#&st T4 DNS polimeraz enzim
hasznalataval tompitott, majd Ndel restrikcios emael meghasitott és foszforilalt
pDSK6CrKm expresszids vektor nagyobb fragmentj@gfesitettem. A ligalast kowven
kialakult termékeket ebben az esetben is transZ@seal juttattam b&. coli Novablue
sejtekbe, amelyek kozil a rekombinans vektorokatidw®d transzformansokat kolénia PCR
segitségével igazoltam, az expresszios vektorraifgqes primer parokkal. Az igy kapott
PDSQNNS- C121A; -C272A; -M156A; -M156C; -C333A erpszids vektorokat tartalmazo

torzseket szekvenalassal eblemtem.
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4.5.7. A pontmutaciot hordoz6 Sqn fehérjéket tebm@izsek |étrehozasa

Az Aéltalam létrehozott pDSQNNS - C121A; -C272A; B61; -M156C; -C333A
expresszios vektorok&tcoli S17 sejtekbe transzformaltam, majd konjugaciéusitam be a
T. roseopersicina FOQRON torzsbe. Az igy Iétrehozattroseopersicina FRNSQNN- C121A,;
-C272A; -M156A; -M156C; -C333A tdrzsek mar a pontéuidét hordozé rekombinans Sgn

fehérjéket termelik. A sejtvonalak fehérjeterth&epességét teljes sejtes mintdkon western
hibridizacié segitségével igazoltam. A westernidikacio soran csak akkor kaptam jelet, ha a
rekombinans, Strepll affinitas peptiddel ellatognSelen volt (15. abra).

C121A C333A C272A M156A M156C

15. dbra — A pontmutans Sqgn fehérjét tetméitzsek rekombinéans fehérje expresszidjanak &lise western
hibridizacioval

4.5.8. A pontmutaciot hordozo Sgn fehérjék vizatsl

A vizsgalt és modositott aminosavaknak az enzitikddésében betoltott szerepének
vizsgalata érdekében az egyes muténs fehérje afdict 2 liter térfogati megfetel
T. roseopersicina kulturakkal termeltettem, majd a korabban kidolgbzmodszerrel
szolubilizaltam és tisztitottam. Azonos térfogatitlrakbol kilonbdg mennyiséd fehérjét
sikerlt tisztitanom. Az Sqn fehérje valtozatok idatitott mintait denaturald

gélelektroforézissel elléniztem (16. abra ,A”).

C121A C272A (333A M156A M156C
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16. abra — A tisztitott pontmutéaciot hordozé Sdméfgek SDS-PAGE képe (A) és az 6sszenormalt

abszorbancia spektrumuk (B)

Meghataroztam a mutans Sqn fehérjék abszorpcidsrap®at. Az abszorpciés spektrumok
jobb 6sszehasonlithatésaga érdekében azokat apuesd fehérje abszorbancia spektrumahoz
tartoz6 minden fehérjére jelle®z280 nm hullamhosszon talalhato elnyelési csucshoz
normaltam (16. abra ,B”). Abban az esetben, ha la# konzervalt ciszteint alaninnal

helyettesitettem, a tisztitott fehérje nem tartaloteFAD kofaktort. A C272A varians esetében

28



a tisztitott fehérje abszorbancia spektruméaban lebet egyérteliien azonositani az oxidalt
allapotu fehérjhez kotott FAD kofaktorra jelletnelnyelési csucsokat, ez redukalt allapotban
tisztitott fehérjékre utal. A C333A és M156C Sqrri&asok esetében a tisztitott fehérje
abszorbancia spektruméaban jol azonosithatoak adalbxallapotu fehérjéhez kotott FAD
jellegzetes elnyelési csucsai. A VI. tipusu felagdellem 156. pozicioban Ié/metionin
alaninnal tortéé helyettesitése esetén a fehérjében azonosithatbAb kofaktor jellegzetes
elnyelési csucsai.

A pontmutans Sqgn fehérjék redoxikddesét valamint FAD kofaktor tartalmat a vad tipus
Sqgn fehérjéhez hasonléan vizsgaltam, elektron d@mbrl mM natrium-ditionitot illetve 500
MM natrium-szulfidot, elektron akceptorként pedigrakinont alkalmazva (17. abra). A
natrium-ditionit egy rendkivil erélyes, a szulfilélentétben aspecifikus elektron donor, igy
a vizsgalt Sqn fehérje variansok kozul (C272A, G83B81156A, M156C) mindegyikben
talalhatdé FAD kofaktort hatékonyan elredukalta. Atrrum-ditionit altal elredukalt fehérje
mintak abszorbancia spektrumaban 100 uM durokifekiren akceptor hozzdadasa utan Gjbadl
megjelentek a natrium-ditionit altal korabban kittit az oxidalt allapotu fehérjéhez kététt FAD
jellegzetes elnyelési csucsai 450 €s 480 nm hubbdsrokon. Ezzel szemben a szulfid, mely a
vad tipusu fehérje termeészetes elektron donora, vaimképes elredukalni a C333A Sgn
variansban talalhaté FAD kofaktort, viszont a tolibsgalt Sgn varians a vad tipusu fehérjéhez
hasonloan elredukalhato szulfiddal és durokinorzbadasaval visszaoxidalhatd. Az M156C
fehérje esetén az enzimbendé&AD szulfiddal sikeresen elredukéalhatd, viszontoiinon
hozzaadasaval nem kapjuk vissza az oxidalt fehezj@totott FAD kofaktorra jellende
elnyelési csucsokat. A C272 Sqgn varians esetébeulfid hatékonyan elredukalta a fehérjében
lévé FAD kofaktort, azonban a durokinon hozzaadaséeal a tisztitott fehérje abszorbancia
spektrumat kaptuk vissza, hanem egy teljesen dxid@iépoti SQR fehérjére jelledz
abszorbancia spektrumot, mely azt jelenti, hoggteefje mintadban redukalt és oxidalt allapotu

fehérjék is lehetnek.
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10 uM Sgn + 1 mM Na-ditionit + 100 pM DQ
———10 pM Sgn + 500 uM Na,S

10 uM Sgn + 500 uM Na,S + 100 uM DQ

17. &bra — Az Sqgn varidnsok FAD kofaktor tartalmé&és redox rikddésének vizsgalata.

Megvizsgaltam tovabba a tisztitott pontmutans fiéhkészulfid figg durokinon redukalo
aktivitasat (18. abra). Azt tapasztaltam, hogylsd konzervalt cisztein alaninra tori&nseréje
esetén a fehérje (C121A) szulfid figgglurokinon redukalé aktivitassal nem rendelkezik.
Abban az esetben, ha a 272. poziciébad @szteint alaninra cseréltem (C272A), a szulfid
figgd kinon redukald aktivitdsaban nem kovetkezett njés valtozas. Ha a feltételezbien
a szulfid kotésében szerepet jatszd 333. pozicidbaéh konzervalt ciszteint alaninra
valtoztattam (C333A), az enzim szulfid fifigkinon redukald aktivitasa jeleigen lecsokkent
a vad tipusu fehérjéhez képest. Ha a VI. tipusu 3€Rriek alcsaladjara jelleidzl56.
poziciéban Ié& metionint alaninra cseréltem (M156A), a szulfigydgti durokinon redukalé
aktivitdsban nem kovetkezett be jeletvaltozds. Ha a 156. pozicidban démetionint
ciszteinre cseréltem (M156C), szulfid fisggdurokinon redukciot csekély mértékben volt képes

katalizalni.

2,5 4

15 -

0,5

Specifikus aktivitas (umol perc! mg Sqn)

Vad tipus C121A C272A C333A M156A M156C

18. dbra — A pont mutaciét hordoz6 Sqn fehérjélfisiziiiggs durokinon redukalé aktivitasa

30



5. Diszkusszio

5.1. A fehérjetisztitasi médszer fejlesztése

Az SQR fehérjéket az irodalom szerint az esetekgépeben detergenssel szabaditottak fel
a membranbdl (Lencia és mtsi 2012, Marcia és n402 Annak az oka, hogy sikeresen
tudtam kaotrop soval (NaBr) levalasztani az Sqréfighet a membranrdl az lehet, hogy az
olyan VI. tipusu SQR fehérjéknek, mint amilyen amJoval rovidebb a C terminalis régidjuk,
mint a tobbi SQR fehérjének. A C terminalis hos8leve szerkezete befolyasolhatja az
oligomerizaciét, és a membranbdl valo felszabathg@& meértékét is, illetve a membranba
valé kijutast. Egy llIl. tipusi SQR fehérje esetédki le, hogy a C terminalis utols6é 21
aminosavanak eltavolitasaval a fehérje nem vole&ép membran periplazmatikus oldalara
kerllIni, hanem a citoplazmaban ragadt és szulfigdidecilubikinon redukalo aktivitasa sem

volt. (Lencia és mtsi 2010).

5.2. A vad tipusu fehérje redox aktiv kofaktorttabmanak igazolasa természetes

elektron donorral

A csoportunkban folytatott korabbi munkak sorarSgn fehérje redox aktiv FAD kofaktor
tartalmat igazoltak natrium-ditionittal tért@€relredukélassal, azonban ez nem természetes
elektron donorja a szulfid kinon oxidoreduktédz emzknek. Mivel a natrium-ditionit nagyon
alacsony redoxpotenciallal rendelkezik, ezéaltal aiglanos redukaloszer. Ezzel szemben a
szulfid csak akkor képes elredukalni a fehérjevakéintrumaban lévFAD kofaktort, ha a
fehérje megkdti a szulfidot. A szulfiddal tortérelredukalas valamint a kinonnal vald
visszaoxidalas sikeres volt, igy ezzel a kiséllalteeresen igazoltam, hogy az Sqn képes a

szulfid fugd kinon redukciora, igy biokémiai vizsgalatokra dtkas.

5.3. A vad tipusu Sqn fehérje biokémiai jellemzése

A kinon preferencia soran azt tapasztaltam, hogittalam hasznalt kinon vegyuletek kozul
az Sqgn inkabb az ubikinon tipusu kinon vegyuletédgadta el elektron akceptornak, mivel az
altalam vizsgalt lehetséges elektron akceptorokikésak ezen kinon vegyuleteknek volt képes
a szulfidbdl szarmazo elektront atadni. Ez magysatizazzal, hogy az ubikinon tipusu kinon
vegyuletek kézépponti redoxpotencidlja altalanasa mV-tal magasabb, mint a menakinon
tipusu kinon vegyuletek k6zépponti redoxpotenciéfahoepp-Cothenet és mtsi 2009), de a
jelenség hatterében allhatnak fehérje szerkezeteBk is.

A hémérséklet fliggeés vizsgalata alapjan elmondhatd; hdghérje szulfid fuggydurokinon

redukdlo aktivitasanak optimaliséimérseklete 55°C, ellenben 60°C fokon az aktivitds
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megszinik. Ebl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a 60°C-on a fehaipcs aktiv allapotban,
melynek elésorban a szerkezetben bekdvetkezett valtozasoknkdhaz okai. Habar az Sgn
fehérje bmérsékleti optimuma 55°C, B roseopersicina nem képes ndvekedni 28°C feletti
homérsékleten, igy a tovabbi méréseket 25°C-on végeanely arhiocapsa roseopersicina
optimalis nbvekedésidmeérséklete.

A szubsztrat koncentracié fliiggés vizsgalatok erexei&sl jol latszik, hogy a fehérje
affinitasa az alkalmazott két kinonhoz hasonlék&két mutat, azonban a reakcié sebesség
szempontjabol a decilubikinont jéval gyorsabbart képes a fehérje elredukalni. Ez a sebesség
kulonbség feltehéteg a redoxpotencial kulonbségladodik. Az enzimreakcidé sebességének
a szulfid koncentraciétél valo fluggését szinténildbikinon és durokinon szubsztratokkal
vizsgaltam, a kisérletek eredménye alapjan elmdagdhagy az Sgn affinitdsa a szulfidhoz a
két elektron akceptor mellett hasonl6. Ez a Km lérdz eddigi adatok alapjan egy Uj
nagysagrendet képvisel az SQR fehérjék kozott,gedvéa legtobb SQR enzim esetében
mikromolos nagysagreficKm értékeket, valamint a Il. tipust SQR fehérjgktén milimolos
nagysagrendet irtak le (2. tAblazat).

SQR alcsalad | Km érték (szulfid) | Referencia

I. Tipus 5-42 uM Marcia és msti 2010

1. Tipus 23-2000 uM Theissen és mtsi 2008, Vande és mtsi 1999
I11. Tipus 77 UM Lencina és mtsi 2013

V. Tipus 2 uM Brito és mtsi 2009

VI. Tipus 209 uM Ez munka

2. tAblazat — A kilonb@zSQR alcsalddokba tartoz6 enzimekre jellérdz meghatarozott szulfid
szubsztratra vonatkozé Km értékek

5.4. A negyedleges szerkezet vizsgélata

Az elmult évek soran tobb SQR fehérje kristaly keeete lett meghatarozva, és az esetek
tobbségében ezek a fehérjék homotrimer illetve hbimer formaban voltak jelen a
fehérjekristadlyban (Marcia és mtsi, 2009). Nativsteen hibridizacio vizsgalatok eredménye
szerint az Sqn fehérjét feltetieh legalabb 3 féle negyedleges szerkezetben letaéitani.
Ezek feltételezéseink szerint trimer, dimer és mo@o allapotd feheérjek. Nem allnak
rendelkezésre eddig egyértélimodalmi adatok az SQR fehérjék negyedleges szetkaek
és szulfid fugg kinon redukald aktivitasanak kapcsolatarél, azonbavizsgalataim alapjan
elmondhat0, hogy van kapcsolat a negyedleges sairés az enzim aktivitasa kdzott. Ez
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a monomerthtdileg nem aktivak, vagy alacsony

aktivitassal rendelkeznek.
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5.5. Az Sgn enzim altal végzett katalizisben fai@leg szerepet jatsz6 aminosavak
azonositasa

Az SQR fehérjékben az aktiv centrumbamI&AD kotésében, illetve a szulfid ktésében
és oxidaciéjaban felteh#dég szerepet jatszd konzervalt aminosavakat korébbasilico
analizissel azonositottak (Marcia és mtsi 2009).S4n fehérjében ezek az aminosavak nem
teljesen ugyanazon a poziciokban talalhatéak, mititbbi SQR fehérjében, igy az silico
analizis nem nyujthat megfetelalaszt a kérdésre, hogy mely aminosavaknak vemédked
szerepe az enzim {tkddésében (19. abra). Azért, hogy a katalizisbedlthd szerepiket
tisztazzam, a konzervalt ciszteineket (C121, C2Z2233) célzott mutagenezissel alaninra
cseréltem, valamint a IV. tipusi SQR fehérjékréefeis 156. pozicidban léy metionint
alaninra, illetve ciszteinre cseréltem. Habar an $hérjében van egy negyedik cisztein
(Cys49) is, azonban nem konzervalt, ezért nem keoiila vizsgalatara.

Az irodalom alapjan elmondhatd, hogy azeédenzervalt cisztein a felét a FAD kovalens
kotéséért (Marcia és mtsi 2009). Abban az esetigen,121. pozicidban léxiszteint alaninra
cseréltem, akkor az Sqn nem képes katalizalni #idZliggé durokinon redukciot, és az
abszorbancia spektrum alapjan feltéheti nem is tartalmaz FAD kofaktort. Az ferrooxidans

SOQR enzime esetén tapasztaltak ehhez hasonlétbaza@abban az esetben, ha a masodik

konzervalt ciszteint (Cys160) cserélték alanin@hdrney és mtsi, 2010).
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19. dbra — A vizsgalatra kijellt aminosavak elleekedése az Sqn fehérje szerkezeti modelljében

(Beke és Téth, személyes kozlés)

Az A. aeolicus SQR enzimében is jeleni&va szulfid kétésében szerepet jatszo két
konzervalt cisztein (Cys159 és Cys353) kozul cgphketalalhatdo meg &. roseopersicina Sgn
enzimjében. Abban az esetben, ha a 333. poziciébvartiszteint alaninra cseréltem, az Sgn
az abszorbancia spetrum alapjan tartalmazott FARakkort, ellenben szulfid fliggkinon
redukald aktivitasa toredékére csokkent. Ugyanezakreredmeényekre jutottak az irodalom
szerint, ha a#. ferrooxidans Sqr enzimében 356. poziciéban talalhaté konzewigiteint

alaninra cserélték, tovabba igazoltak hogy a féthén €% FAD kofaktort nem lehet szulfiddal
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elredukalni. EbBI arra lehet kdvetkeztetni, hogy az Sqn esetér3a@3zicioban I&¥ cisztein
a szulfid kdtésében és/vagy a szulfid oxidacié cemkklusadban jatszik szerepet (Cherney és
mtsi, 2010).

A T. roseopersicina Sgn fehérje szekvenciajanak 272. poziciéjabarh&tia ciszteinnel
homoldg ciszteinek jelenléte az eddig ismert 6s¥ta$pusi SQR fehérjére jellerbzellenben
nem talalhat6 meg a tdbbi csoportba sorolhatdé S&pRrfékben. Ha ezt a ciszteint alaninnal
helyettesitettem, akkor a tisztitott fehérje véttenul képes volt szulfid fuggdurokinon
redukciora, azonban az abszorbancia spektruma sl fehérjéhez képes megvaltozott; a
jellegzetes fehérjehez kotott oxidalt allapotu FAdOfaktorra jellem# 450 és 480 nm
hullamhoszon talalhato elnyelési csucsok kevéstakiaeresek. Mivel az enzim aktivitdsa nem
valtozott a vad tipusu fehérjéhez képest, igy wahigdeg az abszorbancia spektrumban
bekovetkezett valtozas oka, hogy a tisztitott fgkeegy része redukalt allapotban van, melyet
az atény is alatamaszt, hogy a szulfiddal elreddukajd a durokinon altal visszaoxidalt fehérje
fényelnyelési spektruma egy teljesen oxidalt AtApBQR fehérjére jellendzabszorbancia
spektrum, szemben a tisztitott fehérje spektrumaval

A rendelkezésre all6 irodalmi adatok alapjan elntmatd, hogy a szulfid kinon
oxidoreduktaz tipustu enzimekben a szulfid oxidatid&t konzervalt cisztein a fete
— A. aeolicus SQR enzimében Cys159 és Cys353. Ezen két konteigatein kdzul a VI.
tipust SQR enzimek aminosav szekvencidjaban csaakdghaté meg, a 333. poziciébandév
cisztein. A masik konzervalt cisztein helyett a ¥jpusi SQR enzimekben ezen a helyen egy
metionin vagy valin talalhaté. Ha a 156. poziciolas metionint alaninra cseréltem, a fehérje
fényelnyelési spektrumaban lehetett azonositani AD Fkofaktorra jellemd elnyelési
csucsokat, és szulfid fuggdurokinon redukdlo aktivitAsa sem valtozott a vgoisi Sqgn
fehérjéhez képest. Abban az esetben, ha a 15&ifloan |€¥ metionint ciszteinre cseréltem,
az abszorbancia spektrum alapjan a fehérjében WAD kofaktor, mely szulfid altal
elredukalhat6, azonban szulfid fifggurokinon redukciéra nem volt képes az enzim. A.15
pozicidban 1é§ metionin ciszteinnel torténhelyettesitésével egy tiol csoport kertlt az aktiv

centrum kodzelébe, mely feltelbbtg befolyasolja az enzim katalitikusikbdéseét.
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6. Osszefoglalas

A szulfid kinon oxidoreduktaz enziméisi flavoproteinek, melyeknek jelgisegét mutatja,
hogy az élvilag szinte mindendf fejlodési agan elterjedtek. A szulfid kinon oxidoredukta
fehérjéket 6 alcsaladba lehet sorolni. Tudomanyaskdri munkam soran egy eddig még nem
jellemzett IV. tipust SQR fehérje csaladba tarteabimet vizsgaltam.

A biokémiai vizsgélatokhoz sziikséges nagy mennyisélgérje eballitdsara kidolgoztam
egy hatékony, megbizhato, lépték novelhebdszert, mellyel nagy mennyiséés tisztasagu
Sqgn fehérje készithet

Vizsgaltam a fehérje biokémiai tulajdonsagait, €lbkozott a fehérje szulfid fugginon
redukdlo aktivitasanak a pH ésrhérséklet fliggését, a fehérje kinon preferenciaggmint a
szubsztrat flggését. Tobb szubsztratra meghatémoztakinetikai paramétereket, illetve
meghataroztam az enzim aktivacids energiajat. &tkiai paraméterek alapjan elmondhato,
hogy a VI. tipusi SQR fehérjék ezen képvigaiek a szulfidra vonatkozé Km értéke egy Uj
nagysagrendet képvisel a tobbi, eddig jellemzetR $€hérje kdzott. Ez az affinitas érték azt
jelzi, hogy ennek a bakterialis szulfid kinon oxidduktaznak magas szulfid koncentracional
lehet fiziologias szerepe a sejtek szulfid anyaggsben.

Az elozetesin silico analizis eredményeként azonositott aktiv centruatahitasaban
szerepet jatszO aminosavakat célzott mutagenezissés aminosavakra cseréltem.
El6allitottam 6t pontmutaciot hordoz6 fehérjét terénelektort, melyeket konjugacioval
bejuttattamT. roseopersicina térzsekbe, ezen pontmutans fehérjét teni@izseket western
hibridizaciéval elleriztem. A pontmutaciot hordozo6 fehérjéket teréntrzsekisl fehérjét
tisztitottam, megvizsgaltam a szulfid figdinon redukald aktivitdsukat. Tobbek kodzott
igazoltam, hogy az eddig vizsgalt SQR fehérjékhagohldéan, al. roseopersicina Sgn
fehérjében is az glkonzervalt cisztein felel a FAD kovalens kotésgéatamint hogy a 333.
poziciéban lé§ ciszteinnek a szulfid oxidacidban lehet szerepmvabba megallapitottam,
hogy a VI. tipusu SQR fehérjékre jelletn272. poziciéban lévkonzervalt cisztein alaninnal
tortérs helyettesitésével a fehérje szulfid fiaggurokinon redukalé aktivithsaban nem
kovetkezik be valtozas, azonban az abszorbancidrepealapjan elmondhatoé, hogy a fehérje
mintaban redukalt allapott FAD kofaktort tartalmdebérjék is lehetnek. A VI. tipusu SQR
fehérjékre jellem& 156. pozicidban I&/metionin alaninra torténhelyettesitésével nemist
meg az aktivitas, azonban ciszteinre taftéseréjével igen, ennek oka feltelley, hogy a

beuvitt tiol csoport gatolta a reakcié ciklust.
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