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Roviditések jegyzéke

As(Ill) - harmas oxidaciés szamu arzen; Kisérleteinkhez nétrium-arzenitet (NaAsOy)
hasznaltunk hatasanak tanulmanyozéasahoz

As(V) - 0Otds oxidacidos szamu arzén; Kisérleteinkhez natrium—arzenatot (Na,HASO,)
hasznaltunk hatasanak tanulmanyozéasahoz

DCMU - 3-(3,4-Diklorofenil)-1,1-dimetilurea

EMSA - Electrophoretic mobility shift assays (Elektroforetikus mobilitas-eltolddas vizsgalat)
FAD - flavin adenin dinukleotid

pBS - pBluescript 11 SK+ klénoz6 plazmid

PCR - polimeraz lancreakcio

PSI - egyes fotokémiai rendszer

PSII - kettes fotokémiai rendszer

OD - optikai stiriiség

PQ-1- egy izoprén egységet tartalmazo plasztokinon

gqRT-PCR - kvantitativ valos idejii reverz transzkripcios-polimeraz lancreakcio

SQR - szulfid-kinon oxidoreduktaz enzim

WT - vad tipus



1. Bevezetés

Az ¢él6 szervezetek Foldon vald megjelenésének kezdetén, a cianobaktériumok
elterjedése és a viz bontdsan alapuld fotoszintézis kialakuldsa el6tt a bolygd élettereiben nagy
koncentracioban fordultak elé kiillonboz6 kémiai elemek redukalt vegyiiletei. Ezek a redukalt
kén— (1,2), arzén— (3), nitrogén— (4) vagy vasvegyuletek (5,6) energiaforrasként szolgaltak
kiilonb6z6 kemo— és fotoautotr6f prokariotak szamara. Azok a fotoautotrof szervezetek,
amelyek hidrogén—szulfid bontasabol allitottak el6 az ATP szintézishez sziikséges
protongradienst egy szulfid—kinon oxidoreduktaz, kdztes enzimek és PSI tipusu fotokémiai
rendszer segitségével valdsitottdk meg a fotofoszforilaciot (7). Azok a mikroszervezetek
pedig, amelyek redukalt arzénvegyuleteket hasznaltak elektron donorként, egy arzenit-oxidaz
enzim, megfeleld kinonok és akceptor molekuldk  segitségével  biztositottak
anyagcserefolyamataikat (8,9).

Mindamellett, hogy a szulfid-kinon oxidoreduktaz (SQR) enzimen alapuld
fotoszintézis mindmaig fennmaradt a z6ld kénbaktériumokban, bibor kénbaktériumokban és
bibor nem-kén baktériumokban, az SQR enzim a magassabbrendii novényeket kivéve az egész
¢lovilagban elterjedt (10). A cianobaktériumok ,,névényi tipust” fotofoszforilacié utjan nyerik
a szllkséges ATP-t de a vizi kdrnyezetben gyakran magas koncentraciéju szulfid a PSII
fotokémiai rendszert gatolja (11). Egyes cianobaktériumok azonban szulfid jelenlétében
képesek attérni ,,bakterialis tipusu”, SQR—en alapuld alternativ fotoszintézisre, amiben a H,O
helyett a hidrogén—szulfid szolgaltatja az elektronokat (12).

Annak ellenére, hogy az arzén toxikus vegyuletként €l a kdztudatban, szamos olyan
baktériumrol szamolt be a szakirodalom az utébbi években, amelyek arzén alapl anyagcserét

folytatnak. Az a korabbi elképzelés, miszerint ezek az arzént-1égz6 vagy fotoszintézisiikhtz



arzént hasznalod baktériumok kuldnleges, egzotikus életformak lennének, modosult jelenlegi
kutatdsok tilkrében. Ezek a kutatasok ramutattak arra, hogy lényegében az arzenit—oxidazok az
egyik legdsibb, utolsod univerzalis kozos 6s elotti (Last Universal Common Ancestor: LUCA
(13,14)) foldtorténeti korszakbol szd&rmazo6 enzimcsoportot képviselik (9).

A Synechocystis sp. PCC6803 cianobaktérium genomszekvencidjanak in silico
tanulmanyozédsa soran észrevettik, hogy az tartalmaz egy szulfid—kinon oxidoreduktaz
enzimet kddold gént, ami egy arzén—specifikus represszor kdzvetlen kdzelében helyezkedik el.
Ezek a gének egy operont alkotnak és a kovetkezd nyitott leolvasasi keretekként vannak
nyilvantartva a Cyanobase adatbazisban: slI5035, slI5036, sIr5037 és sIr5038. Mivel
feltételeztiik, hogy a gének szulfid oxidacioval hozhatok kapcsolatba suoR, suoS, suoC és
suoT-nek neveztiik 6ket. A suoR terméke nagyfok( homologiat mutat az ArsR fehérjecsalad
regulatoraival, amelyek kiilonboz6 baktériumok arzén-rezisztencia génjeinek a kifejez6dését
szabalyozzak. A suoS terméke aktiv szulfid-kinon oxidoreduktdzokkal mutat hasonldsagot. A
suoC egy konzervélt, de nem azonositott funkcioju géncsaldddal mutat kdzeli rokonsagot. A
suoT pedig annak ellenére, hogy egy kromat transzportert kddol6 génként van nyilvantartva az
adatbazisban, feltételezéstink szerint arzénszallitdsban jatszhat szerepet.

A suoRSCT génekre illetve fehérje termékeikre vonatkozdan Kisérletes adat nem allt
eddig rendelkezésre. Cianobaktériumokban aktiv SQR enzimekrél nagyon kevés kisérletes
adat ismert, és ilyen enzimeknek az arzén anyagcserével vagy arzén detoxifikacidval vald
kapcsolatuk teljesen ujszerti. Az aerob korllmények kozott €16 cianobaktériumban ennek a
szigortan anaerob SQR enzimnek a jelenléte és a két anyagcserett feltételezhetd kapcsolata 1;
informécidkat szolgéltat a cianobaktériumok evollcidjanak, genetikai plaszticitasanak és

adaptacios képességének a megértéséhez valamint paleotkoldgiai kutatasokhoz.



2. lrodalmi attekintés

2.1. A cianobaktériumok altalanos jellemzése, foldtorténeti és evollcids

jelentdséglik

A cianobaktériumok prokaridta tipusu egysejtii szervezetek, amelyek feltehetéen 3-3,5
milliard évvel ezel6tt jelentek meg a foldtorténeti archaikumban (15). Ezek az eubaktériumok
az els6 olyan él61ények, amelyek képesek voltak felhasznalni a vizet elektron forrasként a PSII

tipust fotokémiai rendszerben kialakult vizbontd komplex révén (16) (1. abra).

h\ Fikobiliszoma

NADP* NADPH

PQHE .
H
H,0 0,

NADPH NADP*

H
NDH1 PSII Cytbé6f PSI TOX ATP
Campbell és mtsai. nyoman szintetaz

1. Abra. A cianobaktériumok fotoszintetikus elektrontranszport rendszerének
sematikus dbrézolasa. Munkank szempontjabol a PSII, a PQ és a PSI szerepe bir kiemelt

jelent6séggel. Az dbra Campbell és munkatéarsai nyoman (17) kesziilt.

A viz oxidalasan alapuld fotoszintézis melléktermékeként felhalmozddd oxigén révén

a cianobaktériumok atvaltoztattdk az 6si reduktiv légkort oxidativ légkorré (18). Az oxigen



feldusulasa egyrészt elézménye volt az aerob életformak megjelenésének és az 6zon réteg
kialakuldsanak és ez altal a szarazfoldi élet létrejovetelének. Masrészt viszont az oxigen
megjelenése a foldtorténet egyik legnagyobb Kkihalasi eseményét okozta, amit Oxigén
Katasztrofanak is neveznek. Katalaz és peroxidaz enzimek hidnyaban, az akkor uralkodo
anaerob életformdk — baktériumok és archedk — szamara toxikus volt az egyre nagyobb
koncentrécioban feldusulo, erésen reaktiv kémiai elem, az oxigén (18).

A hozzavet6leg 3 milliard éves evoliciojuk soran a cianobaktériumok rendkivili
genetikai plaszticitasra, adaptacios képessegre és valtozékonysagra tettek szert, miéltal szdmos
széls6séges kornyezeti feltételhez alkalmazkodtak és valamennyi élettérben elterjedtek (19).
Annak ellenére, hogy legtébb fajuk mezoterm, nagyon alacsony vagy igen magas
homérsékletii vizekben is fellelheték. Néhany fajuk arktikus kdrnyezetben, mig masok akéar 70
°C-os termalvizekben, héforrasokban, hévizekben élnek. A hémérséklet mellett igen nagy a
pH vagy a sotartalom tiiréshataruk is. Bar elsdsorban vizi életterekben gyakoriak, valamennyi
szarazfoldi kornyezetben is elterjedtek: talajok felszinén, kdsziklakon, sivatagban valamint
sarki kornyezetben is fellelheték (20).

Adaptacios képességiik valtozatos anyagceseréjilknek is koszonhetd. Mindamellett,
hogy a legtobb cianobaktérium fotoautotr6f médon taplalkozik, szamos faj képes heterotrof
anyagcserére is. Fotoszintézisikh6z a viz mellett egyéb redukalt vegyileteket is
hasznosithatnak elektron donorként, mint példaul a hidrogén—szulfidot (12), tioszulfatot (21)
vagy molekularis hidrogént (22). Fény hianyaban pedig a fotoszintézis soran felhalmozott
tartalék szénhidratot, a glikogént hasznositjak energiaforrasként.  Fotoszintetikus
elektrontranszportjuk kizéarélag a tilakoid membranokban zajlik, mig a légzési folyamatok a
tilakoidok mellett a plazmamembran rendszeren keresztil is. Prokariotak lévén sejtjeik nem

kompartmentalizalodtak, igy l1égzési és fotoszintetikus elektrontranszportlancuk nem kalonul
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el, feltehet6leg a plasztokinon kozvetiti az elektronokat a két elektrontranszportlanc kozott
(23). A novényi eukaridta sejtek evollciéjanak, kompartmentalizicidjanak viszont fontos
lancszemei a cianobaktériumok. A kloroplasztiszok ugyanis a cianobaktériumoknak eukariota
sejtekben torténé endoszimbiozisa révén alakultak ki (24). Szimbidzisra valdé hajlamuk a
foldtorténeti evoliicio soran mindvégig fennmaradt, bar mas min6ségben. Szamos faj képes a
Iégkdri nitrogén megkotésére is (25). A legtdbb erre képes fajnal erre specializalt sejtek, Un.
heterocisztak alakultak ki (26), amely biztositja a nitrogenaz enzimek oxigénmentes miligjét.
Nitrogén—koté képességik és fotoautotrofiajuk miatt néhdny fajuk szimbidzisban €l mas
szervezetekkel (27), igy korallokban (28), ériaslapukban (29), moszatpafranyokban (30),
alkotnak mutualista kapcsolatokat, valamint kdzismert a gombakkal val6é egyiittélésiik a

zuzmobkban (31).

Paleobiogeokémiai kutatdsok azt mutatjdk, hogy a fotoszintézis mint fényfliggd
energia nyer6 folyamat mar a cianobaktériumok megjelenése elott kialakult (32,33). Az
archaikum kezdeti, anaerob élettereiben az Ugynevezett anoxigenikus fotoszintézis volt az
uralkodd, amely oxigént nem termelt és féleg a PSI tipusu fotokémiai rendszer mikodésén
alapult. A vizet, mint redukalt oxigént hasznositd fotoszintézis kialakulasa elétt, kiilonb6z6
baktériumok elsésorban hidrogént hasznositottak (34). Késobb kialakultak olyan enzimek,
amelyek segitségével a hidrogén—szulfidot és szamos egyeb redukalt vegyuletet, mint elektron
donort tudtak hasznalni. A redukalt kénvegyiletek mellett nitrogén- (4), vas- (5,6) vagy akar
arzénvegyuleteket (3) hasznositottak fotolitotrof mdédon energianyeréshez. Anaerob bibor
kénbaktériumok (26,35), bibor nem-kén baktériumok (36,37) és z6ld kénbaktériumok (38)
példaul egy szulfid-kinon oxidoreduktaz enzim segitségével és PSII illetve az utdbbiaknal PSI

réven hasznositottdk a hidrogén-szulfidot. Erdekes megjegyezni, hogy olyan zold kén
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baktériumot is azonositottak egy csendes-6cedni 2391 m mélyen levé fekete fiisto16ben, amely
bar hidrogén—szulfidot hasznalt elektron donorként, a fotoszintézishez a fold geotermalis
energigjanak infravords sugarzéasat hasznalta fel (39). A hidrogén—szulfiddal és szulfid—kinon
oxidoreduktazzal analég mdodon egyes proteobaktériumok szamara a redukalt arzénvegyiiletek
szolgaltak elektron donorként fotoszintézisikhdz: specifikus arzenit—oxidazuk segitségével
hasznositottak a redukalt arzénvegyileteket, tobbek kdzt az As(l11)-at, az arzenitet (3). Ezek a
mai kornyezetben extrémnek tiin fotoszintetikus anyagcsere folyamatok exobioldgiai
szempontbol is érdekesek, ugyanis maradvanyai egy olyan anaerob foldi kdrnyezetnek,
amelyhez hasonldt egyre gyakrabban talalnak a naprendszertinkben és azon kiviil is (40). Az
ilyen bioldgiai rendszerek tanulmanyozasa részben kdzelebb visz a foldi élet kialakulasanak
megértéséhez, mésrészt pedig Kitdgitja az ismert biogeokémiai folyamatok halmazat, Uj

perspektivakat nyitva az exobioldgiai kutatasokban is (40).
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2.2. A szulfid-kinon oxidoreduktéz enzimek

2.2.1. A hidrogén-szulfid eredete és toxicitasa

A hidrogén-szulfid egy szintelen, jellegzetesen ,,zaptojds” szagl, a levegé gézainal
nehezebb, er6sen korroziv — a nemesfémeket is megtdmadja —, gyulékony, igen mérgezé gaz
(41). A természetben els6sorban vulkanok gazaiban, kénes &svanyvizekben, termalvizekben,
oxigénmentes kdrnyezetekben, mint példaul mocsarakban, mélytengeri Gledékekben és fekete
fiistolokben fordul elé nagyobb koncentracioban. Mobilizalodésa a szulfid tartalmu &dsvanyok
hidrolizisének és kimosddasanak a kovetkezménye de a szulfat redukald baktériumok
anyagcseréje folytan is termel6dhet (42). Amint az oxigén kifogy az iiledékekbdl az aerob,
heterotrof baktériumok anyagcseréje utjan, az alternativ elektron akceptorok hasznélata —
nitrit, nitrat, vas-oxidok, szén-dioxid, szulfat — keriilnek el6térbe a maradék szerves anyag
lebontdsdhoz. Mivel a tengerek iiledékében a szulfatok fordulnak el6 a legnagyobb
koncentracioban (20-30 mM), ezért itt a szulfat redukcié az uralkodd anaerob anyagcsere
forma (42). Biotikus Uton tehat a tengerekben keletkezik a legnagyobb mennyiségii hidrogén-
szulfid, ami mivel er6sen reaktiv, konnyen alkot fémekkel — eclsésorban vassal — fekete
csapadékot (43). A fémekkel valo reakcidképességében rejlik toxikus hatasa is, ami a
hidrogén—cianid vagy szén—-monoxid hatdsdhoz hasonl6. A hidrogén—szulfid felvételére
specifikus transzport rendszer nem ismert, de mivel a hidrogén—szulfid kis méreti és nagy
diffazios képességii lipofil molekula, a nitrogén—-monoxidhoz és szén—-monoxidhoz hasonl6an
kénnyen diffundal a sejtmembranokon at (44). A sejtekben a hidrogén-szulfid a hem-
csoportokat tartalmazé enzimek vasatomjaihoz kapcsolodva ledllitja a sejtlégzést, tobbek kozt

a citokrém c-t gatolva (45). Az oxidativ foszforilaciot gatld hatdsa mellett reaktiv gyokoket is
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képez. Cianobaktériumokban pedig kimutattdk, hogy a hidrogén—szulfid gatolja a PSII
fotokémiai rendszert (46). Szamos faj kiilonboz6é adaptacios mechanizmusokkal és fiziologiai
valaszokkal reagal a kornyezetben eléforduld eltéré koncentracioju szulfid jelenlétére (47).

A hidrogén-szulfid egy energia—gazdag vegyulet. A hidrogén—szulfid szulfatta vald
oxidalasanak eredményeként 716 kJ-mol™ energia, mig tioszulfatta valé tovabbi oxidalasanak
eredményeként 936 kJ-mol™ energia szabadul fel (42). Ezt az energia potencialt szamos
anaerob kornyezetben ¢él6 foto- és kemoautotréf mikroorganizmus hasznalja fel: elektron
donorként fotoszintézisben és légzésben jatszik szerepet. Ezen Kivil magasabbrendii
szervezetekben kiilonb6z6 egyéb fiziologiai funkciokat tolt be a hidrogén—szulfid (48). Az
egyik legjelent6sebb ilyen funkcidja emlésokben, a nitrogén—-monoxidhoz és szén—
monoxidhoz hasonldan, az idegrendszer mitkkodésének szabalyozasahoz sziikséges jelatviteli

folyamatokban bet6ltott szerepe (44,49).

2.2.2. A szulfid-kinon oxidoreduktizok az élévilaghan

A cianobaktériumok és a novények fotoszintézisének eredményeként Kialakult
jelenlegi erésen oxidativ atmoszféra ellenére mindmaig fennmaradtak sajatos korilmények
kozott mitkod6 anaerob anyagcsere folyamatok. Ezek a metabolikus utak lényegében olyan
korai foldtorténeti korok maradvanyai, amelyekben a Fold dceanjai oxigénmentesek és
szulfiddal telitettek voltak (1,2,50) és fennmaradtak olyan ¢16lényekben, amelyek
folyamatosan vagy atmenetileg szulfiddal vagy egyéb redukalt vegyilettel telitett anaerob
életterekben éltek/éInek.

Szamos organizmus €l magas szulfid tartalmu kdrnyezetben, ezekben pedig olyan

enzimek alakultak ki, amelyek altal csokkenteni tudjék a szulfid toxikus hatésat, vagy pedig
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elektron donorként fotoszintézisben vagy légzésben hasznosithatjak. A  diszulfid
oxidoreduktazok csaladjaba tartoznak ilyen enzimek, melyek kozil a legismertebbek a
flavocitokrom c és a szulfid—kinon oxidoreduktaz (10).

Szulfid—kinon oxidoreduktazokkal homolog gének az egész élovilagban fellelhetok. A
hajtasos ndvenyeket Kivéve valamennyi ¢l61énycsoportban megtalalhatéak (10). Funkcionalis
SQR enzimek jelenlétét elsésorban prokariotakbdl mutattak ki: archedkban (pl. Acidianus
ambivalens) (51), acidofil (Acidithiobacillus ferrooxidans) (52), termofil (Aquifex aeolicus)
(53), bibor kén— (Chromatium vinosum) (35), bibor nem-kén (Rhodobacter capsulatus) (37),
z6ld kén— (Chlorobium limicola) (38), talajbaktériumokban (Pseudomonas putida) (54) és
cianobaktériumokban (Oscillatoria limnetica, Aphanothece halophytica) (12). Szulfid—kinon
reduktazokat kodold géneket szamos eukariétaban is azonositottak és funkcionalis enzimeket
is tanulméanyoztak nehany képviseldjiikben. Példaul éleszté gombakban (Schizosaccharomyces
pombe) (55), puhatestiiekben (56), férgekben (Arenicola marina (57), Urechis unicinctus (58))
és az emberi szervezetben is (48) fellelhetéek mikodé SQR enzimek. Ez a széleskor(i
elterjedtség azzal magyarazhat6, hogy a korai foldtorténeti — un. “vas—szulfid” — vilagban
(59,60) szamos prokariota anyagcseréje fugott redukalt kénvegyiiletektél —mint
energiaforrastol. Ezek kozé a prokariotak kozé tartoznak az a-proteobaktériumok is (pl.
Rhodobacter capsulatus) (61), melyeket az endoszimbidzis elmélet szerint a mitokondriumok
6sének tartanak szdmon és szintén rendelkezhettek SQR enzimekkel. Az eukariota sejtek SQR
enzimei tehat a mitokondriumok genomjaban kodoltak és feltételezhetéen az evolicid soran
szelekcios elényt biztositva megdrzddtek (2).

A szulfid—kinon  oxidoreduktazok  eredeti  szerepe a  fotoszintetikus
elektrontranszportban, a viz bontasaval analog modon torténd, hidrogén—szulfid bontasabol

szarmazo elektronoknak a PSI fotokémiai rendszerre vald juttatdsa volt kinon molekulak
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kozvetitésével. A kiilonboz6 élélényekben azonban mas szerepet is betblthetnek; igy
egyeseknél légzéshen (53,62), kemolitotrofidban (52), detoxifikaciéban (58), nehézfém
rezisztencidban (55) vagy akar jelatviteli folyamatokban is szerepet jatszhatnak (49).
Valtozatos szereplk és funkciojuk eltéré szerkezetik kovetkezménye, aminek a
rendszerezésére kiilonboz6 osztalyozasi kritériumokat dolgoztak ki. Theissen és munkatarsai a
szulfid—kinon oxidoreduktazokat harom alaptipusba csoportositottdk (2). Majd Pham és
munkatarsai 5 féle csoportot és egy besorolatlan osztalyt allitottak fel (63). Jelenleg azonban a
Marcia és munkatarsai ltal kidolgozott rendszerezés a legelfogadottabb, ami figyelembe veszi
a fehérjeszekvenciak mellett az Ujabban megjelent kristalyszerkezeteket is (64). Ez utobbi
szerint az SQR—ek 6 osztalyba sorolhatdak, munkankban pedig mi is ezt az osztalyozasi
rendszert vettiik alapul. Ebben a csoportositasban a cianobaktériumok SQR-ei az |. osztalyba
vannak sorolva, egyéb o— és p—proteobaktériumok SQR-el egyutt (2. &bra). Szerkezetik és
miikodésiik tanulmanyozasara tobbféle prokariota SQR kristalyszerkezete és biokémiai
jellemzése is rendelkezésre A&ll. Az Aquifex aeolicus termofil baktérium (65), az
Acidithiobacillus ferrooxidans acidofil baktérium SQR (66) kristalyszerkezete, valamint az
Oscillatoria limnetica SQR biokémiai és fizioldgiai jellemzése és a Rhodobacter capsulatus

irdnyitott mutagenezis vizsgalatai alapjan ez az SQR osztaly a legjellemzettebb.
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2. Abra: Szulfid-kinon oxidoreduktazok osztalyozasa. Az |.-tipusi SQR-ek kdzé tartoznak
altalaban a cianobaktériumok SQR-ei. lde tartoznak az A. ferrooxidans, A. aeolicus, R.
capsulatus az O. limnetica és Aphanothece halophytica SQR-ei. A Il.-tipusi SQR-ek kdzé
tartoznak egyes baktériumok de a legtdbb eukaridta SQR-e is: igy a Saccharomyces pombe
éleszté, Arenicola marina féreg, D. melanogaster ecetmuslica és a human SQR is. A Ill.-
tipusu enzimeket egyes z6ld kénbaktériumok (Chlorobium tepidum CT1025), Sulfolobales
archeék és a Caldivirga maquilingensis archea (67) SQR-ei képviselik. A IV.-tipustakhoz az
Allochromatium vinosum bibor kénbaktérium és a Chlorobium tepidum CTO0117 zdéld
kénbaktérium SQR-ei tartoznak. Az V.-tipus képviseloi foleg az archedk kozul kertilnek Ki,
mint pl. az Acidianus ambivalens SQR-e. A VI.-tipusba pedig a Chlorobium tepidum CT1087
és az A. aeolicus Aq_788 tartozik. Az FCSD csoportba pedig az Allochromatium vinosum
flavocitokrom  c-szulfid—dehidrogendzai tartoznak, melyek az SQR-ekhez hasonlo

szerkezettiek. (Az dbra médositva Marcia és munkatarsai (64) nyoman).
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2.2.3. Cianobakteriumok hidrogén—szulfid alapu alternativ fotoszintézise

Bar a cianobaktériumok viz alapd, PSII-PSI-tipust fotoszintetikus rendszerrel
rendelkeznek, egyeseknél kimutattak, hogy szulfid jelenlétében képesek attérni egy SQR alapu
»bakterialis” fotoszintézisre, amiben a vizzel analog médon a redukalt kén szolgéltatja az
elektronokat a PSI iranyaba. Ezt a folyamatot eldszOr az Oscillatoria limnetica
cianobaktériumnal mutattak ki 1975-ben Cohen és munkatérsai (68). Az izraeli Solar-td
szulfid—gazdag rétegeib6l izolalt cianobaktérium aerob, DCMU—érzékeny PSII-PSI alapu
jelenlétében a PSII mitkodése és a CO, asszimilacio is ledll a sejtekben. Viszont tovabbi 2 6ra
inkubacié soran fény és magas koncentracioju (2-3 mM) szulfid jelenlétében visszaall a
fotoszintézis, ez viszont DCMU-ra nem érzékeny (3. &bra). Annak ellenére, hogy a sejt atall
egy szulfid alapu anoxigenikus CO, asszimilacidra, a sejtek osztddasa és a 2 napos
kétszerez6dési ideje megegyezik az aerob fotoszintézis Utjan tapasztalttal (69). Ennek az
anoxigenikus fotoszintézisnek az eredményeként extracellularis kén globulusok jelennek meg
a tdpkozegben (70). A kétoras inkubacids id6 utan fellépd alternativ fotoszintézisre valtas
képessége egy periplazmaban lokalizalt (46) enzim szintézisét feltételezi, amit kloramfenikol
hozzaadasaval gatolni is tudtak (69). Arieli és munkatarsai azonositottak és tisztitottak a
szulfid-kinon oxido-redukciora képes enzimet (E.C.1.8.5.) az O. limnetica-bdl (71). Bronstein
és munkatarsai az O. limnetica SQR enzime mellett az Aphanothece halophytica SQR enzimét
is klonoztédk, E. coliban tultermelték, tisztitottak és jellemezték genetikai és biokémiai
szempontbol egyarant (12). SQR enzimeket kddold gének azonban a fent emlitett 2
cianobaktérium fajon kivil jéval elterjedtebbek. A Cyanobase adatbazis szerint jelenleg 39

cianobakterium torzsnek ismert a teljes genomszekvencidja, ezek kozil pedig 8 fajban
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talalhaté az SQR enzimekkel homoldg fehérje. Azonban funkcionélisan minddssze néhany
ilyen enzimet jellemeztek és csak feltételezhetd, hogy valamennyi mitkddéképes és kiilonbozo
szerepet tolthetnek be, pl. fotoszintézisben, légzésben vagy detoxifikacioban. Garlick és
munkatarsai kimutattak, hogy az altaluk tanulmanyozott 21 cianobaktérium térzsbdl 11 képes

volt szulfid alapu alternativ fotoszintézisre (72).

RN - - o gey;f o
SQR & -

3. Abra. Az Oscillatoria limnetica cianobaktérium alternativ, SQR-alapu fotoszintetikus

elektrontranszportjanak sematikus dbrazolasa. Hidrogén-szulfid jelenlétében a PSII gatlodik de a
szerepét helyettesiti az SQR enzim, ami viz helyett a hidrogén—szulfid hasitasaval szolgaltatja az

elektronokat a PSI iranyéba.

2.2.4. Cianobaktériumok  szulfid-kinon  oxidoreduktazainak  morfologiai,

szerkezeti és biokémiai jellemzése

A cianobaktériumok SQR enzimei tehadt az l.-tipusi SQR-ek altalanos jellemz6it
mutatja. Az O. limnetica és A. halophytica tisztitott és funkciondlis enzimei nagyjabdl 50-60
kDa méretii monomerek, amelyek plasztokinon redukaldé aktivitdst mutattak (12). Béar a
monomerek is funkcionalisak (12), feltételezhetd, hogy cianobaktériumokban in vivo
homodimerekké rendez6dnek mint az Acidithiobacillus ferrooxidans esetében is (66) (4. abra),

de ismeretesek homotrimerekké rendez6dott SQR enzimek is az A. aeolicusban (65) (5., 6.

19



abra). A fakultativ di- vagy trimerizaciojuk annak tulajdonithatdé, hogy a kiilonb6z6
membranokban az aktiv fehérje funkciondlis orientacidjat hivatottak igy fenntartani. Ugyanis
az apoenzim kedvezétlen helyzete maga utdn vonna a FAD kofaktor és a kinon akceptor
molekuladk holoenzimben vald destabilizalodasat (66). Az SQR-ek monotopikus membran
enzimek, nincsenek  transzmembran  szerkezeti  elemeik  (73), periplazmatikus
elhelyezkedésiiek erésen a tilakoid membranokhoz vannak kotédve. Bar a legtdbb I-es tipusu
SQR decilubikinon-k6t6 hellyel rendelkezik (61,65,66), cianobaktériumokban az elektron
akceptor a plasztokinon (11,12) az enzim aktiv helyét képez6 aminosavak pedig ennek
megfeleléen modosultak. Cianobaktériumok esetében az SQR plasztokinon redukald hatésat
kimutattak in vivo teljes sejtes rendszerekben (A. halophytica), és in vitro izolalt tilakoidokban
(11) és tisztitott fehérjékben is (12).

Az SQR-ek szerkezetében kiilonbozd régiokat lehet elkiiloniteni, amelyek eltérd
szerepeket toltenek be. A membranhoz val6 illeszkedés disztalis részén egy 20-25
aminosavbol allo szerkezeti elem, Un. ,,capping loop” (64) talalhatd, amely azeért felelés, hogy
kizérdlag a hidrogén—szulfid juthasson az enzim aktiv centrumaba. Ezt a régiot az A. aeolicus
SQR-e esetében a V,94—Ks1, aminosavak hataroljak (65). Ezzel ¢sszhangban Griesbeck és
mtsai. helyspecifikus mutagenézissel megallapitottak, hogy az R. capsulatus-ban az A.
aeolicus Vag4—el homoldg valin aminosava (Vsgo) felelds az enzim szulfid iranti affinitasaért
(61), a Ksy2 lizinnek pedig HsS—-FAD oxido-redukciéban van fontos szerepe (51). Az enzim
aktiv centrumaban 3 konzervalt cisztein biztositja az enzim kofaktordnak, egy FAD

molekulanak a koordinalasat (10,51,64-66).
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Cherney és mtsai., 2010

4. Abra. Az Acidithiobacillus ferrooxidans SQR-dimerjének kristalyszerkezete. Az enzim
aktiv centrumaban helyezkedik el az enzim kofaktora egy FAD molekula (kékkel jeldlve) a
kinon molekula ,,folott” (narancssargéval jelolve). Az enzim a C—termindlis vegen illeszkedik

a membranba 20 A mélységbe (a membrant a téglalap jelképezi).

Az Oscillatoria limnetica-nal a harom konzervalt cisztein aminosav a Ciz7, Cisg €S
Cass. Ezek az aminosavak katalizdljak a szulfid-FAD oxido-redukciojat és a poli-szulfur—
gytrt létrehozasat, majd pedig az enzimrél torténé levaldsat (51,66). Kozvetlenil 2 cisztein
aminosav sziikséges az SQR mukodéséhez. Griesbeck és munkatarsai iranyitott
pontmutécidval kicserélték a Cis9 és Cgss ciszteineket (ezek az O. limnetica Cisg €S Cass
homoldgjai) szerin aminosavakra, ami az enzim teljes aktivitds—vesztéséhez vezetett az R.
capsulatusban (61). A Ci2;S mutacié nem eredményezett enzimaktivitds csokkenést az R.
capsulatusban (61), valoszinlileg a FAD stabilizalasaban és a végs6 kén termek levalasaban

jatszik szerepet (51,66). Marcia (64,65), Shahak (10) és Brito (51) kimutattak tovabba, hogy
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az A. aeolicus Y61 és Ejg2 Valamint az A. ambivalens Ksgq aminosavai szintén fontos szerepet
toltenek be a SQR-ek mitkkodésében.

A redukalt FAD molekulérdl az elektronok tovabbitasat a kinon molekuléra tovabbi
konzervalt aminosavak biztositjak: a kinon molekula aromas gytiriijét az ls46 €S Fsgs izoleucin
és fenilalanin aminosavak stabilizdljak az A. aeolicus-ban és feltehetdleg a Ez;g €5 Kag
glutaminsav és lizin maradékok katalizdljak a FAD-kinon Kkozotti oxidoredukcios
folyamatokat (65) (5. abra).

Elektrosztatikai szempontbol bizonyos foku polarizaciéo figyelheté meg a SQR
enzimek felszini toltését illetben (65,66). A membrannal érintkezé fellleten tébb pozitiv
toltésti aminosav (Arg, Lis, His) figyelheté meg (66), mig az ellentétes oldalon inkabb a
negativ aminosavak dominalnak. Ugyanakkor, a pozitiv toltésii oldal tobb hidrofob
aminosavat tartalmaz, ugyanis itt agyazodik az SQR enzim a membran negativ toltést
foszfolipid rétegébe kb. 12-20 A mélységig (65). Végil pedig, ezen a lipofil fellleten
figyelhetok meg olyan strukturék (66), amelyek feltehetéen a hidrofob kinonok membranbol

valo felvételéért felelések (6. abra).
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5. Abra. Az Aquifex aeolicus SQR enzimének aktiv centruma. Az lag, Fags koordinaljak a

kinon molekulat, mig a Cs47 a kozvetlen kozelben levé FAD kofaktor oxidaciojat katalizalja.

Marcia és mtsai., 2009

6. Abra. Az Aquifex aeolicus SQR enzime. Az enzim felszine elektrosztatikai szempontbdl
polariziciot mutat. A negativ toltések pirossal, a pozitiv toltések pedig kékkel vannak jeldlve.

Az enzim a pozitiv toltési felszinével illeszkedik a membranhoz.
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2.2.5. Az SQR gének szabalyzasa

Annak ellenére, hogy az SQR enzimeket igen részletesen tanulmanyoztak, nagyon
kevés informéacio all rendelkezésre ezek szabélyozaséara vonatkozoan. Irodalmi adatokbdl nem
ismeretesek olyan regulator fehérjék, amelyek az enzimek expresszidjat szabalyoznak.
Szulfidban gazdag helyeken ¢16 baktériumok esetében kimutattdk a gén konstitutiv
kifejez6dését pl. Chromatium vinosum bibor kénbaktériumban (35), az R. capsulatus bibor
nem—kén baktériumban (36), vagy a C. tepidum z6ld kénbaktériumban (38) sé6t, hidrogén—
szulfid mentes helyen ¢16 termofil A. aeolicusban is (64). Indukéalhaté szabalyozo
mechanizmust feltételeztek a C. tepidum egyik SQR génjénél (CT1087-es gén) (74) és az R.
capsulatusban, de eddig regulator fehérjéket még nem azonositottak (7,10).
Cianobaktériumkra nem jellemz6, hogy magas koncentracioju szulfidot tartalmazo
koérnyezetben élnének, de ismeretes, hogy ilyen korilmények kdzt néhany faj, mint pl. az O.
limnetica (11) attér egy szulfid alapu fotoszintézisre, tehat a gén kifejezodéséért feltehetéen

valamilyen indukéalhaté regulator gén a felel6s.

2.2.6. A Synechocystis 6803 szulfid—kinon oxidoreduktazok

A Synechocystis azon kevés él6lények kozé tartozik, amelyek genomjaban két
kiilonb6z6 SQR-t kdédolé gén van. Bar a Chlorobium tepidum zdld kénbaktérium is
rendelkezik tébb SQR génnel (74), a Synechocystisben a két SQR két kiilonb6z6 osztalyba
tartozik. Az sIr0876 a kromoszoman helyezkedik el és fehérjeszekvencia homoldgia alapjan a
Il.-tipusi SQR-ek kozé sorolhatd (2,63), amelyek a mitokondriumok &seinek tartott o-

proteobaktériumoktol szarmazhattak (2). Ez magyarazatot ad arra, hogy miért mutat nagyobb
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foku hasonlésagot a Schizosaccharomyces pombe, Anopheles, Drosophila, Caenorhabditis
vagy human mitokondrialis SQR-ekkel mint a cianobakterialisakkal (2).

A masik SQR gén a pSYSM plazmidon helyezkedik el és az |.-tipusti SQR-ekkel mutat
nagyfoku hasonlosagot (10,64). Mivel ez utdbbi jellemz6 a cianboktériumokra, munkank
soran arra kivantunk fényt deriteni, hogy vajon képes—e a Synechocystis a SuoS révén egy

szulfid bontason alapul6 alternativ fotoszintézisre.
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2.3. Az arzén bioldgiai vonatkozasai

2.3.1. Arzén a természetben

Az arzén egy félfém, a peridédusos rendszer 33. eleme a foszfor, a kén, a szelén —
biogén elemek — és antimon kdzvetlen szomszédsagaban helyezkedik el, a nitrogén csoport
tagja. A foldkéregben 0,0005%—o0s koncentracidjaval a 20. leggyakoribb elem (40). Bar elemi
allapotban nagyon ritk&n fordul eld, szdmos asvanyban megtalalhato, foleg kénnel, vassal,
rézzel, 6lommal és arannyal alkot vegyiileteket. Gyakoriak a kénnel képezett vegyiiletei, ezek
kozul a realgart (AsS) és az auripigmentet (As,S3) érdemes megemliteni, de gazdasagi
szempontbol fontos az arzenopirit is (FeAsS). A Fold kialakulasanak korai fazisaban ezek a
vegyliletek féleg a magban és a kdpenyben halmozodhattak fel (40). A foldfelszinre vulkani
aktivitdsok, mélytengeri héforrasok valamint antropogén uton kertilnek nagy mennyiségben
(75). Az arzén a kornyezett6l fliggden kiilonbozo szerves €s szervetlen vegylileteket alkothat.
A szervetlen vegyiiletekben eltér6é oxidacios allapotban fordulhat elé, mint arzenat — As(V) —,
arzenit — As(I11) —, elemi arzén — As(0) — és arzenid — As(-111) — (76). Az arzén leggyakoribb
forméja aerob, vizi kdrnyezetben az arzenat, mig az arzenit foleg anaerob kornyezetben fordul
el (77). A foszforéhoz hasonld elektronegativitasa és vegyértékelektron konfiguracidja miatt

kdnnyen alakit ki méas elemekkel kovalens kotést. Ebbol ered toxikus hatésa is.
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2.3.2. Az arzén toxicitasdnak mechanizmusa

Az arzén toxicitasa a kiilonboz6 vegyiileteitdl és oxidacios allapotaitdl figg. A
toxicitas a kovetkezd sorrend szerint csokken: arzin > arzenit > arzénoxid > arzenat >
arzoniumvegytletek > arzén (78). Mivel az arzenéat vegyertékelektron konfiguréaciéja hasonlo
a foszfatéhoz, a sejtbe jutva helyettesitheti a foszfort a biomolekuldkban, instabil és
miikodésképtelen enzimeket és egyéb vegylileteket eredményezve. Megakadalyozhatja a
sejtlégzésben az oxidativ foszforilaciot az ADP-vel val6 reakcié miatt, de a glikolizist, a
pentoz—foszfat utat és jelatviteli folyamatokat is gatolhat (77,78). Az arzenit erds affinitast
mutat fehérjék szulfhidril csoportjai irant és hatassal van a ciszteinek redox allapotara, ami
pedig befolyasolhatja kiilonb6z6 enzimek, receptorok és transzkripcios faktorok szerkezetét és
mitkodését. Konnyen reagal a glutationnal, glutaredoxinnal és tioredoxinnal és oxidalhatja a
redukalt glutationt, ami pedig a sejtek egyik fo antioxidansa. Ez a reaktiv oxigén formak
felhalmozddasahoz vezethet, amelyek a fehérjéket, lipideket és a DNS—t karosithatjak (79).
Altalanossagban megallapithatd, hogy a két arzén forma koziil a prokariotdk az As(V)—el

szemben hozzavetélegesen 10—szer rezisztensebbek mint az As(l11)-al szemben (78).

2.3.3. Az arzén felvétele és szallitasa a sejtekben

Az eddigi ismeretek szerint nem léteznek az arzén specifikus felvételére szolgald
transzporter rendszerek. Azonban a sejtek nemspecifikus szallité rendszereken keresztul mégis
felveszik az arzént. Mivel az arzenét és foszfat gyok kozott a sejt nem tud kilénbséget tenni
(80), az arzenatot a sejtek foszfat transzport rendszereken keresztul veszi fel (81,82) (7. &bra).

Kétféle foszfat transzport rendszer ismeretes a prokariotdknal: egy konstitutiv kifejez6dést Pit
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(foszfat inorganikus transzport) és egy indukcids Pst (foszfat specifikus transzport rendszer).
Az As(V) felvétele leginkabb a nemspecifikus Pit rendszer utjan torténik (75,78). Ennek
alapjan feltételezhetjuk, hogy mivel a Synechocystisben eddig nem azonositottak Pit
rendszereket, a sejt az arzenatot a Pstl és Pst2 rendszerein keresztll veszi fel (83). Mivel
azonban a Pstl affinitdsa kozeli az E. coli Pit rendszerének foszfat affinitdsdhoz (84)
feltehetden az arzendt is inkdbb a Pstl—en at kerill a sejtekbe. Sanchez-Riego és munkatéarsai
azonban kimutattak, hogy As(lll) vagy As(V) jelenlétében a pstl és pst2 gének
represszalodnak, feltehetleg azért, hogy ne jusson tovabbi toxikus anyag a sejtbe (85).

Az arzenit a prokariotaknal (86) és sok eukaridtanal (87) aquagliceroporinokon
keresztll jut a sejtekbe. Ez azért lehetséges, mert 9,3-nal alacsonyabb pH-n az As(ll)
semleges As(OH); vegyuletet képez, ami szerkezetileg a glicerinre hasonlit. Ezeken a
csatornafehérjéken a viz, a glicerin és egyéb semleges toltésii kis molekulak szallitodnak
(75,78) (7. abra). Eddigi feltételezések szerint a Synechocystisben is az agpZ (slr2057)
aquagliceroporinon at jut az arzenit a sejtbe, aminek az expresszidja viszont gatlodik arzén

jelenlétében (85).

S. cerevisiae

GSH

Arr2p
6 é ] ATP
)
o)

Mukhopadhyay
és mtsai., 2002

7. Abra. Arzenit és arzenét felvétele az E. coli-ban és a S. cerevisiae-ben. Az arzenét a Pit
és Pst rendszereken keresztill jut a sejtbe, az arzenit pedig a GIpF és Fps tipusl

aquagliceroporinokon keresztdl.
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2.3.4. Arzén rezisztencia mechanizmusok

Az arzén a legtobb él6lény szamara toxikus hatdsu, azonban sz&mos rezisztencia
mechanizmus ismert a mikroorganizmusokban a kedvez6tlen hatas elkeriilésére (76-78,88-90).
E rendszereket &ltalaban ars operonok génjei kddoljak; eléfordulhatnak kromoszoméan es
plazmidokon egyarant és néha akéar tobbféle rendszer is fellelhet6 egy organizmuson belil
(90). A legéltalanosabb esetben harom ars gén altal kodolt fehérje az ArsR, ArsB és ArsC
vesz részt ezekben a detoxifik&cios folyamatokban. Szamos esetben tovabbi két gén terméke
az ArsD és ArsA is kiegeszitik a rendszert (arsRDABC operon). Az ArsB egy As(l11) exporter
fehérje, amelynek a szerepe az arzenitnek sejtb6l valo eltavolitasa aktiv transzport révén;
ennek miikodését esetenként az ArsA ATP—4az segitheti (88,90). Erdekes mddon nincsen az
As(V) exportjara specifikus transzport rendszer. Ahhoz, hogy a sejt megszabaduljon az
arzenattdl egy arzenat-reduktaznak (ArsC) (89) redukalnia kell az As(V)-t As(l11)-4. Ennek
eredményeként a sejt egy kevésbé toxikus arzénformabdl egy toxikusabbat allit elo, amit
viszont exportalni tud. Feltételezhet6en ez a mechanizmus azért alakult igy ki, mert a korai
foldtorténeti korokban az arzénvegyiiletek legnagyobb részben redukalt formaban voltak jelen,
csak a cianobaktériumok megjelenésével és az O, feldusulasaval kezdtek el oxidalt
arzénvegyuletek geokémiai tton kialakulni. Ennek megfeleléen az els6édleges arzen
transzporter rendszerek a redukalt arzénre voltak specifikusak, majd pedig az oxidalt, mas
tulajdonsaggal rendelkez6é arzenat megjelenésével feltehetbleg egyszeriibb volt egy arzenat
redukdlé rendszernek kialakulnia, mintsem egy masik, arzenat-specifikus transzport
mechanizmusnak (75,78,88).

Az ArsR szerepe az ars operonok represszios szabalyzasa (91-94). Az ArsR monomer

13 kDa méretii és szerkezetiikben harom ciszteinnek (Cs;, Cas, Cs37) Van meghatarozo szerepe
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az arzén megkotéseben (88). Az ArsR fehérjék homodimerek formajaban aktivak; As(l1)
hianyaban két alegység kapcsolédik az operon promoter régidjahoz meggatolva a
transzkripciot, As(l11) jelenlétében azonban a homodimer konformaciot valtoztat és disszociél
a DNS-r6l. Az eddigi kutatdsokbol az is kiderilt, hogy az ArsR represszorok az As(llI)
mellett az antimon — Sb(lll) — irdnt is affinitast mutatnak (94). Bar a legtdbb esetben az arsR
gén az ars operon kozvetlen kozelében helyezkedik el, ismert néhany transz helyzetii regulator
gén is (95).

Az ArsD-r6l kordbban azt feltételezték, hogy szintén génregulacioban van szerepe
(96,97) de késobb kimutattak, hogy lényegében egy arzenit—koto kelator fehérje, amely a

citoszolikus As(l11)-at szallitja az ArsAB export rendszerhez (98-100).

2.3.4.1. A Synechocystis arzén rezisztencia rendszere

Cianobaktériumok arzén rezisztencia rendszerei kevésbé ismertek, de a
Synechocystisben azonositottak ars—tipusi géneket (85,101). Ez az arsBHC operon a
kromoszoméan helyezkedik el és egy transz helyzetti arsR gén terméke szabalyozza a

kifejez6désiiket (8. abra). A genek arzénre és antimonra egyarant expreszalodnak.

arsB arsH arsC
8. Abra. A Synechocystis kromoszoman lokalizalt arsBHC arzén rezisztenciat kodolo

operonja. Az arsB gén egy arzenit transzportert, az arsH gén egy NADPH-fliggé kinon
reduktézt, az arsC gén pedig egy arzenat-reduktazt kddol.
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Az arsB geén egy integralis membranfehérje, ami az As(l11)-t szallitja ki a citoszolbdl
méregtelenités céljabol. Az ArsH egy NADPH-fiiggé kinon reduktaz, aminek az arzenit altal
okozott oxidativ stresszhatas elleni védekezésben van szerepe (102), az ArsC pedig egy
arzenat-reduktaz, ami az As(I11)-t As(V)—€ alakitja. A Synechocystisben két masik arzenat—

reduktadz—gént is azonositottak: az arsl1 és arsl2-t (85,103,104).

2.3.5. Arzén alapu anyagcserefolyamatok

Az arzén toxikussaga ellenére, a szulfidhoz hasonl6an, részt vehet mikroorganizmusok
anyagcserefolyamatainak fenntartdsaban (8). A kiils6 kornyezettél (oxidalo vagy redukalo,
aerob vagy anaerob) és a belsé mili6tél (milyen redoxpotencidli kinonok és mas redox
molekulak allnak rendelkezésre) fliggden az arzén szolgalhat elektron donorként vagy elektron
akceptorként. Az arzenitet egyes baktériumok kemolitotrofia (105-109), heterotréfia (76) vagy
fotoszintézis (3) soran arzenit—oxidaz enzim segitségével hasznositjak kizar6lagos elektron
donorként. Mas baktériumok pedig légzési folyamatokban terminalis elektron akceptorként
hasznaljak az arzenatot arzenat-reduktdz enzimek révén (110,111). Olyan 0&koldgiai
kornyezetrol is beszamoltak, amelyben megfigyelték az arzén biogén ciklusat: egyes mikrobak
a vizréteg fels6bb, aerob rétegeiben oxidaltdk az As(l1l)—at, mig az anaerob tiledékekben €16
baktériumok redukaltdk az As(V)-t (112,113). Az egyik ilyen anaerob, extrém sotiir6
baktérium a ndvekedéshez arzenatot hasznalt terminalis elektron akceptorként és szulfidot
elektron donorként (113).

Ami a belsé kornyezetet illeti, van Lis és munkatarsai (8) ramutattak arra, hogy mivel az
As(I1)/As(V) redox par +60 mV redoxpotenciallal rendelkezik, az arzén elektron

akceptorként milkodhet arzenat—reduktaz altal kozvetitett respiracidos folyamatokban azon
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mikroorganizmusok esetén, amelyek ennél negativabb redoxpotenciallal jellemzett kinon
molekulakat (menakinon és rhodokinon -70 mV) haszndlnak elektrontranszport
folyamataikhoz. Azokban a baktériumokban pedig, amelyek pozitivabb redoxpotenciallal
rendelkez6 kinon molekulakat tartalmaznak (ubikinon, plasztokinon, kaldariellakinon, és
Sulfolobus—kinon +100 mV koril), az arzén foleg elektron donorként szerepelhet és arzenit—

oxidaz enzimeket mitkddtethet fotoszintetikus vagy kemolitoautotrof anyagcsere utjan (8).
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3. Célkitiazések

A Synechocystis 6803 cianobaktérium genomjaban egy olyan operon (suoRSCT)
talalhatd, ami jellemzéen anaerob, szulfid és/vagy arzén alapl anyagcsereutakat kddold
géneket tartalmaz. Ez a megfigyelés kiilonosen érdekes abbdl a szempontbdl, hogy a
Synechocystis ,,ndveényi tipusu” fotofoszforilacié Utjan allitja elé az életfolyamataihoz
sziikseges ATP-t, tehdt normdlis korilmények kozdtt nem tédmaszkodik az evollcios
szempontbol 6si, bakteridlis tipusi anyagcsereutakra. Munkankban arra kerestik a valaszt,
hogy ezek az anaerob anyagcserefolyamatokat kodolo gének aktivak—e a cianobaktériumban,
ha igen, akkor, milyen szerepet téltenek be, hogyan szabalyoz6dnak, és milyen evollcids oka
lehetett a gének fennmaradasanak.

Részletes célkitlizéseink a kdvetkezoek voltak:

1. Mivel a SuoRSCT operon feltehetleg  bakteridlis  tipusi  anaerob
anyagcserefolyamatokat kodol, meg akartuk tudni, hogy a gének megérizték—e
aktivitasukat, kifejezddnek—e és ha igen, milyen kdrnyezeti tényezdk fliggvényében
expresszalddnak.

2. Mivel a suoS gén feltehetden egy szulfid—kinon oxidoreduktaz enzimet kddol, Ki
akartuk deriteni, hogy az enzim mikod6képes—e valamint, hogy segitségevel
attérhet—e a Synechocystis egy alternativ fotoszintézisre szulfid jelenlétében.

3. Annak ellenére, hogy szdmos organizmus SQR enzime biokeémiai, fizioldgiai és
szerkezeti szempontbdl részletesen tanulmanyozott, jelenleg nem ismert, hogy

milyen modon szabalyzodik ezeknek az enzimeknek a kifejezodése. Tisztazni
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kivantuk, hogy milyen uton szabalyozddik a suoS gén (és egyuttal a suoRSCT
operon) a cianobaktériumban.

Az operon elsé génjének (SuoR) terméke nagyfokd homoldgidt mutat az ArsR
fehérjecsalad regulatoraival, amelyek baktériumok arzén-rezisztencia génjeinek a
kifejez6dését szabalyozzak. Utdna akartunk jarni annak, hogy ez a gén felelds—e az
operon szabalyozasaért és hogy milyen 6sszefliggés allhat fenn az arzén represszor
és a SQR enzim kozott.

Mivel a Synechocystis kromoszomaja tartalmaz egy arsBHC gének altal kodolt arzén
rezisztencia rendszert, amit egy transz helyzetli arsR gén terméke szabalyoz, meg
akartuk vizsgalni, hogy van—e kdlcsonhatds a SuoRSCT és az arsBHC operonok
szabalyozasa kdzott?

A suoT gén kromat transzportert kddold génként szerepel a Cyanobase adatbazisban,
de feltételeztiik, hogy nagyobb a valdsziniisége annak, hogy arzén rezisztenciaban
vagy -anyagcserében jatszik szerepet. Meg akartuk hatarozni, hogy milyen
Osszefliggés lehet suo operon és a kromat— és/vagy arzénvegyiletek kdzott és, hogy
milyen funkciot tolthet be a SuoT fehérje arzénnal kapcsolatban.

Mivel a suoRSCT operon feltételezett szerepe eltér a cianobaktériumokra altalanosan
jellemz6 anyagcserefolyamatoktol, tisztazni kivantuk azt, hogy milyen eredete és

szelekcids elonye lehetett az operonnak az evolucid soran.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A Synechocystis sp. PCC6803 nevelési es Kisérleti korilmeényei

A Synechocystis sp. PCC6803 cianobaktérium vad tipust vonalat fotoautotr6f modon,
30°C-on tenyésztettik BG-11 tapoldatban (114) folyamatos rézatds (120 rpm), 40 pE
folyamatos megvilagitas és 5%-o0s CO, ellatas mellett. A kiilonb6zé mutans vonalakat hasonld
korilmények kozott neveltik, de az inaktivalt gének szelekcids nyomasanak fenntartasa
érdekében kiilonboz6 antibiotikumokat adagoltunk a taptalajhoz. A AsuoRSCT, AsuoR, AsuoT

és AarsB mutéans vonalakat 50 ug-mL™ kanamicin-szulfat (Sigma) jelenlétében neveltiik.

4.2.  Anaerob kisérleti korilmények

Normal, aerob kortlmények kozt nevelt Synechocystis tenyészeteket exponenciélis
ndvekedési szakaszban (OD72=0.6) 100 ml-es anaerob tenyeészedényekbe helyeztik at,
Iégmentesen lezartuk, majd 10 percig nitrogén gézzal atfujattuk, hogy mentesitsiik a légteret és
a tapoldatot az oxigént6l. A tenyészethez 8,3 mM NaHCOs-ot és 5 uM DCMU-t adtunk; az
utobbit azért, hogy a kettes fotokémiai rendszer gatlasaval megakadéalyozzuk az oxigen

képz6dését, valamint a PSII feloli plasztokinon redukcid lehetdségét.
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4.3. KIloénozasi eljarasok és a Synechocystis mutansok létrehozasa

Kiilonb6z6 mutans vonalakat hoztunk létre a SUORSCT gének szerepének a tisztazésa
érdekeben. Az in silico klonozasi Iépéseket, valamint a PCR reakciokhoz felhasznalt primerek
tervezését a Vector NTI programmal végeztiik. Minden plazmid konstrukciot a pBluescript 11
SK+ vektorb6l szarmaztattunk. Tovabba minden restrikcidos endonukleazt és T4 ligazt a

Fermentas (Ujabban Thermo Fischer Scientific)-tol szereztiik be.

4.3.1. A AsuoT mutans vonal elkészitése

A suoT fenotipusénak vizsgalatahoz a gént megszakitottuk egy kanamicin rezisztenciat
biztosito kazettaval. A kovetkezé plazmid konstrukciot készitettiik el a AsuoT inszercids
muténs létrehozasdhoz: az 5038Reg2SallFw és 5038Reg2NotRev primer pérokkal
felsokszoroztuk a 3832 bp hosszi suoRSCT régiot, amely tartalmazta az slI5035 (suoR),
slI5036 (suoS), sIr5037 (suoC) és sIr5038 (suoT) géneket. Templatként a Synechocystis
genomi DNS-ét hasznaltunk, amelyet az alabbiak szerint tisztitottunk: OD7,0=0,6-0,8 kozotti
sejtstiriségli  szuszpenziot  centrifugaltuk, majd pedig 1/20-ad térfogat vizben
reszuszpendaltuk, -80 °C-on fagyasztottuk, majd pedig 65 °C-ra melegitettiik. Kiolvadas utan
STET (0.1 M NaCl, 5% triton X-100, 50 mM Tris pH 8.0, 50 mM EDTA) puffer oldatban
reszuszpendaltuk a centrifugalt sejteket. Ezt egymas utani 2 alkalommal torténé -80 °C-on
valé fagyasztds, majd pedig 65 °C-os hdkezelés kovette. Uveggydngyok és Tris-EDTA
pufferrel telitett fenol:kloroform (1:1 térfogatarany, pH=8.0) jelenlétében vortexelve
roncsoltuk a sejteket majd tovabbi STET puffert adtunk hozza. A centrifugalassal elvalasztott

felilisz6hoz azonos térfogatu kloroformot adtunk, majd az Gjbéli centrifugalas utan maradt

36



fellluszét RN-4zzal (Thermo Scientific) kezeltiik. Az oldatot elébb fenol:kloroformmal, majd
ismét kloroformmal kezeltiik az RN-4z inaktivalasahoz. Ezutan 1/10 térfogat 3 M NaOAc-al
2Y> térfogat etanol jelenlétében csaptuk ki a DNS-t -20°C-on. A centrifugélt DNS-csapadékot
végll vizben reszuszpendaltuk és templatként hasznaltuk a kiillonbozé gének amplifikalasahoz.

A suoRSCT régiot beklonoztuk a pBluescript Il SK+ plazmidba, majd pedig a suoT
gén EcoRl restrikcios vagohelyére egy kanamicin rezisztenciat biztosito gént (Km'c) ligaltunk,
igy hoztuk Iétre a p-suoTKm konstrukciot. A Km'c gén-kazettat a pET-28a (Novagen)

expresszios plazmidbol amplifikaltuk a Km/Stul-Fw és Km/Stul-Rv primerekkel.

N

:<s||5035 1< s115036 | slr5037 >[ sIr5038 >

suoR suoS suoC Ecorl SuoT

9. Abra. A suoT gén inaktivalasa a Synechocystis-ben. A AsuoT mutans létrehozasahoz a
suoT génben levé EcoRI restrikcids helyre egy kanamicin rezisztenciat biztositd génkazettat
klénoztunk, ez altal hatastalanitva a gént.

4.3.2. A AsuoR mutéans vonal elkészitése

A AdsuoR delécidos mutanshoz a kovetkezé konstrukciot készitettik el: PCR-al
felsokszoroztunk egy suoR-“upstream” DNS szakaszt az 5035Sal/EcoF és 5035Sal/EcoR
primer parokkal és ezt a pBS plazmidba ligaltuk létrehozva a p-upsuoR konstrukciot.
Hasonl6an egy suoR-“downstream” DNS részt is felsokszoroztunk az 5035Pst/NotF és
5035Pst/NotR primer parokkal, amivel létrehoztuk a p-dwnsuoR konstrukciot. Egy 1640 bp
hosszi Km'c kazettat amplifikaltunk a pET-28a plazmidb6l a KmEco/PstF és KmEco/PstR

primerekkel, majd ezt ligaltuk a p-upsuoR plazmidba. Ezt kovet6en kivagtuk az utdbbi
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plazmidb6l a suoR-“upstream”+Km'c részt és ligaltuk a p-dwnsuoR konstrukcidba, hogy

létrehozzuk a végs6 p-suoRKm plazmidot (10. &bra).

 Kkme >

A4

sl15035 s115036 |~ sIr5037 >1 sIr5038 >:|
suoR suoS suoC suoT

10. Abra. A suoR gén semlegesitése. A AsuoR mutans létrehozasahoz egy kanamicin

rezisztenciat biztositd génre cseréltiik homoldg rekombindci6 Utjan a suoR gént.

4.3.3. A AsuoRSCT mutans vonal elkészitése

Annak érdekében, hogy inaktivaljuk az suoRSCT operont, a Synechocystis genomi
DNS-r61 egy 708 bp szakaszt sokszoroztunk fel a suoR gén “upstream” régidjabdl a
FoUp5035Notl és ReUp5035BamHI primerekkel. Ezt a DNS szakaszt ligaltuk egy 1662 bp
Km'c kazettahoz, amit szintén a pET-28a plazmidbdl nyertiink. Ezzel parhuzamosan egy 562
bp-0s DNS szakaszt amplifikaltunk a suoT gén “downstream” régi6jabdl a suoTdwnstrmFv-1
és suoTdwnstrmRw-577 primerekkel. Ez utdbbit ligaltuk az el6bbi fragmenthez, ami
tartalmazta a Km'c kazettat és létrehoztuk a p-suoRSCTKm konstrukciét, amit majd a

AsuoRSCT muténs vonal Iétrehozdsahoz hasznaltunk fel (11. abra).

38



slI5035 lz< s115036 [ sIr5037 >‘1 sIr5038
suoR suoS suoC suoT

11. Abra. A suoRSCT operon inaktivalasa. A AsuoRSCT mutans létrehozésahoz egy
kanamicin rezisztenciat biztositd génre cseréltiik a SuoRSCT géneket.

4.4. A Synechocystis sejtek transzformélasa

A p-suoTKm konstrukciot elektroporalassal (115) juttattuk a sejtekbe, hogy
létrehozzuk a AsuoT mutanst (9. dbra); a p-suoRKm és p-suoRSCTKm konstrukcidkat pedig
természetes transzformalassal (116) juttattuk a sejtekbe, hogy létrehozzuk a AsuoR (10. abra)
és ASUORSCT (11. dbra) mutansokat.

A transzformans sejteket kezdetben 10 pg-mL™ kanamicin-szulfatot tartalmazé BG-11
lemezen novesztettiik 30 °C-on folyamatos megvilagitas mellett. Ezutdn a rekombinéns
sejteket tartalmazé koloniakat 20 pg-mL™, majd kés6bb pedig 50 pg-mL™ kanamicin-szulfatot
tartalmazé BG-11 lemezre oltottuk a teljes szegregacio elérése érdekeben. Végil a kanamicin
rezisztens mintadkat 50 ml 50 pg-mL™ kanamicin-szulfatot tartalmazé BG-11 tépoldatba

oltottuk.

4.5. Génexpresszio mérés
A kiilonbozé gének expresszidjanak a méresére a relativ mRNS szintek valtozasanak a
meghatdrozasaval kovetkeztettiink kvantitativ qRT-PCR maodszerrel. A sejtek teljes RNS

tartalmanak kivonasadhoz 20 ml OD7,0=0,6 optikai stirtiségili tenyészetbdl indultunk, majd az
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RNS kivonast a “forré fenol” eljarassal folytattuk (117). Az RNS mintdkbdl az esetlegesen
még jelen 1évé genomi DNS-t DN-az (AMBION) kezeléssel tavolitottuk el. Az RNS
mintakrol reverz transzkripcioval cDNS-t szintetizaltunk. Ehhez H-MuLV (Thermo Scientific)
reverz transzkriptdaz enzimet hasznaltunk a gyartd Utmutatdsai alapjan. A cDNS mintakat
templatként hasznéltuk 2xMaxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific)
és 5 pmol primer tartalmd gPCR reakcioban 20 pL végtérfogatban. Belsé kontrol génként a
Synechocystis P-tipusi RN-4z B alegységét kodold gént (rnpB) hasznaltuk. A gének relativ
indukciodjat/expresszidjat a AAcr-modszerrel hataroztuk meg. A génexpresszios mérésekhez
hasznalt primerek szekvencidi az 1. té&blazatban vannak feltintetve. A suoS geén
expresszidjanak a mérésére a suoS-F/suoS-R oligonukleotid primer part, a suoT gén

expresszidjanak a méréséhez pedig a suoT-F1/suoT-R1 oligonukleotid primer part hasznaltuk.

4.6. A Synechocystis nehézfémekkel valé kezelése a suoT gén expresszéjanak a

méréséhez

20 mL OD72=0,5 optikai strtségii, exponencialis novekedési fazisban levo
Synechocystis tenyészeteket kiilonb6z6 fém- es félfémvegyiletekkel kezeltlink 15 percig: 12
uM NiCl,, 3 uM CoCly, 5 uM ZnS0O4 , 1,5 uM CdCl, 500 uM NaAsO,, 1 mM NaHASO,,

10 uM CuSQy, 7 uM CI’z(SO4)3, 7 uM K>Cr,0O-, 100 uM C8H4K20128b2>< X H50.
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4.7. A hidrogén-szulfid gazkromatografids mérése

Aerob mddon nevelt OD72,=0,75 optikai siiriiségi Synechocystis tenyészeteket anaerob
kdrnyezetbe helyeztilk (az anaerob kisérleti koriilményekben leirtak szerint). A tenyészeteket
sOtétbe tettlik, hogy meggatoljuk a fotoszintézist, majd 0,5 mM Na,S-ot fecskendeztiink a
tapoldatba. A tenyészeteket egy oran at preinkubaltuk, hogy a hidrogén—szulfid koncentracidja
kiegyenlitodjon a folyadék- és légfazis kozott, majd megmértik a légtér kezdeti szulfid
tartalméat. Ezt kovet6en fényen, 30 °C-on és 120 rpm-en razatva inkubaltuk a tenyészeteket 24
oran keresztll, majd pedig Ujra megmértiik a szulfid koncentraciot a légtérben.

A hévezetoképességi  detektorral (TCD)  felszerelt Shimadzu GC-2010
gazkromatografban egy HP-PLOT Q polisztirén-divinilbenzén (DVB) kapillaris oszlop (30 m
x 0.53 mm atméré6 x 40um bevonat, Agilent Technologies) biztositotta a géazok
szétvélasztasat. Mozgofazisként N, vivégazt hasznaltunk 7,95 mL-min™ aramlési sebességgel.

Az injektor és a detektor hémérséklete 150 °C-ra, mig az oszlopé 120 °C-ra volt allitva.

4.8. A SuoS fehérje szulfid—kinon oxidoreduktaz aktivitasdnak spektrofotometrias

tanulmanyozasa

Az anaerob kortlmények kdzott nevelt Synechocystis tenyészetekhez 2 mM Na,S-ot
fecskendeztink, majd a sejteket 5 oran at inkubaltuk. A tenyészetekbdl tilakoid kivonatot
készitettink Komenda és Barber (1995) eljarasa szerint (116,118).

A szulfid-fuggé PQ-1 redukcid kinetikajat 257 nm-en kovettiik anaerob korilmények
kozott, N, géazzal oxigénmentesitett kvarc kivettdkban egy Evolution 300 UV-Vis

spektrofotométerrel (Thermo Scientific). A reakcidelegy 10 mM K-HEPES-t (pH 7.4), 10 mM
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MgCl-ot, 10 mM KCl-ot, 40 uM PQ-1-et és 10,5 pg klorofill-mL™ tartalmu tilakoid kivonatot
tartalmazott. A szigor( anaerob kornyezet megorzése érdekében 10 U-mL™ katalazt, 1,0475
U-mL™? glikéz-oxidazt és 20 mM glikézt mértiink a reakcidelegyhez. A kiivettdkat ezutan
légmentesen zartuk, N, gazzal anaerobizaltuk majd 125 uM Na,S-ot fecskendeztiink a reakcid

inditasahoz. A Na,S torzsoldatot frissen készitettiik anaerob fillkében.

4.9. A suoR gén klonozésa, expresszidja és a SUoR fehérje tisztitasa

PCR-al felsokszoroztuk a suoR gént Synechocystis genomi DNS-r6l az slI5035Exp2Fw
és slI5035Exp2Rv primerekkel, amelyek 5’-BamHI és 3’-Hindlll restrikcids hasitasi helyeket
biztositottak a génszakasz végein. A suoR gént pET-28a expresszids vektorba klonoztuk, ami
N- és C-terminalis polihisztidin-tag-el ellatott fuzidés fehérjét biztositott Ni-affinitasd
kromatogréfias tisztitashoz. A SuoR flzids fehérjét E. coli BL21(DE3)RIL expresszids
torzshen termeltettiik: a transzformalt sejteket 22 °C-on, 250 rpm-en 250 ml 34 pg-mL™
kanamicin-szulfatot tartalmaz6 LB+ (20 mM glikdzt és 2% etanolt tartalmazd LB)
tapoldatban tenyésztettiik. ODgp=0.4-0.5 optikai striségnél 0.2 mM IPTG adagolasaval
inditottuk el a fehérjetermeltetést 5 éran keresztll. Majd a sejteket centrifugaltuk, és atmostuk
20 ml “tisztit6” oldattal (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, 10% glicerin,
pH: 8.0), majd reszuszpendaltuk 9 ml “tisztit6” oldatban, ami 5 mg lizozimot, 2 MM PMSF-t,
2 mM B-merkaptoetanolt és 1 ml CelLytic-B 10x (Sigma) oldatot is tartalmazott. A
szuszpenzidt 15 percig inkubaltuk szobahémérsékleten folyamatos rézatds mellett, majd a
sejteket szonikaltuk (Branson Sonifier 450), centrifugaltuk, majd a feluliszét elvalasztottuk a

sejttormelékektél. A felilliszot Miracloth-on (Calbiochem) sztrtik &t, majd hisztidin-
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affinitast Ni-toltetti oszlopkromatografiaval tisztitottuk. Ehhez a BioRad Profinity IMAC Ni-

oszlopat hasznaltuk a gyarto utasitasai szerint.

4.10. Elektroforetikus mobilités-eltolodés vizsgalata (Electrophoretic mobility shift

assays)

Az EMSA Iényege, hogy egy specifikus DNS-fehérje kolcsonhatast mutat ki. A
potencidlis promoter-szakaszt tartalmazd DNS-t reagaltatjuk a tisztitott fehérjével, amir6l
feltételezzilk, hogy koélcsonhatasba 1ép a cél DNS-el, majd elektroforézis utjan figyeljuk a
DNS mobilitasat. Ha az illetd fehérje affinitast mutat a kérdéses DNS szakasz irant, akkor
komplexet képez vele és az elektroforézis sordn a mobilitasa csokken.

410 bp hosszi DNS szakaszt (tovabba: cél-DNS) az slr5037up-1F és slr5037up-410R primer
parokkal. Nem-specifikus, kontrol DNS fragmentumnak a pBS vektorbdl sokszoroztuk fel
M13 univerzalis primerekkel egy 280 bp hosszu részt, ami a plazmid tébbszorés klénozdhely
(MCS, multiple cloning site) szakaszat tartalmazta. A reakcié 20 pL végtérfogatban zajlott és
100 mM Tris-HClI-ot (pH: 7.5), 10 mM EDTA-t, 1 M KCl-ot, 1 mM DTT-t, 50% glicerint, 0.1
mg-mL™ BSA-t, 647 ng cél DNS-t, 338 ng kontrol DNS-t és sorban névekvé mennyiségii (0-
70 ng-pL™) tisztitott Suo-R fehérjét tartalmazott. A reakci6elegyet 30 percig inkubaltuk 30 °C-
on, majd egy nem denaturdld 8%-os poliakrilamid gélre vittik Hellman és Fried eljarésa
szerint (119). Az elektroforézis 4 °C-on és 40 V-on zajlott tris-acetat-EDTA pufferben (pH:

9.5). A gélt etidium-bromiddal festettiik. Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a SouR

=z =7
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ng-uL™) SuoR fehérjét tartalmazé reakcidelegyekhez sorban névekvé (0.5 mM, 25 mM,
250 mM) mennyiségii NaAsO,-t mertink.

Annak ellendrzésére, hogy a SuoR befolydsolja-e a Synechocystis kromoszomalis
arzén-rezisztencia operonjanak, az arsBHC-nek a szabalyozasat, felsokszoroztunk egy 256 bp
DNS régiot, ami az arsBHC gének promoterét tartalmazta. Ebben az EMSA Kkisérletben
pozitiv kontrollnak 513,4 ng SuoR-specifikus suoRSCT-promoter DNS-t, 510 ng arsBHC
promoter-DNS-t és sorban novekvd mennyiségii (14, 28, 56 és 112 ng-uL™) tisztitott SuoR

fehérjét hasznaltunk.

4.11. Arzén-rezisztencia mérés

A vad tipusu Synechocystis és AsuoT mutans tenyészetek arzén rezisztenciajat
novekedési Kisérletekkel tanulményoztuk. Ehhez normal BG-11 tapoldatot hasznaltunk,
amihez 1 mM NaAsO,-t mértink. A vad tipust és AsuoT vonalak ndvekedését 8 napon

keresztul kovettik, mérve a tenyészetek optikai stirtiségét 750 nm hulldmhosszon.

4.12. Az intracellularis arzén tartalom meghatarozasa induktiv csatolast plazma

tomegspektrometriaval (ICP-MS)

A Synechocystis vad tipusl, AsuoT és AarsB mutans tenyészeteinek intracellularis arzén
tartalménak a meghatarozdsahoz a NaAsO,-el valé kezelés utan a mintdkat ICP-MS
vizsgalatra kuldtik. OD720=0,8 siirtiségli sejttenyészetet 10 uM NaAsO,-el kezeltiink 14 6réan

keresztul majd centrifugaltuk, atmostuk BG-11 oldattal, Gjra centrifugaltuk majd pedig a
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sejteket folyékony nitrogénben fagyasztottuk és liofilizaltuk. Atlagban 50 mL tenyészetbol
43.9743.15 mg nedves sejttomeg, ebbdl pedig liofilizalas utan 8.73+0.34 mg szaraz tomeget
nyertink. A mintdkat ICP vizsgalatra kildtik: témény salétromsavval és mikrohulldma
kezeléssel (MARSXpress CEM, Matthews) roncsoltak 200 °C-on 1600 W-al 15 percig, majd
pedig az arzén koncentraciot egy Thermo Scientific XSeries Il ICP-MS készilékkel hataroztak

meg.

4.13. In silico kisérletekhez haszndlt online adatbéazisok és szoftverek

A Synechocystis gének szekvenciait a Cyanobase cianobakterialis adatbazisbol nyertiik
(120).

Kiilonb6z6 mikroorganizmusok génszekvenciainak keresesére és homologia analizisekre
az NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (121) adatbazisat vettiik igénybe.

Annak érdekében, hogy felderitsiik, hogy més mikroorganizmusokban is eléfordulnak-e
a Synechocystis suoRSCT operonjahoz hasonld szerkezetli €s genetikai kdrnyezetii régiok a
GeCont-I genomi kontextus vizsgalo online bioinformatikai szolgaltatast hasznaltuk (122).

Fehérjek mésodlagos szerkezetének a meghatarozasara a Jpred (123) szolgéltatasat
hasznaltuk.

Transzmembran fehérje-szegmenseket elsésorban a SOSUI  szoftverrel (124)
azonositottuk, majd a Topcons szolgaltatassal ellendriztiik (125).

A SuoS enzim aktiv helyét biztositdé konzervalt aminosavakat a RaptorX (126) kotéhely-

felismer6 szoftverrel azonositottuk.
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A SuoR és SuoS fehérjek 3D szerkezetének felallitdisdhoz a Swiss-Model (127) online
szolgaltatast, a Protein Data Bank (128) adatbazist és a YASARA 3D (www.yasara.org)

modellez6 programot hasznaltuk.
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Primerek

Szekvencia (5°-3’)

5038Reg2SalIFw

AGGAGTCGACTGGTTAAATTTTGCCAAGGCTA

5038Reg2NotRev ACTTGCGGCCGCCTTACCAATGACTAATAAAGTC
Km/Stul-Fw TCAGGCCTAACTAAGTAATCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTAC
Km/StulRv TCAGGCCTTAGTTATTAGAAAAACTCATCGAGCATC

5035 Sal/EcoF

GTAGTCGACTGGGGATAGCCATCTTTAAT

5035 Sal/EcoR

CATGAATTCAAGCATCTGCAAATATTGCG

5035Pst/NotF AGGCTGCAGGAGACATTTGCTTGACTTAG

5035Pst/NotR GAAGCGGCCGCAAATTACCTACATTACTCCTGAACC
KmEco/PstF AGTGAATTCTTACTTAGTTAGGCGTTTTTCCATAGGCTCC
KmEco/PstR TGGCTGCAGTAAGTAACTAATGCGCGGAACCCCTATTTGT

sII5035Exp2Fw

AAGGATCCATGCAAATATCTGTGAATAAAACCC

slI5035Exp2Rv

TGGTAAGCTTTTAGTCTTCGCAGGATGAAA

FoUp5035Notl

AAGCGGCCGCGGGGATAGCCATCTTTAATAAACTGC

ReUp5035BamH|

AAGGATCCTGCGCTCAGTCTTTAATTGA

suoTdwnstrmFv-1

TTTTAAGCTTGGCATTGTCTGTCGCTATTT

suoTdwnstrmRw-577

TTTCTCGAGCCCCTAGTAATAAATAAACTCA

suoCKanamFv-1

TTTGGATCCAAGAACATGTGAGCAAAAGG

suoCKanamRw-1675

TTTTAAGCTTGCGGAACCCCTATTTGTTTA

sIr5037up-1F

CGATGTCGACTTAAGGTCTCATGGGTGTAA

slr5037up-410R

TTTATATCTCTGATTTTTATTGAAC

arsBpromot1F TATCAGAAAAATAGGTTGAATGCCC
arsBpromot265R AAACAAATTGAGCGTTCCCC

SuoS-F TCCTGAACCCTACATTGGCC

suoS-R TCTGAGCATTGGTTAACGTGG
suoT-F1 TGATCGCCCTGATGGAAGAA
suoT-R1 GAGCCGTATTTACCGGAAAAGA

1. Tablazat. Kldnozasi és génexpresszios kisérleteinkhez hasznalt primerek szekvenciai. Az
aldhuzott szakaszok a resztrikcids enzimek hasitasi helyeit jelolik.
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5. Eredmények

5.1. A suoRSCT gének és genetikai kornyezetének in silico tanulmanyozésa.

Az slI5035, sl15036, sIr5037 és sIr5038 nyitott leolvasési keretekkent jelolt gének a
Synechocystis pSYSM plazmidjan helyezkednek el a plazmid 34736-38144 régidjaban 3408
bp hosszan. Az slI5035-s115036 es sIr5037-sIr5038 tandem gének a nehézfém rezisztenciat
biztosité operonok (129) szerkezetéhez hasonl6an ellentétes iranyban irédnak at. Ezeknek a
génparoknak a -35 és -10 promoter elemei atfednek és valdszinilleg egy kozos represszor

szabalyozésa alatt allnak (12. &bra).

-10 T55
“GTAGTTATATTCT TAT AT ATTGET CGATTTHGORAGS
CATCBATATABGARTATTATARCCE GCTBAAGCETTCC
TS5 -10 -35
Eeall
sli5036 Hsirﬁﬂ? sir5038
suoR suoS SU0 suoT Is4suo

12. Abra. A suoRSCT operon szerkezete. A gének iranyat nyilak jelzik. Az ellentétes
irdnyba 4tirddo suoSR és suoCT gének promoter régidi kozos DNS szakaszon helyezkednek
el: a -35 és -10 promoter elemek atfednek, ezek, valamint a transzkripcids start (TSS) helyek

és a suoS és suoC start kodonjai vastag betiikkel vannak jeldlve.
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Az slI5035-0s gén terméke arzén rezisztenciaban szerepet jatszo regulétor fehérjékkel
mutat nagyfokd hasonlésagot és ennek alapjan az ArsR fehérjék csaladjaba tartozik egyéb
bakterialis transzkripcios represszorokhoz hasonloan. A fehérje elsédleges szerkezete alapjan
arra lehet koOvetkeztetni, hogy egyetlen doménbdl all. Kilonb6zé konzervalt régiok is
azonosithatdak, amelyek egyrészrél represszor fehérjékre jellemz6 dimerizaciot biztositanak,

masrészr6l DNS— és As—kot6 helyeket tartalmaznak (13. dbra).

1 is 30 45 G 75 ai 108 11z

e —————,—,—————

Dimerizaciés helyek bh & A AL AL A ) bh AdA AdA

DNS-koté helyek bk (515 N (55N bbb bk bk bh {5 5 N bk
Arzén-kotd helyek & & 1)

13. Abra. A SuoR fehérje elsédleges szerkezetének sematikus abrazolasa. Az aminosav
szekvencia alapjan a SuoR az ArsR fehérjék csaladjaba tartozik, amelyek hélix-fordulat-hélix
szerkezetll bakterialis transzkripcios regulator fehérjéket csoportositanak. A SuoR konzervalt

doméneket tartalmaz, amelyek dimerizacids, DNS-kot6 és As(111)-koté helyeket biztositanak.

Arzén—kotod fehérjék részletes tanulmanyozasa soran (88) harom cisztein aminosavat
azonositottak, amelyek feltehetéleg az arzén megkotésében jatszhatnak szerepet. A Swiss-
model szolgaltatas segitségével felallitottuk a SuoR fehérje haromdimenziés modelljét, hogy
megvizsgaljuk, vajon a SuoR fehérje rendelkezik-e azokkal az aminosavakkal, amelyek az
arzén megkdotéséhez elengedhetetlenek, illetve, hogy ezek térbeli elhelyezkedése optimalis-e a
feltételezett funkcié betdltéséhez. A modell szerint a SuoR a megfelelé konfiguracidban
tartalmazza azokat a konzervalt cisztein aminosavakat (Css, Cs7, Ca1, Co2), amelyek az arzén

megkdtésében jatszhatnak szerepet (14. abra).
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14. Abra. A SuoR fehérje 3D modellje. A fehérje 3D szerkezetét a PDB adatbazisban
talalhatd 3F60 szerkezet alapjan alkottuk meg. Az arzén megkdtéseben szerepet jatszd
kénatomok sérga gdmbokkent vannak feltlintetve a narancssargéval jelolt cisztein (Cgs, Cay,

C41, ng) molekuldkban.

Az slI5036-0s gén altal kodolt és SuoS-nek elnevezett fehérje aminosav szekvenciaja
52% illetve 54% azonossagot és 66% illetve 67% hasonldsagot mutat az Oscillatoria limnetica
és Aphanothece halophytica SQR-eivel. Cianobaktériumok SQR-eivel mutatott nagyfoku
hasonlosaga alapjan feltételeztlik, hogy a suoS gén is egy aktiv enzimet kodol. A fehérje 428
aminosavbol all, becsilt molekulatémege 46,794 kDa, 8,7-es pH-n talalhat6 az izoelektromos
pontja, valamint 4,97-es netto toltéssel rendelkezik semleges pH-an. A fehérjének nincsenek
transzmembran régioi a Sosui predikcios program szerint, ami egybehangzik azzal a kisérleti
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megfigyeléssel, hogy a legtdbb SQR monotopikus enzim (73) szorosan a membranhoz
kotédve a periplazmatikus oldalon. A cianobaktériumok SQR-ei monomerek formajaban
aktivak, amint azt az Oscillatoria limnetica és Aphanothece halophytica cianobaktériumok
tisztitott SQR-ei esetén megmutattdk (12). A monomer formak mellett ismertek
homodimerekké rendez6d6 SQR-ek is pl. az Acidianus ambivalens archeaban (51) vagy
homotrimerekkeé rendez6d6 SQR-ek az Aquifex aeolicus termofil baktériumban (65).

Annak érdekében, hogy kideritsiik a SuoS fehérje funkciojat eldszor a RaptorX fehérje
szerkezet— és funkcidé—predikcidos program segitségével megvizsgaltuk az aminosav
szekvenciajat, hogy megallapitsuk, rendelkezik-e azokkal a szerkezeti elemekkel, doménekkel

amelyek alapjan feltételezhetd, hogy a SuoS egy aktiv SQR (2. tablazat).

Zseb Gyakorisag Ligandum  Kotésben részt vevé aminosavak

1 124 FAD 17 G8 A9 G10 L11 G12 S34 E35 F36 V42 P43 L45
K77 V78 A102 S103 G104 1122 C123 P158 A252
F254 G285 V286 K304 S305 G306 T309

2 98 H2 C155 F156 G157 P158 P303 K304 S305 C340 F341
A342 Y351
3 35 DC L11 P43 G306 Q307 L339 F341 1352 K380 F383

W399 F400 K402

2. Tablazat. A SuoS fehérje konzervalt doménei. A tablazatban a ,Zseb” mutatja a
kiilonbozé funkciot betdltd domének szamat, a ,,Gyakorisag”, hogy az adatbdzisban hany
esetben fordult el hasonlo ligandum-koté hely. A ,Ligandum” jelenti az emzim kofaktorait,

szubsztratjait, mig a jelolt aminosavak az illet6 ligandum megkotésében jatszanak szerepet.
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A SuoS fehérje SQR—ekre jellemzé aminosavainak az azonositasa utan 3D homol0gia
modellezéssel megvizsgaltuk az aktiv domének térbeli elhelyezkedését is, hogy lassuk, hogy a
teljes molekula szerkezetileg is alkalmas lehet—e az SQR szerepre.

Az eddig mas mikroorganizmusokbol tisztitott SQR-ek kristalyszerkezete, valamint
funkcio- és hely-specifikus mutécio-analizisek alapjan felallitottuk a SuoS enzim 3D
szerkezetét és mitkodési elvének molekularis modelljét (15. abra). A jelenlegi szakirodalom 3
mikroorganizmusbol szarmaz6 SQR kristalyszerkezetér6l szamol be: 2009-ben hatarozta meg
Brito munkatarsaival az Acidianus ambivalens archea (51), majd Marcia és munkatarsai az
Aquifex aeolicus hipertermofil baktérium (65), majd 2010-ben Cherney és munkatarsai az
Acidithiobacillus ferrooxidans proteobaktérium SQR-ainak kristalyszerkezetét (66). Mivel az
ismert kristalyszerkezetii SQR fehérjék kozil az Acidithiobacillus ferrooxidans SQR-e mutatja
a legnagyobb foku azonossagot (35%) és hasonlésagot (54%) a SuoS fehérje szekvenciajaval,
ezért ezt valasztottuk templatként a 3D-szerkezet modellezéséhez. A YASARA program
segitségével megalkottuk a SuoS térbeli szerkezetét és meghataroztuk azokat az aminosavakat,
funkcids csoportokat és szerkezeti alegységeket, amelyek lényeges szerepet toltenek be az
enzim milkodésében. A kovetkezé aminosavakat és szerkezeti elemeket sikeriilt azonositanunk

a fehérje szerkezetében (15. &bra):
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15. Abra. A Synechocystis 6803 SuoS SQR fehérje homoldgia-modellezéssel felallitott
térszerkezete. Kiilonb6z6 szinekkel vannak feltiintetve a fehérje szerkezeti vagy miikodési
szempontjabol fontosabb aminosavai és motivumai: piros gdmbdkkel vannak jeldlve azok a
konzervalt cisztein aminosavak (Ci23, Ciss, Caao), amelyek az enzim aktiv helyét képezik és a
FAD kofaktort koordinaljak, valamint a hidrogén—szulfid oxidaciojat katalizaljak. Mésodlagos
aminosavak, amelyek szintén a hidrogén—szulfid oxidaciojaban vesznek reszt (Y160, E161, K3oa)
narancssarga goémbokkent vannak feltiintetve. Sarga pontokkal és szalaggal van jeldlve az a
Vags-P303 aminosavak &ltal kdzrezart régio (,,capping loop”), amelynek a hidrogén—szulfid
felvételében van szerepe. A sotétzold gombok azokat az aminosavakat (lsag, Fsss) jelolik,
amelyek a plasztokinon stabilizaldsaban jatszanak szerepet, mig a vildgoszold aminosavak
(Es10, Ksgo) a plasztokinon redukaldsat katalizaljadk. A kék szinnel kiemelt ls74-Vaos
aminosavak altal kozrezart rész egy hidrofob kettds hélixet alkotnak. Az enzim ezen a részen
kapcsolodik a membranhoz és itt térténik meg a plasztokinon membranbdél torténé felvétele is.
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A SuoS fehérje vizsgalatanak in silico eredményei alapot adtak tovabbi in vitro és in
vivo Kisérletek megtervezésére és az enzim mitkdeésének bizonyitasara.

A suoSR gének kozvetlen kozelében, ellentétes iranyban helyezkedik el az slr5037-es
suoC @gén, ami egy 127 aminosavat tartalmazdé fehérjét kodol. A SuoC a
mikroorganizmusokban nagymértékben konzervalt DUF302-es fehérje csaladba tartozik,
funkciojuk azonban még ismeretlen. Ugyanakkor a SuoC 32%-0s azonossagot és 60%-0s
hasonlésagot (e=10%%) mutat az Agrobacterium tumefaciens egy feltételezett fehérjéjével
(AT5A_19741), ami pedig alacsony hasonldsdgot mutat kiilonbozé arzenit-oxidazokkal és
transzport fehérjékkel.

A suoC gén utén az slr5038, suoT gén kovetkezik, ami a Cyanobase annotéacidja szerint
egy kromét transzporterekkel homoldg fehérjét kodol. A SuoT a Sosui és Topcons predikciok
szerint egy 11 transzmembran hélixet tartalmazo integrélis fehérje (16. dbra). Azonban, mivel
a suoT egy SQR-t és egy ArsR-tipust fehérjét kddold gen szomszédsagaban van, nagyobb
valoszintiséggel lehet kapcsolatban kén vagy arzén anyagcserével/rezisztenciaval mint krom

transzporttal.
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16. Abra. A SuoT integralis fehérje 11 transzmembran a-hélixét abrazolé feltételezett

szerkezete.
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5.2. A SuoS SQR enzim genetikai és fiziologiai jellemzése
Bar SQR enzimeket szdmos prokariotdbol és eukariotabdl is kimutattak,
génszabalyozasukrdl annyi ismert, hogy a legtobb él6lényben feltehetéen konstitutivan
fejez6dnek ki. Ennek tisztazdsara fogtunk bele génexpresszios meérésekbe, hogy kideritsiik
milyen kémiai elemekre, vegyiiletekre indukalédnak a gének, és hogy hogyan szabalyozddik a

gének kifejezodése.

5.2.1. A suoRSCT operon expresszidjanak és génszabalyozasanak a vizsgalata

Az in silico tanulmanyok eredményei szerint a SsuoSR és a suoCT gének
feltételezhetéen egy koz0s represszor szabalyozdsa alatt atfedd promoter régidkkal
rendelkeznek és ellentétes iranyban irédnak &t. Mivel a suo gének kiilonboz6
anyagcserefolyamatokkal és/vagy rezisztencia mechanizmusokkal hozhatok kapcsolatba (a
SUOR gén valdsziniileg arzén rezisztenciaban, a suoS kénanyagcserében, a suoT pedig
nehézfémek, mégpedig kroméat rezisztencidban/transzportban jatszhat szerepet), ezért
elssorban azt vizsgaltuk, hogy a gének milyen, a kdrnyezetben is eldforduld, vegyi anyagokra
expresszalodnak, valamint, hogy hogyan szabalyozodik a gének kifejezdédése. Kiilonbozo
nehézfémsokkal és kénvegyiiletekkel kezeltik a vad tipust sejteket és azt talaltuk, hogy a
vizsgalt 11 vegyilet kdzil minddssze 3-ra indukalodnak a suo gének: arzenit, szulfid és
antimon kezelésnél figyeltink meg emelkedett génexpressziot. Bar a suoT gén kromét
transzporterként van nyilvantartva az adatbazisban, nem észlelttink affinitast sem Cr(I111) sem
Cr(VI) irdnt. Tovabba, mivel a SuoR arzén rezisztencidval hozhatd 6sszefiiggésbe,
Synechocystis tenyészeteket As(I11)- illetve As(V)-sdkkal kezeltlink és figyeltik a gének

expressziojat. Azt figyeltik meg, hogy As(Il) jelenlétében expresszalédnak a suoRSCT
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gének, de normalis korulmények kdzott As(V)-re nem (17. abra). Ez a szelektiv affinitas
jellemzd az ArsR fehérjékre, de ezek mellett az is, hogy ezek a represszorok antimon
jelenlétében is megengedik a génkifejez6dést (101). Ezért megvizsgaltuk, hogy vajon az ArsR
csalad fehérjéire jellemz6en a SUOR is derepresszalodik—e Sh(lll) jelenlétében. A qRT-PCR-
os kisérleteink eredményei azt mutattdk, hogy a suoT gén valoban kifejez6dik antimonra is,
ebbbl pedig arra kovetkeztettiink, hogy az egész operon indukalodik Sb(l11)-ra, tehat a SuoR

Sb(lll)-ra is specifikus.

Relativ transzkript szint

0 50 100 150 200

17. Abra. A suoT gén expresszija Kiilonbzé ionokkal kezelt vad tipusi mintakban. A
suoT gén nem mutat expressziot sem kiilonbozé kromvegyiletek jelenlétében, sem pedig
egyéb nehézfémekre. A suoT — és egyuttal a SUoRSCT operon — csak arzenit, antimon és
szulfid jelenlétében mutat expressziot. Az &bran a relativ transzkript szint a suoT mMRNS-nek a
kezelt mintdkban meghatarozott, a kezeltlenre vonatkoztatott mennyiségét jelenti, és igy az

indukcié mértékét mutatja.
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Mivel a suoRSCT operon els6 génje a suoR termékének a SuoR-nek az aminosav
szekvencidja alapjan az ArsR represszorok csaladjaba tartozik, feltételeztiik, hogy szerepe a
suo operon szabalyozasaban all. Hogy ezt kideritsiik, a Synechocystisnek egy ASuoR mutans
vonalat hoztuk létre, amiben a suoR gént egy kanamicin rezisztencia génre cseréltik ki.
Megmeértik a gének expresszids szintjét a AsuoR mutansban és azt tapasztaltuk, hogy a suoR
hianydban a suoS és suoT gének konstitutivan kifejezGdnek, tehat az egész operon a SuoR

represszidja alatt all a vad tipusban (18. abra, a és b oszlop).

[ Jsuos
I suoT
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Relativ transzkript szint
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18. Abra. A suoS és suoT gének expresszidja a AsuoR mutansban és a vad tipusban
szulfid és arzenit jelenlétében. A Synechocystis ASuoR mutansban a suoS és suoT gének
konstitutivan fejezOdnek ki, tehat a SuoR fehérje egy represszor szerepét tolti be; hianyaban a
gének derepresszalodnak és maximalisan kifejezédnek (a, b oszlopok). A Synechocystis vad
tipust tenyészeteiben a gének represszids gatlas alatt vannak (c, d oszlopok) de szulfid (e, f
oszlopok) és/vagy arzenit - As(lll) - (g, h oszlopok) jelenlétében a gének kb. 200-szoros
expressziot mutatnak. Az abrén a relativ transzkript szint a suoS és suoT mRNS-eknek a vad

tipusu sejtek kezeletlen valtozatahoz (c és d oszlopok) viszonyitott mennyiségét jelenti.
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5.2.2. A SuoS SQR enzim redox funkcidjanak a tanulmanyozasa

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a Synechocystis SuoS SQR enzime aktiv-
e, az enzim elektron akceptor félreakcidjat és elektron donor félreakcidjat specifikus
mabdszerekkel, killon tanulmanyoztuk. A szulfid oxidaciét (elektron akceptor félreakcid) teljes
sejtes rendszerben gazkromatogréfiaval, a kinon redukciot (elektron donor félreakcid) pedig
tilakoid kivonatban anaerob spektrofotometriaval, a plasztokinon redukaltsagi fokanak
mérésével hataroztuk meg.

Vad tipust, AsuoRSCT mutans és soOtétben inkubalt vad tipusi Synechocystis
tenyészetekben vizsgaltuk a SuoS enzim miikodését. A kiilonb6z6 valtozatokat egyenként 0,5
mM natrium-szulfiddal kezeltiik és 1 6ra inkubalasi id6 elteltével megmértiik a kezdeti szulfid
tartalmat. 24 6ra elteltével ismét megmertik a tenyészetek szulfid tartalmat.

Azt figyeltik meg, hogy a fényen tartott vad tipusu véltozat tenyészedényeiben nem
volt kimutathaté mennyiségti hidrogén—szulfid, tehat a sejtek teljes mértékben elfogyasztottak
a tenyeészethez adott hidrogén—szulfidot, ez pedig jelentds bizonyitéka a SuoS enzim elektron
akceptor felreakciojanak (19. abra). A AsuoRSCT mutéans esetében hozzavetblegesen 20%—0s
hidrogén—szulfid csdkkenést tapasztaltunk, tehat a suoS gén eés —enzim hianyaban nem valdsul
meg a hidrogén—szulfid metabolizmusa. Hasonld eredményt kaptunk a sététben inkubalt vad
tipusu véaltozatnal is, ahol nagyjabol 10%—-os hidrogén—szulfid csokkenést észleltiink, tehat a
SouS in vivo aktivitasa a fény jelenlétéhez kotott. Ennek az eredménynek a legkézenfekvobb
magyardzata az, hogy fény jelenlétében a hidrogén—szulfidrél szarmazo6 elektronok kinon
akceptorokra tovabbitodnak, viszont ez a folyamat sotétben gatlodik a fotoszintetikus
elektrontranszport leallasa és a PQ-allomany magas redukaltsagi foka miatt. Ez bizonyitja,

hogy fény jelenlétében a SuoS a hidrogén—szulfidbdl szd&rmaz6 elektronokat a fotoszintetikus
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elektrontranszport lancba szallitja, tehat egy alternativ fotoszintetikus utvonal kulcsenzime. Az
a tény, hogy a AsuoRSCT mutansban és a sotétben tartott vad tipus esetében 10-20%—ban
kimutathaté a hidrogén—szulfid csokkenes, az felteheten kémiai reakcioknak tulajdonithato,
ugyanis a tapoldatban mikroelemek forméajaban talalhaté fémek konnyen képeznek szulfidokat

az amugy igen reaktiv hidrogén—szulfiddal (43).
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19. Abra. Géazkromatografiaval mért hidrogén-szulfid tartalom a Synechocystis SuoS
enzimének jelenlététol és miikodésétol fiiggéen. Az dbra oszlopai a vad tipust, AsuoRSCT
muténs és a sotétben tartott vad tipusd Synechocystis tenyészetek gazkromatografiaval mért
hidrogén—szulfid tartalmat mutatjék az eredeti hidrogén—szulfid mennyiség figgvényében %—
ban Kkifejezve. 24 6ra inkubacié utan a vad tipust sejtek 100%-ban lebontjak a hidrogén—
szulfidot. A AsuoRSCT mutans a SuoS enzim hianyaban, valamint a sotétben inkubalt vad
tipusu tenyészetek a fotoszintetikus transzport lanc gatlasa miatt nem oxidaljak a hidrogén—

szulfidot.
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5.2.3. A SuoS SQR enzim elektron donor félreakcidéjanak a tanulmanyozasa

A SuoS enzim elektron donor félreakcidjanak a tanulmanyozasahoz a szakirodalomban
egy mar jol kidolgozott mddszerhez folyamodtunk (11,71,130): a modszer lényege, hogy a
plasztokinol (PQH,) és plasztokinon (PQ) eltéré6 hullimhosszaknal mutat abszorpcids

maximumot, a PQ 257 nm-nél, a PQH, pedig 292nm-nél (20. &bra).

200

Plasztokinon (PQ)  e——

.
= Plasztokinol (PQHz) =====

Hullamhossz (nm)

20. Abra. A plasztokinol/plasztokinon abszorbcids spektruma etanolban. A plasztokinol
abszorpciés maximuma 292 nm kortl van, mig a plasztokinoné 257 nm-nél. Az &bra

maddositva a http://www.cyberlipid.org/vitk/plas0002.htm alapjan.

Az SQR aktivitas kimutatasahoz PQ-1-et hasznaltunk, ami a természetes
plasztokinonnak egy vizoldékony, rovid izoprén oldallanci valtozata, amit hasonld, in vitro
kisérletekhez altaldnosan hasznalnak (131). Mivel a kiils6leg hozzaadott PQ nehezen jut
keresztll a sejtfalon, teljes sejtes rendszerek helyett izolalt tilakoidokat hasznéltunk (11). Erre
a célra szulfiddal kezelt vad tipusi és AsuoRSCT mutansokbdl izolalt tilakoidokat

hasznaltunk.
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Szigoruan anaerob kortulmények kozott spektrofotometriaval jo1 kovetheté 257 nm—nél
a PQ redukaltsagi fokanak a valtozéasa. Azt figyeltiik meg, hogy a szulfiddal kezelt vad tipusd
sejtekbol izolalt tilakoidok jelenlétében csdkkent a PQ mennyiseg, tehat novekedett a PQH;
mennyiség, mig a ASUoRSCT muténshol izolalt tilakoidokat tartalmazd minték esetében a PQ

szintje nem valtozott (21. abra).
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21. Abra. A plasztokinon redukcié vad tipust tenyészetb6l és AsuoRSCT mutansbol
izolalt tilakoidok jelenlétében. A plasztokinol koncentracidja né a vad tipusu sejtek esetében,

a AsuoRSCT mutansok esetében a plasztokinol koncentracié nem valtozik.

Eredményeinket 6sszegezve felallitottuk a SuoS miikodésének molekularis modelljét a
fentiekben emlitett in silico tanulmanyok (3D modelezés), a SuoS in vivo és in vitro Kisérleti
eredményei és a jelenlegi szakirodalmi adatok alapjan (15. abra):

e a Vyg-P3p3 aminosavak altal kodzrezart régié egy ugynevezett ,capping loop”

struktarat alkot, ami a hidrogén—szulfid felvételét és az enzim aktiv kdzpontjaba
valo széllitasat biztositja (64). Ezek mellett Griesbeck és munkatarsai (61)

helyspecifikus mutagenézissel kimutattdk, hogy Va.s-0s aminosavnak (a
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Rhodobacter capsulatus-ban a Valso, homologja) kulcsfontossagu szerepe van az
enzim szulfid és kinon iranti affinitasaban is.
A Ci23, Cis5, Cas0 aminosavak szigoruan konzervaltak a prokariéta SQR-ek kdzott
és az enzim aktiv centrumat képezik. Szerepiik elsédlegesen a FAD kofaktor
koordinalaséban van, valamint a redox reakciok katalizalasaban vesznek részt.
A Cis5 és Cayp cisztein aminosavak esszencialisak: amikor Griesbeck és munkatarsai
(61) pontmutacioval Kkicserélték a homolég aminosavakat (Cisg €s Css3) a
Rhodobacter capsulatus-ban az teljesen elveszitette az aktivitdsat. Ennek a két
ciszteinnek a szerepe egy diszulfid hid létrehozasa és a hidrogén—szulfid oxidalasa,
valamint a FAD kofaktor redukélasanak a koordindlasa. A harmadik konzervalt
cisztein, a Cip3, foleg a FAD molekula stabilizalasaban és a végsdé poliszulfur
termék enzimrdl vald levalasztasaban jatszik szerepet. A Cio3 Kén atomja kovalens
kotést alkot a FAD izoalloxazin gytrijének CgM-es atomjaval (a FAD Csg-as
atomjanak metil csoportja) hogy stabilizalja a FAD molekulat.

o Ahogy bejut a S* ion az enzim aktiv centrumaba nukleofil tdmadast indit a
C155-S-S™-Caqp szulfid-hid kotésére, ami egy tiol gyokdt eredményez a Cyss-0n
és egy diszulfidot a Czgo-en.

0 A Csq0-S-S diszulfid megtdmadja a FAD molekula C, atomjat.

0 Azutan a Cis5-S™ tiolgydk a Csg-S-SC,A-FAD-ot tamadja, a FAD
disszocialédik és egy triszulfid hid képzodik a Cys5-Caag kHZOtL.

0 Ezareakci6 addig ismétlodik, amig egy 8 kénatomos gytir(i képzddik, majd ez

levélik a C123 diszulfid segitségével.
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e Brito és mtsai. (51) megéllapitottdk, hogy az Acidianus ambivalens termofil
baktérium SQRnek D5 €s Dss3 aszparaginsavjai szerepet jatszanak a hidrogén—
szulfid molekula nukleofil természetének a ndveléseben a fent emlitett két cisztein
aminosav diszulfid-hid kotésére gyakorolt tamadasakor (ezek a ciszteinek a Ci7g és
Css0 homologjai az A. ambivalens SQR-ben). Ezért feltételezhetd, hogy a SuoS
enzimben hasonlé folyamat zajlik le a hasonld funkcios csoportok katalizisével: az
utobbi aszparaginsav megfeleléje a SuoS-ben a Dsgs, az elobbit viszont a Hig
hisztidin helyettesiti a Synechocystisben. Ez az aminosav szubsztitlcio lehetséges
annak alapjan, hogy Griesbeck és mtsai. (61) kimutattak, hogy a R. capsulatus bibor
kénbaktériumban a megfelelé Dy;s5-6t funkcionalis szempontbol helyettesitheti a
Hig6 hisztidin.

e Véqgll pedig Y160-E161 tirozin-glutaminsav par (A. aeolicus Yi61-E162) (10,64,65) és
a Kaoq lizin (51) feltehetbleg ugyancsak fontos szerepet tolt be a szulfid-FAD kozotti
oxidoredukcios folyamatokban.

Az SQR enzimek miikodésének elektron donor félreakcidja molekularis szempontbdl
kevésbé ismert, mint az elektron akceptor félreakcidja, de a jelenlegi adatok alapjan
a kovetkezé mechanizmus allithat6 fel:

e A plasztokinon molekula aromas gytriijét az lss9 izoleucin és a Fsgz fenilalanin
stabilizalja (A. aeolicus lz4g, Fags).

e Feltehetbleg az Esjp €S Ksgo aminosavak jatszanak szerepet a FAD-plasztokinon
kozotti oxidoredukcidban (A. aeolicus Esig and Ksgy).

e Végul pedig, egy, az l.-es tipusi SQR-ekre jellemz6é helix-fordulat-hélix

amfipatikus motivumot azonositottunk a l374-Va2s aminosavak altal kdzrefogva. Az
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enzimnek ez az amfipatikus C-terminalis része biztositja a tilakoid membranba val6
agyazodasat, valamint a kettds hélix révén egy olyan csatornat alkot, ami a
plasztokinon felvételében és az enzim aktiv centrumaba valo szallitasaban jatszik
szerepet.

e A [hidrogén-szulfid — SQR enzim — plasztokinon] elektrontranszport iranyat a
donor-akceptor molekuldk elektrokémiai jellemz6i is alatamasztjak, ugyanis a
rendszer elemeinek a redoxpotencialja a kdvetkezd sorrendben né: H,S/S -140 mV

< FAD/FADH; -60 mV (10) < PQ/PQH, +80 mV (132).

5.2.4. A suoS SQR gén szabalyzasanak a vizsgalata

Annak ellenére, hogy szdmos organizmus SQR enzime biokémiai, fiziologiai és
szerkezeti szempontb6l alaposan tanulmanyozott, nincsen adat a szakirodalomban arrél, hogy
milyen modon szabalyzodik ezeknek az enzimeknek a kifejezodése. Bar a legtobb stressz-
indukalt gén pozitiv regulacié alatt all a Synechocystisben (133), a SuoS enzim esetében
feltehet6leg negativ szabalyozas is eléfordulhat. Ennek tisztdzasa érdekében fogtunk neki a
suoS gén szabalyzasanak a vizsgalatahoz.

Mivel a SuoS SQR egy alternativ fotoszintetikus Utvonalat biztosit, a gén kifejez6dése
feltételezhet6en negativ indukcio 4ltal szabalyzott mivel, ahogy a fentiekb6l is lathattuk, csak
a megfeleld koriilmények kozott expresszalodik (17. és 18. abra). A fenti qRT-PCR-o0s
kisérletekbdl azt lattuk, hogy a SUORSCT operon génjei elsdsorban szulfid, arzenit és
feltételezhetéen nemspecifikusan antimon hatasara expresszalddnak. A AsuoR muténssal
végzett kisérleteinkbdl pedig azt lattuk, hogy a SuoR hianyaban az operon genjei konstitutivan

expresszalddnak, tehat a SuoR egy represszor fehérje, ami az operon szabalyozaséaért felelds.
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Tovéabba, homoldgia modellezés Gtjan azt is megallapitottuk, hogy a SuoR nagymértéki
hasonlosdgot mutat ArsR regulatorokkal, amelyek mikroorganizmusokban arzén
rezisztenciaban toltenek be szabalyz6 szerepet (75,77,89). ArsR regulatoroknak SQR-el val6
kapcsoltsaga nem ismert a szakirodalombdl, ennek tisztazasa érdekében tovabbi kisérleteket
terveztiink. Mivel egyértelmiivé valt a suoS gén szulfiddal kapcsolatos szerepe, felmerilt a
kérdés, hogy milyen Osszefuiggés all fenn a suoRSCT operon és az arzén kozott. Annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk az operon arzénnal valé kapcsolatat, a suoR gént egy pET—
tipusi expresszidés rendszerbe klonoztuk, a fehérjét tdltermeltiik, majd nikkel affinitas
kromatogréfiaval tisztitottuk. A SuoR fehérje szerepét elektroforetikus mobilitas—eltolodassal
(EMSA) vizsgaltuk.

Azt figyeltik meg (22 A. &bra), hogy a SuoR mennyiségének ndvelésével csokkent a
cel-DNS mobilitdsa a gélen. Lényegében ezzel a kisérlettel in vitro kimutattuk, hogy a SuoR a
SUORSCT operon represszora. Ebben a kisérletben azt is megfigyelhettiik, hogy As(I1I)
jelenlétében disszocidlédik a SuoR a cél-DNS-rél, kimutattuk tehat in vitro az operon
derepresszidjat. A SuoR fehérje tehat kdlcsonhatésba lép a suo operon promoter szakaszat
tartalmaz6 DNS-ével, ami azonban megsziinik arzenit jelenlétében.

Az eredmények soran felmeriilt az a kérdés is, hogy van-e kdlcsénhatds a suoRSCT
operon és az arzén rezisztencidban szerepet jatsz6 arsBHC operon génszabalyozasa kozott? Ez
azért volt valdszintisithetd, mert a SUOR és az arsBHC géneket szabalyzO transz-helyzetii
ArsR is ugyanabba az ArsR fehérje csaladba tartoznak. Ebbél addddan pedig lehet, hogy a
suo operon is egy arzén rezisztencia rendszert kddolhat. Egy masik EMSA kisérletben (22 B.
abra) a SuoR fehérjét a suo operon promoterét tartalmaz6 cél DNS-el és az arsBHC operon
promoterét tartalmaz6 DNS szakasszal reagaltattuk. Azt talaltuk, hogy a SuoR teljesen

visszatartja a (specifikus) suoRSCT operon promoterét tartalmazd6 DNS-t a gélen, de nincsen
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hatassal az arsBHC operon promoterére. Nincsen tehat kimutathatd kdlcsdnhatas a két operon
szabalyzéasa kozott, legalabbis a SuoR nincsen befolyassal az arsBHC gének szabalyzasara.
Feltételezhet6en a k6zos induktort, az arzenitet kivéve nincs is mas hasonldsag a két operon

kdzott. A suoRSCT operon egy mas, az arzén rezisztenciatol eltérd szerepet t0lthet be.

A SuoRl B - SuoR]
2

ISUORSCT-prometer —— bl S &

-
Pro = ot Sad bal S el o (VY -

5 arsBHC-prometer—— bl bl Bt Sl S

Ctrl=> uuuu‘nuuhuuu\‘u“

ng/ul SuoR 7 14 21 28 35 42 49 56 70 56 56 56

mM As(lll) 0.5 25 250

¥

22. Abra. Elektroforetikus mobilitas-eltolodas. (A) A SuoR fehérje specifikusan a suo
operon promoter-régidjanak DNS-éhez kotddik (Pro) és lecsdokkenti a mobilitdsat a gélen,
tehat in vitro represszélja az operont. Arzenit As(lll) jelenlétében azonban disszocidlédik a
fehérje a DNS-r6l, in vitro derepresszalodik az operon, mig a kontrollként haszndlt DNS
fragmentum (Ctrl) mobilitdsa nem véltozik. (B) A SuoR fehérje teljesen visszatartja a gélb6l a
specifikus suoRSCT promoter régiét tartalmazo DNS-t, mig az arzén rezisztenciaban szerepet

jatszé arsBHC operon promoter-szekvenciaja irant nem mutat affinitast.

5.3. A SuoT membranfehérje arzén anyagcserében betoltott szerepének vizsgalata

A Synechocystis jol jellemzett ArsBHC arzén rezisztencia rendszerének egyik tagja, az
ArsB egy integralis membranfehérje, amely Kizarolag az As(l11) exportjaban jatszik szerepet
(101). Mivel a SuoT-nek is hasonld a szerkezete, a membranban vald lokalizécidja és mivel a

suoT gén As(lll)-ra indukalodik, felmerdlt, hogy ez a fehérje is rezisztenciat eredményez6
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detoxifikacids arzén transzportban jatszhat szerepet. Ennek tisztazasa érdekében egy AsuoT
mutans vonalat allitottunk el és Osszehasonlitottuk az AarsB muténssal (101). 100 és 1000
uM As(I1l)-al kezeltink vad tipusl, AsuoT és AarsB tenyészeteket 3 Oran keresztiil, majd
megmértik a sejtek arzén tartalmat induktiv csatolast plazma tdmegspektrometriaval (ICP-
MS). Azt talaltuk (23. &bra), hogy a feltételezéseinkkel egybehangzéan a AarsB muténs
arzéntartalma nagyobb volt mint a vad tipusu sejteké. A AsuoT mutans sejtjei azonban
kevesebb arzént tartalmaztak, mint a vad tipustak. A AarsB mutans megndvekedett arzén
koncentrécidja érthetd, ugyanis az ArsB transzportfehérje hidnyaban a sejt altal felvett arzént
nem tudta az ArsBHC arzén rezisztencia rendszer leadni. A AsuoT mutans vad tipushoz
viszonyitott csokkent arzéntartalmabdl arra kovetkeztethetiink, hogy a SuoT egy olyan

transzporter, amely az arzén felvételéért lehet felel6s.

] 100 uM As(lll)
8004 [ 1000 uM As(lll)

1

WT AsuoT AarsB WT AswuoT AarsB

23. Abra. Induktiv csatolast plazma témegspektrometriaval mért arzén koncentracio a
vad tipusu tenyészetekben valamint a AsuoT és AarsB mutdnsokban. A két vizsgalt
Kisérletben (100 és 1000 uM arzenit koncentracional) a AarsB mutéansban az ArsB exporter
hianyaban felhalmozddik az arzén a sejtekben a vad tipushoz viszonyitva, mig a AsuoT
muténsban a legkisebb az arzén mennyiség. Ez az eredmény arra utal, hogy a SuoT arzén
felvételben jatszik szerepet.
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Fontos megjegyezni, hogy az 1 mM As(lll) (bar nagyon toxikus a legtdbb
mikroorganizmus szamara) a Synechocystis ndvekedésére nincsen kéros hatassal: novekedési
kisérleteket végeztiink vad tipusu és AsuoT mutansokkal arzén nélkil és 1 mM As(lll)
jelenlétében és OD7sp-en kovettik a novekedésiiket 8 napon at. Azt tapasztaltuk, hogy nem
volt kilénbség a vad tipusi és a AsuoT sejtek ndvekedése kozt fliggetlenil az arzén

jelenlététol (24. &bra).

] —wretrL
1.0 - WT, 1mM As(lll)
AsuoT CTRL

0.8 AsuoT, 1mM As(lll)

0.6
8 0.4-

0.2

0.0

0 2 4 = ’
Id6 (napok)

24. Abra. A vad tipusi és a AsuoT muténs sejtek novekedése arzén kezelés hatasara. A
vad tipust és a AsuoT mutans tenyészetek egyforman ndnek akkor is, ha 1mM arzénnal

kezeljlk a tenyészeteket; tehat ez a koncentraciéo nem kéaros a sejtekre.

Ezeken a megfigyeléseken kiviil a suo operon egy masik érdekessége a foszforral val6
kapcsolataban tiint fel. A szakirodalomban sok esetben torténik utalas a foszfat és az arzenat,
As(V) kozotti kompetitiv kapcsolatra (134-136), s6t felvetodott az az elképzelés is, hogy
egyes baktériumokban az arzén helyettesitheti a foszfort a kiilonb6z6 biomolekulakban (137).

Bar normalis koriilmények kdzott nem vettlink észre expressziot az arzenat - As(V) - hatésara,
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azt tapasztaltuk viszont, hogy, ha megvonjuk a tapoldatb6l a foszfatot, a suo gének igen
nagymértékii expressziot mutatnak As(V) jelenlétében, mig Onmagiban a foszfat
hozzdadasatol nem indukalédnak (25. &bra). Ez azt sugallja, hogy foszfat hianyaban
expresszalodik a suoT altal kodolt transzport fehérje az arzénnek mintegy alternativ
tapanyagforrasnak a felvétele céljabol, bar ennek a felvetésnek az igazoldsara tovabbi

Kisérletek sziikségesek.

700 =

600

] |[C_]suos
s0d [ suoT

400
300

200

] . l.
0 Y ; ’ — . . !

v
~a b, c d, e f g h, i i
WTCTRL -PO, -PO,+PO, -PO+As>-PO,+As™

Relativ transzkript szint

25. Abra. A suoS és suoT gének expresszija arzenit és arzenat hatasara 24 o6ras foszfat
megvonas esetében. A suoS és suoT gének nem expresszalodnak a foszfattal analdg arzenat
As(V) jelenlétében csak abban az esetben, ha megvonjuk a foszfatot a tapoldatbol (i, j
oszlopok). A gének nem expresszalodnak dnmagdban a foszfat éheztetés hataséara (c, d
oszlopok) és nem specifikusak a foszfatra sem hiszen, ha 24 éras éheztetés utan visszajuttatjuk
a normal BG-11 tapoldatra jellemz6 eredeti foszfat mennyiséget, a gének tovabbra sem
expresszalddnak (e, f oszlopok). Az abran a relativ transzkript szint a suoS és suoT mMRNS-
eknek a vad tipusu sejtek normal BG-11 tapoldatban mért kezeletlen valtozatdhoz (a és b

oszlopok) viszonyitott mennyiségét jelenti.
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5.4. A suoRSCT operon evolucios eredetének a vizsgalata

In silico analizisek folytan felt{int, hogy a SUORSCT operon egy 1S4-tipusi mozgékony
genetikai elem sajatossagait mutatja: az operon 3’ végen a suoT géntdl 645 bp tavolsagra egy
1S4 tipusl transzpozaz génjét talaltuk (slr5040) (26. abra). Ezt a gént 1S4suo-nak neveztiik el
és fehérje terméke a DDE transzpozaz csaldd konzervalt aminosav elemeit mutatja:
D(61)D(109)E(146)K(158) (138,139) (27. &bra). A legtobb DDE tipust transzpozézt kodold
mozgékony genetikai elemre jellemz6, hogy egy rovid, 10-40 bp palindrom szekvencia
hatarolja Oket, amelyek jellemz6en a transzpozonok vagohelyeiként szolgédlnak (140).
Hasonlo, 20 bp hosszl palindrom szekvenciak hataroljak a suo operont is (26. abra). Cassier-
Chauvat és mtsai. (141) kimutattak, hogy a Synechocystisben az 1S4 tipust és egyéb mobilis
genetikai elemek fontos szerepet toltottek be a genomon belili és a horizontalis géntranszfer

utjan torténd genetikai rekombinacioban.

Figyelembe véve a Synechocystis nagyfokd természetes transzformalhatosagat
(142,143) és a konjugaciora vald képességét (144), valamint, ha szamba vesszik a
Synechocystis Cyanobase adatbazisban szereplé 128 transzpozdz szekvenciajat, akkor
megallapithatd, hogy ez a cianobaktérium minden bizonnyal horizontalis géntranszfer révén
tett szert a SQR-t tartalmazd suoRSCT operonra, ami feltehetéen evolucios elonyt biztositott

szulfidot vagy arzént tartalmazé kornyezetben.
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slI5036 sIrEO slr5038

/ XSUOS SUO suoT / \

GCTCGCTTGCTGATTCGACCTGAGACTTTGATGTTGACGTA

TCCCCCACGTTAAAGTCGTAGGCCAAATCCTGGGGATAGC

26. Abra. A suoRSCT operon kornyezete egy 1S4 tipusi mozgékony genetikai elem
szerkezeti sajatossagait mutatja. Az is4suo egy 1S4 tipusu transzpozazt kddol. Az IR Fw és

IR Rv palindrom DNS szekvenciak, amelyek a transzpozaz hasitasi helyeként szolgélnak.
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27. Abra. Kiilonb6z6 mikroorganizmusok DDE transzpoziz szekvencidgjanak a tdbbszords

illesztése. A konzervalt aszparaginsav (D) aszparaginsav (D) glutaminsav (E) és lizin (K) aminosavak

keretben vannak

feltintetve. 1. NP_942196 Synechocystis sp. PCC 6803 transzpozaz; 2.

YP_001515704 Acaryochloris marina MBIC110171S4 transzpozaz; 3. WP_017328254 Synechococcus
sp. PCC 7336 transzpozaz; 4. YP_002478329 Cyanothece sp. PCC 7425 1S4 tipusu transzpozaz; 5.

NP_490131 Nostoc sp. PCC 7120 transzpozaz,

6. WP_002803480 Microcystis aeruginosa

transzpozéz; 7. NP_617734, Methanosarcina acetivorans C2A transzpozadz; 8. YP_004257028

Deinococcus proteolyticus MRP 1S4 tipusu transzpozaz; 9. YP_003442805 Allochromatium vinosum
DSM 180 transzpozéaz-szerii fehérje. 10. YP_004927407 Streptomyces flavogriseus ATCC 33331 1S4
tipusu transzpozaz; 11. WP_006786249 Thiorhodospira sibirica transzpozaz.
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6. Azeredmények megvitatasa

Cohen, Arieli, Shahak és Oren (10,11,37,38,46,47,68-71,130) kutatasai alapjan az
1970-es évek Ota ismert, hogy a redukalt kén elektronforrdsként szolgalhat az oxigenikus
fotoszintézist folytatd cianobaktériumok szamara is. Azonban az, hogy a kimondottan
toxikusnak vélt arzén is hozzajarulhat anabolikus folyamatokhoz, rendkiviili felfedezésnek
szamitott (3,145). Ezt azonban az utdbbi években Oremland és munkatéarsai
(3,8,9,40,76,77,113,146,147)  éaltal felfedezett Ujabb  mikroorganizmusok, amelyek
anyagcseréjiikhoz fakultativ vagy obligat médon arzént igényelnek, ismét alatamasztjak.

Mivel szamos esetben magas szulfid tartalmd kornyezetben arzénvegyiletek is
eléfordulnak néhany mikroorganizmusnal megfigyelték a két elem metabolizmusa kozotti
kapcsolatot: egyes baktériumok a hidrogén—szulfidot elektron donorként hasznaljak ahhoz,
hogy az arzenatot - As(V) - arzenitté - As(I11) - redukaljék és ezaltal energiahoz juthassanak
(111-113,146). Mas megfigyelések szerint kiilonb6z6 baktériumok a szulfidot és arzenitet
egyuttesen oxidaljak és tioarzenatokat hoznak létre feltehetéen egy arzén-detoxifik&cios
mechanizmus részeként (148). A Desulfotomaculum auripigmentum baktérium pedig az
arzenatnak - As(V) - arzenitté - As(lll) - és a szulfatnak - S(VI) - szulfidda - S(-I1) - valo
egyuttes redukalasa soran As,Ss-at képez, feltehetdleg szintén méregtelenités céljabol
(149,150).

A jelen dolgozatban egy olyan operont mutatunk be, amelynek génjei, illetve azok
szabalyzasa kapcsolatot teremtenek e két elem (szulfid és arzén) anyagcseréje kozott. Bar
ilyen jellegli genetikai kapcsoltsagot nem mutattak ki kordbban, homologia és genomi

kontextus (GeConT) analizissel megvizsgaltuk, hogy mas mikroorganizmusok genomjaban
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fellelhet6k-e hasonldéan kapcsolt gének. A Cyanobase adatbézis szerint 39 cianobaktérium faj
genomjanak ismert a szekvencidja, ezek kozul jelenleg 8-ban talalhaté SQR-ekkel homoldg
fehérje. Ezeket megvizsgalva azonban azt talaltuk, hogy egyik SQR génnek sem talalhat6 a
kdzvetlen kozelében ArsR csalddba tartozo regulator. Béar az Oscillatoria limnetica és az
Aphanothece halophytica cianobaktériumok teljes genomszekvencaja nem ismert, Bronstein
és mtsai. (12) munkdja alapjan megallapitottuk, hogy az a két fehérje szekvencia (AF242370
és AF242371), amelyek a kutatok feltételezése szerint a cianobaktériumok SQR génjének a
kifejez6dését szabalyoznak, szintén az ArsR represszorok csaladjaba tartozik. Az O. limnetica
ArsR represszora 49%-0s, az A.halophytica ArsR represszora pedig 47%-0s hasonldsagot
mutatott a SUoR represszorral. Tehat, annak ellenére, hogy a cianobaktériumok SQR génjei
nem feltétlentil asszocidlédnak ArsR tipust represszorokkal, eléfordulnak olyan fajok,
amelyekben ez a kapcsolat fellelhetd.

Kérdésként mertilt fel, hogy vajon mi az oka a két kiilonbozd anyagcserében szerepet
jatsz6 gén asszociacidjanak. Szélesebb skalaju genomi kontextus vizsgalatot végezve
megnéztiik, hogy milyen egyéb mikroorganizmusban lelhetd fel hasonld kapcsoltsag.
Eredményeink azt mutattak, hogy bar nagyon ritka ez az dsszefiiggés, mégis néhany evollcios
szempontbol 6si a-proteobaktériumban (Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium sp. BT
torzs) és bibor nem-kén baktériumban (Rhodopseudomonas palustris) a két gen egymas
szomszédsagaban helyezkedik el. Tovabbi vizsgalataink sordn felleltiink egy olyan
baktériumot is, a Thioalkalivibrio thiocyanodenitrificans-t, aminek a genomjaban - bar nem
kozvetleniil kapcsolva - fellelhetéek voltak a suo operon 0sszes génjei. A Thioalkalivibrio
thiocyanodenitrificans egy olyan a-proteobaktérium, amely nagyon kozeli genetikai
rokonsagban all azokkal a kemolitoautotrof szulfid oxidalo baktériumokkal, amelyeket a

kaliforniai Mono-t6 arzénnel telitett kénes melegforrassaibdl izolaltak (148). Ezek mellett a
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baktériumok mellett Kulp és munkatarsai izolaltak olyan  Oscillatoria-szerti
cianobaktériumokat ezekbdl a tavakbol, amelyekrdl kimutattdk, hogy fény és arzenit
jelenlétében képesek voltak ndvekedni (3). Annak ellenére, hogy arzenit-oxidazt nem sikerilt
azonositaniuk, az As(l11)-alapu anoxigenikus fotoszintézis mitkodése kimutathato volt.

Amint lattuk, a kromét transzporterként nyilvantartott suoT gén nem mutat expressziot
kiilonb6zé kromvegyuletek vagy egyéb nehézfémek jelenlétében. A suoT arzenit hataséara
expresszalodik és ICP-MS eredményeink szerint arzen felvételében jatszik szerepet. Annak
ellenére, hogy az arzén nem szolgal energiaforrasként természetes kortlmények kodzott a
Synechocystis szdméara, a SuoT transzporter mégis mikodéképes. Hatasat a kromoszoéman
talalhaté ArsB exporter kompenzélja, ami egybehangzik azzal a ténnyel, hogy a sejtek
szamara 1mM Kkoncentracidig még nem toxikus az arzenit és akar 3mM-ig is képes a
Synechocystis toleralni az As(l11)-at. Ilyen arzén transzporterek fontos funkciét télthetnek be
olyan anaerob koralmények kozott él6 mikroorganizmusokban, amelyek a redukalt
arzénvegyuleteket elektron donorként (107), vagy az oxidalt arzénvegyileteket elektron
akceptorként (110) hasznaljak.

A SuoT fehérjének arzenit importban betoltott szerepe mellett az a kutatds is
figyelemre méltd, amelyben inaktivaltdk az E. coli glpF aquagliceroporin génjét annak
érdekeében, hogy az antimon és arzén felvételt tanulményozzak. A sejt mégis érzékeny maradt
az As(l1)-re, tehat egy masik transzport rendszer is hozzajarulhat az arzenit felvételhez (86).
Megvizsgaltuk az E. coli genomjat és azt taldltuk, hogy megtalalhat6é a suoT génnel homoldg
kromat transzportert kodol6 gén, lehetséges tehat, hogy ez jarult hozza a baktérium sejt
esetében az arzén felvételéhez.

A szakirodalombol ismertek olyan mikroorganizmusok (pl. Alkalilimnicola ehrlichii,

Alkaliphilus oremlandii), amelyek bar nem rendelkeznek arzenit-oxidazzal, mégis képesek
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oxidalni az arzenitet, ami lehet6vé teszi szamukra a kemotr6f modon valo taplalkozast (151).
Az A. ehrlichii egyik arzenat-reduktaza forditva is mikodhet, arzenit-oxidazként és végsé
soron ennek koszonheté az As(III) oxidacidja. A Synechocystisben sincsenek arzenit-
oxidazok, azonban harom kiilonboz6 arzenat-reduktazt kodold gén ismert (103), amelyek az
eddigi kutatasok szerint a cianobaktérium detoxifikacidjaban jatszanak szerepet. Elképzelhetd
tehat, hogy a Synechocystis rendelkezik olyan arzenat-reduktazzal amely arzenit-oxidazként
muiikodik.

Azt a feltételezést, miszerint a suo operon egy arzenit importalé és oxidalé rendszer
elemeként szerepelne, alatamasztja az a tény is, hogy energetikai szempontbdl a
plasztokinon/plasztokinol par redoxpotenciélja (+80 mV) (132) valamivel pozitivabb mint az
arzenit/arzenat par redoxpotenciélja (+60 mV) (8) igy az elektrontranszport a redukalt arzént6l

az oxidalt plasztokinon alloméany iranyaba folyhat.

A suoRSCT operon funkcidjanak, szerkezetének és feltételezett evollcids eredetének
tikrében megallapithatjuk, hogy ez az operon mintegy relikviaja, maradvanya olyan anaerob
anyagcsere folyamatoknak, amelyek a cianobaktériumok megjelenése eldtti kezdetleges foldi
élet kialakulasara voltak jellemzéek. A redukalt kén— és arzénvegylletek maig szdmos
mikroorganizmus szamara szolgalnak elektrondorként anyagcsere folyamataikhoz, de a
foldtorténeti  archaikum idején valamint a proterozoikum kezdetén megjelend
mikroorganizmusok szamara lényegében kizardlagos tapanyagforrasként szolgaltak. A
foldtorténet sordn tobbszor kovetkeztek be olyan geokémiai korulmények, kataklizmék,
amelyek eredményeként Ujra teret hoditot az anaerob kérnyezet. Paleodkoldgiai szempontbol
is rendkiviil érdekes, hogy az egyébként aerob fotosztintetikus anyagcserét folytatd

Synechocystis genomjaban megorz6dott egy olyan operon, amely két, evolicios szemponthbdl
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6si, anaerob anyagcsereutat kodol. A suo operon jelenléte és mikodoképessége annak
bizonyitéka, hogy evolucios elényt szolgaltathatott a Synechocystis szamara szélséséges

maddon valtozo kornyezeti feltételek kdzott.
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7.

Kovetkeztetések

1.

2.

A suoRSCT operon génjeinek expresszios vizsgalataval kimutattuk, hogy az operon
aktiv, mivel a gének specifikus induktorok hatasara kifejezddnek. A vizsgalt,
potencialis vegyuletek kozll a suo operon génjei csak az arzén és kén redukalt
formaira, As(ll1)-ra és szulfidra indukalédnak, azaz olyan vegyiiletekre, amelyek
mas  mikroorganizmusok  anyagcserefolyamataiban  elektron  donorként

hasznosulnak.

A SuoS enzim vizsgalatabdl kiderilt, hogy SQR aktivitasa van: képes in vivo
oxidalni a kornyezetben levé hidrogén-szulfidot és az igy nyert elektronokkal a
plasztokinon &llomanyt redukélja. Azt is bizonyitottuk, hogy a SuoS enzim
mitkodésén alapuld anyagcsere a fény jelenlétéhez kotott, tehat a Synechocystis

képes attérni egy szulfid alapu ,,bakterialis tipust” alternativ fotoszintézisre.

Kimutattuk, hogy a SuoS SQR enzimet kddolé suoRSCT egy negativ szabalyozas
alatt all6 indukalhat6 operon, mivel a gének a SuoR represszornak gatlasa alatt
allnak induktor vegyuletek hidnyaban. Azonban ez a represszor az ArsR fehérjék
csalddjaba tartozik, amelyek altalaban kiilonb6z6 baktériumok arzén-rezisztencia

génjeinek a kifejezddését szabalyozzak.

Bebizonyitottuk, hogy nincsen genetikai szintii kapcsolat a Synechocystis arsBHC
génjei altal kodolt arzén-rezisztencia rendszer és a SuoRSCT operonok

szabalyozasa kozott. Ez érthetd is, mivel csak az induktor kozds a két operonban,
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funkcidjuk eltér egymastdl. A suo gének tehat nem arzén rezisztenciaban vesznek

részt.

Annak ellenére, hogy a suoT gén terméke kroméat transzporterként van
nyilvantartva, a gén nem indukalddik krémvegyiiletek jelenlétében. Kimutattuk
azonban, hogy a SuoT-nek arzén felvételben van szerepe, ami olyan anaerob
koriilmények kozott €16 mikroorganizmusokra lehet jellemzd, amelyek a redukalt
arzénvegyuleteket elektron donorként vagy az oxidalt arzénvegyiileteket elektron

akceptorként hasznéljak életfolyamataikhoz.

Kimutattuk tovabba, hogy a suoRSCT operon kdrnyezete olyan DNS régidkat
tartalmaz, amelyek 1S4 tipusi mozgékony genetikai elemekre jellemzdéek. Mivel a
mikroorganizmusok kozott a horizontdlis géntranszfer igen gyakori, feltehetdleg a
Synechocystis suo operonja is egy olyan mikroorganizmustdl szarmazhatott, amely
szulfiddal és/vagy arzénnel telitett anaerob kornyezetbdl szarmazott. A suo operon
jelenléte ¢és miikodOképessége annak bizonyitéka, hogy evolucids eldnyt
biztosithatott a Synechocystis szamara szélsdséges modon valtozo kornyezeti

feltételek kozott.
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Osszefoglalas

Annak ellenére, hogy a két kdrnyezeti szempontbdl artalmas vegyilet, a hidrogén—
szulfid és az arzén biogeokémiai tulajdonsagait alaposan tanulmanyoztak, csak feltételezések
és koOzvetett bizonyitékok szilettek ennek a két toxikus, de potencialisan energiagazdag
vegyliletnek a bioldgiai kdlcsénhatésaira.

Jelen munkéankban egy olyan operon keriil bemutatésra, ami genetikai és molekuléris
szinten kapcsolatot mutat a szulfid és arzén alap( alternativ anyagcsereutak kozott a
Synechocystis sp. PCC6803 cianobaktériumban.

A foldi élet kialakuldsanak kezdete oOta kiilonboz6 redukalt kén— és arzénvegyuletek
szamos mikroorganizmus szamara szolgalnak elektronforrasként anyagcsere folyamataikhoz.
Azok a fotoautotrof szervezetek, amelyek hidrogén—szulfid bontasabol allitottak el6 az ATP
szintézishez sziikséges proton grédienst egy szulfid—kinon oxidoreduktéz, koztes enzimek és
PSI tipusu fotokémiai rendszer segitségével valositottak meg a fotofoszforilaciot. Mas
mikroorganizmusok, amelyek elektrondonorként arzenitet vagy elektronakceptorként
arzenatokat hasznositottak anyagcserefolyamataik fenntartasahoz, azok arzenit—oxidaz illetve

arzenat—reduktaz enzimeket hasznaltak.

Munkénkban bemutatjuk, hogy a Synechocystis 6803 cianobaktérium a genomjaban
olyan géneket hordoz, amelyek anaerob, szulfid és/vagy arzén alapl anyagcsereutakat
kodolnak. Ezek a gének egy operont alkotnak és a kovetkez6 nyitott leolvasasi keretekként
vannak nyilvantartva a Cyanobase adatbazisban: slI5035, slI5036, sIr5037 és sIr5038. Mivel

feltételeztiik, hogy a gének szulfid oxidacioval hozhatdk kapcsolatba suoR, suoS, suoC és
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suoT-nek neveztilk 6ket. A suoR fehérje terméke nagyfoki homologidt mutat az ArsR
fehérjecsalad regulatoraival, amelyek baktériumok arzén rezisztencia génjeinek a
kifejez0dését szabalyozzak. A suoS terméke aktiv szulfid—kinon oxidoreduktidzokkal mutat
hasonldsagot. A suoC egy konzervalt, de nem azonositott funkcidju géncsaladdal mutat kdzeli
rokonsagot. A suoT pedig annak ellenére, hogy egy kromat transzportert kodold génként van
nyilvantartva az adatbazisban, feltételezésink szerint arzénszallitasban jatszhat szerepet.

A suoRSCT operon génjeinek expresszios vizsgalataval kimutattuk, hogy az operon
aktiv, mivel a gének specifikus induktorok hatasara kifejezOdnek. A vizsgalt, potencidlis
vegylletek kozil a suo operon génjei csak az arzén és kén redukalt vegyuleteire, a natrium—
arzenitre és a hidrogén—szulfidra, indukalédnak, azaz olyan vegylletekre, amelyek mas
mikroorganizmusok anyagcserefolyamataiban elektron donorként hasznosulnak.

A SuoS enzim vizsgalatabdl kiderllt, hogy SQR aktivitasa van: képes in vivo oxidalni
a kornyezetben levé hidrogén—szulfidot és az igy nyert elektronokkal a plasztokinon alloméanyt
redukalja. Azt is bizonyitottuk, hogy a SuoS enzim miikodésén alapuld anyagcsere a fény
jelenlétéhez kotott, tehat a Synechocystis képes attérni egy szulfid alapl ,,bakterialis tipusi”
alternativ fotoszintézisre.

Kimutattuk, hogy a SuoS SQR enzimet kddold suoRSCT egy negativ szabalyozas alatt
allo indukalhaté operon, mivel a gének a SuoR represszornak gatlasa alatt &llnak induktor
vegylletek hianyaban. Azonban ez a represszor az ArsR fehérjék csaladjaba tartozik, amelyek
altalaban kiilonbozo baktériumok arzén—rezisztencia génjeinek a kifejez6dését szabalyozzak.

Bebizonyitottuk, hogy nincsen genetikai szintii kapcsolat a Synechocystis arsBHC
génjei altal kodolt arzén rezisztencia rendszer és a SUORSCT operonok szabalyozasa kozott. Ez
érthetd is, mivel csak az induktor kdzos a két operonban, funkciojuk eltér egymastol. A suo

gének tehat nem arzén rezisztenciaban vesznek részt.
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Annak ellenére, hogy a suoT gén terméke kromat transzporterként van nyilvantartva, a
gén nem indukalédik krémvegyiletek jelenlétében. Kimutattuk azonban, hogy a SuoT-nek
arzén felvételben van szerepe, ami olyan anaerob koriilmények kozott ¢€lo
mikroorganizmusokra jellemz6, amelyek a redukalt arzénvegyileteket elektron donorként
vagy az oxidalt arzénvegyileteket elektron akceptorként hasznaljak életfolyamataikhoz.

Kimutattuk tovabba, hogy a suoRSCT operon kornyezete olyan DNS régiokat
tartalmaz, amelyek IS4 tipusi mozgékony genetikai elemekre jellemzéek. Mivel a
mikroorganizmusok ko6zott a horizontdlis géntranszfer igen gyakori, feltehetdleg a
Synechocystis suo operonja is egy olyan mikroorganizmustol szarmazhatott, amely szulfiddal
és/vagy arzénnel telitett anaerob kornyezetbOl szarmazott. A suo operon jelenléte és
miikodéképessége annak bizonyitéka, hogy evolicids elényt biztosithatott a Synechocystis

szamara sz¢ls0séges modon valtozo kdrnyezeti feltételek kozott.

Mindamellett, hogy a Synechocystisre, mint altalaban a cianobaktériumokra a ,,névényi
tipustt” fotoszintézis jellemzd, anaerob koriilmények kozott szulfid jelenlétében, képes attérni
egy evolucios szempontbol dsi, ,,bakterialis tipusu” fotoszintetikus anyagcserére.

Munkank eredményei Ujdonsagnak szamitanak, ugyanis ravilagitanak arra, hogy a két,
evolicids szempontbol dsi anyagesereut kozott genetikai és molekuldris szintli kozvetlen
Osszefiiggés lehetseges. Kordbban is szilettek elméletek a két anyagcseredt kapcsoltsagarol,
annak érdekében, hogy kiilonboz6 szulfid—figgd arzén—detoxifikdcios mechanizmusok
fenotipusat megmagyarazzak, de ezeket eddig genetikai vagy molekularis szinten még nem

bizonyitottak.
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Az oxigént termeld baktériumban ennek a szigoruan anaerob SuoS SQR enzimnek a
jelenléte és a két anyagcserelt kapcsolata (j megvilagitasba helyezi a cianobaktériumok

evollciojat, genetikai plaszticitasat és esetleges gyakorlati felhasznalasukat.
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Summary

Although the biogeochemistry of the two environmentally hazardous compounds
arsenic and sulfide has been extensively investigated, the biological interference of these two
toxic but potentially energy-rich compounds has only been hypothesized and indirectly
proven.

Here we provide direct evidence for the first time that in the photosynthetic model
organism Synechocystis the two metabolic pathways are linked by co-regulated genes that are
involved in arsenic transport, sulfide oxidation and in sulfide-based alternative photosynthesis.

Since the beginnings of life on Earth the reduced forms of several chemical elements
like sulfur or arsenic were serving as electron source for different prokaryotes to sustain their
metabolism and energy need. Those phototrophic organisms which were relying on sulfide to
meet their ATP need where using a sulfide-quinone oxidoreductase (SQR), intermediate
enzymes and PSI-type photosynthetic system. Other microorganisms, that utilized arsenite as
electron donor or arsenate as electron acceptors, where using arsenite oxidase and arsenate
reductase enzymes respectively to sustain their growth requirements.

Sulfide-quinone oxidoreductases are specific for several green and purple sulfur and
non-sulfur bacteria, thus the discovery by Cohen et al. in the 1970s that some cyanobacteria
can turn to an ancient bacterial-type photosynthesis using sulfide-quinone oxidoreductases was
rather exceptional. Since then it has been shown, that SQR enzymes are spread in most living
organisms. The same is true for arsenite oxidases: the finding that several proteobacteria can
use arsenic via arsenite oxidases was considered an extraordinary discovery but further

investigations where pointing out, that these are actually ancient, pre-LUCA enzymes.
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We discovered that in the genome of Synechocystis an operon is present that contains
several genes, which may be involved in anaerobic photosynthesis/metabolism based on
sulfide and/or arsenic as energy source. This operon is localized on the pSYSM plasmid and
contains the following genes according to Cyanobase: sl15035, slI5036, slr5037 and slr5038.
Because sl15036 encodes an SQR enzyme we presumed, that the genes are involved in sulfide
oxidation, therefore we designated them as suoR, souS, suoC and suoT respectively. The
protein product of suoR shows high homology with bacterial transcriptional regulatory
proteins of the ArsR family that are normally involved in arsenic resistance. SuoS is annotated
as a sulfide-quinone oxidoreductase that may provide electrons from hydrogen sulfide into the
photosynthetic electron transport chain serving as an alternative photosynthetic pathway. The
suoC gene is a highly conserved gene as well and belongs to the DUF302 superfamily,
although without an assigned function. The suoT gene shows high homology with
transmembrane proteins involved in heavy metal export/transport and is annotated as a
chromate transporter. Because usually cyanobacteria do not thrive in anaerobic sulfidic
habitats and do not rely on sulfide or arsenite as energy source for their growth, we aimed to
investigate the functionality, role and origin of these genes.

By analyzing the expression of the suoS and suoT genes, we demonstrated that the
SUORSCT operon is active, since the genes exhibit an approximately 200 fold induction in the
presence of specific inductors. The operon responds only to the reduced forms of sulfur and
arsenic not the oxidized forms and neither to a series of heavy metals studied. Both hydrogen
sulfide and arsenite are used as electron donors by different prokaryotes.

We proved that SuoS is an active type-I SQR: the oxidative half reaction of SuoS has

been determined by gas chromatography while the reductive half reaction by anaerobic
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spectrophotometry. Besides this we showed that SuoS is only functional in the presence of
light, thus its function is to provide electrons from sulfide into the photosynthetic electron
transport via the plastoquinone pool.

The suo operon is a negatively controlled inducible operon regulated by the SuoR
repressor. However it is an interesting fact that an SQR enzyme is regulated by an ArsR-type
protein normally involved in arsenic resistance. We performed an EMSA experiment in order
to gain a more direct evidence of the arsenic dependent regulation of the operon. We proved
that under normal circumstances the operon is repressed by SuoR and we could also
demonstrate the arsenite dependent de-repression of the suo genes. Thus we conclude that the
product of the suoR gene encodes an arsenite dependent repressor of the suoRSCT operon.
This protein binds to the promoter region, repressing the operon whereas it dissociates in the
presence of As(I11) allowing the expression of the genes.

Since ArsR, the regulator of the well described arsenic resistance operon (arsBHC) of
Synechocystis and SuoR belong to the same protein family, we tested the affinity of SuoR
towards the promoter sequence of the arsBHC operon via an EMSA experiment. We showed
that SuoR has no affinity toward the promoter sequence of arsBHC but binds solely its
specific suoRSCT promoter region, hence the suoRSCT operon is not playing role in arsenic
resistance.

Although SuoT is annotated as a chromate transporter it does not responds to chromate
compounds, rather to arsenite. Furthermore according to our inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) measurements SuoT is a transporter protein implicated in arsenite
uptake. Although arsenite is not used as an energy source under natural oxygenic

photosynthetic conditions, this importer is still functional. This type of arsenic uptake system
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is characteristic presumably for microorganisms, that thrive in arsenic-rich habitats and which
are able to use arsenite as electron donor or arsenate as electron acceptor for their metabolism.

The DNA region of the suoRSCT operon shows the characteristic structure of
transposable genetic elements of type 1S4. We identified a gene encoding a transposase
downstream of suoT with conserved domain structures characteristic to the DDE superfamily
transposases. We also found a pair of 20 bp imperfect inverted repeats delimiting the suo
operon. Because Synechocystis is naturally competent for transformation and conjugation and
the presence of 128 putative transposase sequences in Synechocystis strongly suggests that this
organism has been involved in horizontal gene transfer. Thus we conclude that this operon
was acquired via horizontal gene transfer originated from microorganisms thriving in
sulfide/arsenic-rich habitats.

Synechocystis may have benefits conveyed by these functional genes. Geochemical
events like volcanic eruptions or other cataclysms may result in temporal exposure to both
arsenic and sulfide. As sulfide inhibits the activity of PSII, the SQR enzyme may provide
advantages, either providing electrons to the photosynthetic electron transport chain or
converting sulfide to less toxic substances.

Under normal conditions Synechocystis uses water as the electron donor for
photosynthesis, so these genes may represent the remnants of an ancient metabolism or a
feature acquired from some bacteria with no functional PSII, and they may have retained their
activities due to their utility in sulfide and arsenite detoxification. The functionality of the suo
genes indicates the presence of some selection pressure even in recent times and points to the
possibility that when it grows in nature Synechocystis can experience environmental

conditions under which the function of the suo operon is beneficial.
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Kdszonetnyilvanitas

Kdszonetemet szeretném kifejezni témavezetdmnek, Dr. Vass Imrének, hogy lehetéséget adott
és folyamatos tdmogatast biztositott, hogy a kutatdcsoportjaban dolgozhassak, tanulhassak és
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részvételemet, melyek pétolhatatlan értékeket nyljtottak; halas vagyok turelmes, minden
munkamra kiterjed6 aprolékos, részletbemend feliilvizsgalataért €s objektiv biralataiert.

Halas vagyok Dr. Kds Péter témavezetomnek szakmai és minden egyeb téren nyujtott
segitségéért, partfogasaért, kozvetlenségéért, baratsagaért, bizalmaért. Koszéndém neki, hogy
szamtalan gyakorlati és elméleti, technikai és szakmai ismeretre tehettem szert szakiranyitasa
alatt; hogy folyamatosan tAmogatott munk&mban és hogy mindig szamithattam a segitségére,
Utmutatasara.

Kdszonettel tartozom a kutatocsoportunk minden tagjnak. Készonet Dr. Dedk Zsuzsanak, Dr.
Kiss Evanak, Dr. Loredana Pecanak, nemsokara-Dr. Vass Istvan Zoltannak segitségiikért,
kedvességukért.

Kiilon koszonet illeti kedves laboransunkat Fleit Gabriellat, akinek a segitsége nélkiil
megkétszerezOdne az amigy sem kevés kutatdmunkank.

Kdszondm Dr. Kis Mihaly technikai kérdésekben nyujtott segitségét.

Nagyon sok hélaval tartozom a Szegedi Tudomanyegyetem TTK Biotechnoldgiai Tanszék
tagjainak: Dr. R&khely Gabornak szakmai tanacsaiért, itmutatasaért, valamint, hogy lehetévé
tette, hogy kutatocsoportjaban dolgozhassak. Dr. T6th Andrasnak, Duzs Agnesnek és
Tengdlics Rolandnak is szeretném megkdszonni szakmai segitségliket és kedves baratsagukat.

Koszonet Dr. Ordog Attilanak munkam eredményeihez valo hozzajarulasaért.

Orémomre szolgal ezzel az alkalommal héalamat kifejezni kedves sziilleimnek és draga
hugomnak a sok batoritasért és a szamtalan formaban nyujtott segitségért.

Végezetiil pedig, kdsz6ndm barataimnak, hogy jelenlétiik és tdmogatdsuk nagy segitséget
jelentett szdmomra a doktori évek megprébaltatasai alatt.
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