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Bevezeto

Az €10 szervezetek Foldon vald megjelenésének kezdetén, a cianobaktériumok elterjedése
¢s a viz bontasan alapuld fotoszintézis kialakulasa el6tt a bolygd élettereiben az akkor nagy
koncentracioban jelen 1évé redukalt kén, arzén és egyéb redoxaktiv elemek, mint a nitrogén vagy
vas szolgaltak elsddleges energiaforrasként a kemo- és fotoautotrdf prokariotdk szamara. Azok a
fotoautotrof szervezetek, amelyek hidrogén—szulfid bontasabol allitottak el az ATP szintézishez
szlikséges protongradienst egy szulfid-kinon oxidoreduktaz, koztes enzimek és PSI tipusu
fotokémiai rendszer segitségével valdsitottdk meg a fotofoszforilaciét. Azok a mikroszervezetek
pedig, amelyek redukalt arzénvegyiileteket hasznaltak elektron donorként, egy arzenit—oxidaz
enzim, megfeleld6  kinonok és  akceptor molekuldk  segitségével  biztositottak
anyagcserefolyamataikat.

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 magasabbrendi novényeket kivéve az egész éldvilagban
elterjedt. A cianobaktériumok ,,ndvényi tipusu” fotofoszforilacio Gtjan nyerik a sziikséges ATP-t
de a vizi kdrnyezetben gyakran magas koncentracioja szulfid a PSII fotokémiai rendszert gatolja.
Egyes cianobaktériumok azonban szulfid jelenlétében képesek attérni ,,bakterialis tipusi”, SQR-
en alapuld alternativ fotoszintézisre, amiben a viz helyett a hidrogén—szulfid szolgaltatja az
elektronokat.

Annak ellenére, hogy az arzén toxikus vegyiletként él a kdztudatban, szdmos olyan
baktériumrol szamolt be a szakirodalom az utébbi években, amelyek arzén alapi anyagcserét
folytatnak. Az a korabbi elképzelés, miszerint ezek az arzént-légz6 vagy fotoszintézisiikkhoz
arzént hasznald baktériumok kuldnleges, egzotikus életformédk lennének, modosult olyan
jelenlegi kutatasok tiikrében, amelyek kimutattak, hogy lényegében az arzenit—oxidazok az egyik
legdsibb, utolsd univerzalis kozos 6s elotti foldtorténeti korszakbol szarmazod enzimcsoportot
képviselik.

A Synechocystis sp. PCC6803 cianobaktérium genomszekvenciajanak in silico
tanulmanyozasa soran észrevettilk, hogy az tartalmaz egy szulfid—kinon oxidoreduktaz enzimet

kodol6 gént, ami egy arzén—specifikus represszor kozvetlen kdzelében helyezkedik el. Ezek a



gének egy operont alkotnak és a kovetkez0 nyitott leolvasasi keretekként vannak nyilvantartva a
Cyanobase adatbazisban: sl15035, sl15036, sIr5037 és sIr5038. Mivel feltételeztiik, hogy a gének
szulfid oxidacidval hozhatok kapcsolatba suoR, suoS, suoC és suoT-nek neveztiik 6ket. A suoR
fehérje terméke nagyfokd homoldgiat mutat az ArsR fehérjecsalad regulatoraival, amelyek
baktériumok arzén-rezisztencia génjeinek a kifejezodését szabalyozzak. A suoS terméke aktiv
szulfid—kinon oxidoreduktazokkal mutat hasonlésagot. A suoC egy konzervalt, de nem
azonositott funkcioju géncsaladdal mutat kozeli rokonsagot. A suoT pedig annak ellenére, hogy
egy kromat transzportert kodold génként van nyilvantartva az adatbazisban, feltételezésiink
szerint arzénszallitdsban jatszhat szerepet.

A suoRSCT génekre illetve fehérje termékeikre vonatkozoan kisérletes adat nem allt
eddig rendelkezésre. Cianobaktériumokban aktiv SQR enzimekrdl nagyon kevés kisérletes adat
ismert, és ilyen enzimeknek az arzén anyagcserével vagy arzén detoxifikacioval valé kapcsolatuk
teljesen Ujszerli. Az aerob koriilmények kozott €16 cianobaktériumban ennek a szigortian anaerob
SQR enzimnek a jelenléte és a két (szulfid- és arzén alap) anyagcserett feltételezhetd
kapcsolata 0j informaciokat szolgaltat a cianobaktériumok evolicidjanak, genetikai
plaszticitdsanak és adaptacios képességének a megértéséhez valamint paleotkolégiai
kutatdsokhoz.

Célkituzések

Munkankban  tanulmanyozni  Kkivantuk, hogy a fent emlitett, anaerob
anyagcserefolyamatokat kodold gének aktivak-e a cianobaktériumban, ha igen, akkor, milyen
szerepet toltenek be, hogyan szabalyozddnak, és milyen evolicidés oka lehetett a gének

fennmaradasanak.

Részletes célkitlizéseink a kovetkezoek voltak:

e Mivel a SUuoRSCT operon  feltehetfleg  bakterialis  tipusi  anaerob

anyagcserefolyamatokat kodol, ki akartuk deriteni, hogy a gének megérizték-e



aktivitasukat, kifejezOdnek-e és ha igen, milyen kdrnyezeti tényezék fliggvényében
expresszalddnak.

Mivel a suoS gén feltehetden egy szulfid-kinon oxidoreduktaz enzimet kodol, meg
akartuk tudni, hogy az enzim mitkod6képes-e valamint, hogy segitségével attérhet-e a
Synechocystis egy alternativ fotoszintézisre szulfid jelenlétében.

Annak ellenére, hogy szdmos organizmus SQR enzime biokémiai, fiziologiai és
szerkezeti szempontbdl részletesen tanulményozott, jelenleg nem ismert, hogy milyen
maddon szabalyzddik ezeknek az enzimeknek a kifejez6dése. Tisztazni kivantuk, hogy
milyen aton szabalyozodik a suoS gén (és egyuttal a suoRSCT operon) a
cianobaktériumban.

Az operon els6 génjének (SuoR) terméke nagyfoki homoldgiat mutat az ArsR
fehérjecsalad regulatoraival, amelyek baktériumok arzén-rezisztencia génjeinek a
kifejez6dését szabalyozzak. Utana akartunk jarni annak, hogy ez a gén felelés-e az
operon szabalyozéasaeért, és hogy milyen 6sszefiiggés allhat fenn az arzén-represszor €s
a SQR enzim kozott.

Mivel a Synechocystis kromoszémadja tartalmaz egy arsBHC genek &ltal kddolt arzén-
rezisztencia rendszert, amit egy transz helyzetii arsR gén terméke szabalyoz, meg
akartuk vizsgalni, hogy van-e kolcsonhatas a sSuoRSCT és az arsBHC operonok
szabalyozasa kdzott?

A suoT gén kromat transzportert kodolé génként szerepel a Cyanobase adatbazisban
nyilvantartva, de feltételeztiik, hogy nagyobb a valoszinlisége annak, hogy arzén
rezisztencidban vagy -anyagcserében jatszik szerepet. Tanulmanyozni akartuk, hogy
milyen dsszefuggés lehet suo operon és a kromét- és arzénvegyiletek kozott és, hogy
milyen funkciot tolthet be a SuoT fehérje arzénnal kapcsolatban.

Mivel a suoRSCT operon feltételezett szerepe eltér a cianobaktériumokra &ltalanosan
jellemzé anyagcserefolyamatoktol, tisztazni kivantuk azt, hogy milyen eredete és

szelekcids elonye lehetett az operonnak az evolucid soran.



Alkalmazott modszerek

e Cianobaktérium sejttenyészetek kezelése

e Rekombindns DNS mddszerek

e KIlbnozasi eljarasok

e PCR technikak

e Mutans torzsek elballitasa

e Heteroldg fehérjetultermelés és fehérjetisztitas affinitdskromatogréafiaval

e RNS izolalas, génexpresszié mérés (qQRT-PCR)

e Sejttenyeészet monitorozadsa microplate reader késziilékkel

e Gézkromatografia

e Anaerob spektrofotometria

e DNS-fehérje kdlcsonhatas vizsgalat Elektroforetikus mobilitas-eltolodas-sal
(Electrophoretic mobility shift assays EMSA)

e Induktiv csatolasu plazma-témegspektrometria (ICP-MS)

e 3D fehérjemodelezés (PyMol, YASARA), DNS- és aminosav-szekvencia analizisek

Eredmények

In silico tanulményok szerint a suoSR és a suoCT gének feltételezhetben egy kozos
represszor szabalyozdsa alatt atfed6 promoter régiokkal rendelkeznek és ellentétes irdnyban
irodnak at. Mivel a suo gének kiilonb6z6 anyagcserefolyamatokkal és/vagy rezisztencia
mechanizmusokkal hozhatdk kapcsolatba (a suoR gén valdsziniileg arzén rezisztenciaban, a suoS
kénanyagcserében, a suoT pedig nehézfémek, mégpedig kromat rezisztenciaban/transzportban
jatszhat szerepet), ezért elsésorban azt vizsgaltuk, hogy a gének milyen, a kdérnyezetben is
eléforduld, vegyi anyagokra expresszalodnak, valamint, hogy hogyan szabalyozdédik a gének
kifejezddése. Kiilonbozo nehézfémsokkal €s kénvegyiiletekkel kezeltiik a vad tipust sejteket és
azt figyeltik meg, hogy a vizsgalt 11 vegytlet kdzil minddssze 3-ra indukalddnak a suo gének:
arzenit, szulfid és antimon kezelésnél figyeltiink meg emelkedett génexpressziét. Bar a suoT gén
kromét transzporterként van nyilvantartva az adatbazisban, nem észleltiink affinitast Cr(ll1) és



Cr(VI) irant sem. Tovabba, mivel a SuoR arzén rezisztencidval hozhaté 6sszefuggesbe,
Synechocystis tenyészeteket As(I1)- illetve As(V)-sokkal kezeltink és figyeltik a gének
expresszidjat. Azt figyeltiik meg, hogy As(l11) jelenlétében expresszalédnak a suoRSCT gének,
de normélis kortlmeények kozott As(V)-re nem. Ez a szelektiv affinitds jellemz6 az ArsR
fehérjékre.

Mivel a suoRSCT operon els6 génje a SUOR termékének a SuoR-nek az aminosav
szekvencidja alapjan az ArsR represszorok csaladjaba tartozik, feltételeztlk, hogy szerepe a suo
operon szabalyozasaban all. Hogy ezt Kideritsik, a Synechocystisnek egy AsuoR mutans vonalat
hoztuk létre, amiben a suoR gént egy kanamicin rezisztencia génre cseréltik ki. Megmértik a
gének expresszios szintjét a AsuoR mutansban és azt tapasztaltuk, hogy a suoR hianyaban a suoS
és suoT gének konstitutivan kifejezédnek, tehat az operon génjei a SUoR represszidja alatt allnak
a vad tipusu sejtekben.

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a Synechocystis SuoS SQR enzimje aktiv-e,
az enzim elektron akceptor félreakcidjat és elektron donor félreakcidjat specifikus modszerekkel,
kilon tanulményoztuk. A szulfid oxidaciot teljes sejtes rendszerben gazkromatogréfiaval, a
plasztokinon redukciot pedig tilakoid kivonatban anaerob spektrofotometridval, a plasztokinon
redukaltsagi fokanak mérésével hataroztuk meg. Vad tipusl, AsuoRSCT mutans és sotétben
nevelt vad tipusi Synechocystis tenyészetekben vizsgaltuk a SuoS enzim mikodését. A
kiilonb6z6 valtozatokat egyenként 0,5 mM NayS-al kezeltilk és 1 ora inkubalasi id6 elteltével
megmértik a kezdeti szulfid tartalmat. 24 éra elteltével ismét megmértik a tenyészetek szulfid
tartalmat. Azt figyeltik meg, hogy a fényen tartott vad tipusu véltozat tenyészedenyeiben nem
volt kimutathatd mennyiségii hidrogén—szulfid, tehat a sejtek teljes mértékben lebontottdk a
tenyészethez adott szulfidot, ez pedig jelentds bizonyitéka a SuoS enzim elektron akceptor
félreakcidjanak. A ASUORSCT mutans esetében hozzavet6legesen 20%-0s hidrogen—szulfid
csokkenést tapasztaltunk, tehat a suoS gén és —enzim hianyaban nem valosul meg a hidrogén-
szulfid metabolizmusa. Hasonld eredményt kaptunk a sotétben nevelt vad tipusu valtozatnal is,
ahol nagyjabol 10%-os hidrogén—szulfid csokkenést észleltlink, tehat a SouS in vivo aktivitasa a
fény jelenlétéhez kotott. Ennek az eredménynek a legkézenfekvobb magyarazata az, hogy fény
jelenlétében a hidrogén-szulfidrél  szarmazd elektronok  plasztokinon — akceptorokra
tovabbitddnak, viszont ez a folyamat sotétben gatlédik a PQ-allomany magas redukaltsagi foka
miatt. Ez bizonyitja, hogy fény jelenlétében a SuoS a hidrogén—szulfidbol szarmazé elektronokat
a fotoszintetikus elektrontranszport lancba szallitja, tehat egy alternativ fotoszintetikus Gtvonal
kulcsenzime. A [hidrogén-szulfid — SQR enzim — plasztokinon] elektrontranszport irdnyat a
donor-akceptor molekulak elektrokémiai jellemzdi is alatamasztjadk, ugyanis a rendszer
elemeinek a redoxpotencialja a kdvetkezd sorrendben nd: H,S/S -140 mV < FAD/FADH; -60
mV < PQ/PQH, +80 mV.

A SuoS enzim elektron donor félreakcidjanak a tanulményozasahoz a szakirodalomban
egy mér jol kidolgozott mddszerhez folyamodtunk, aminek a Iényege, hogy a plasztokinol
(PQH.) és a plasztokinon (PQ) eltér6 hullimhosszaknal mutat abszorpciés maximumot; a PQ
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257 nm-nél, a PQH, pedig 292nm-nél. Az SQR aktivitds kimutatasdhoz PQ-1-et hasznéltunk,
ami a természetes plasztokinonnak egy vizoldékony, rovid izoprén oldallancu valtozata, amit
hasonlo, in vitro kisérletekhez altaldnosan hasznalnak. Mivel a kiilséleg hozzaadott PQ nehezen
jut keresztil a sejtfalon, teljes sejtes rendszerek helyett izolalt tilakoidokat hasznaltunk. Erre a
célra szulfiddal kezelt vad tipust és AsuoRSCT mutansokbdl izolalt tilakoidokat hasznaltunk.
Szigoruan anaerob korulmények kozott spektrofotometriaval jol kovetheté 257nm-nél a PQ
redukéltsagi fok&nak a valtozasa. Azt figyeltik meg, hogy a szulfiddal kezelt vad tipusd
sejtekbél izolalt tilakoidok jelenlétében csokkent a plasztokinon, tehat ndvekedett a plasztokinol
mennyiség, mig a AsuoRSCT mutansbol izolalt tilakoidokat tartalmazé mintak esetében a PQ
szintje nem valtozott.

Mivel a SuoS SQR egy alternativ fotoszintetikus utvonalat biztosit, a gén kifejezddése
feltételezhetéen negativ indukcio altal szabalyzott mivel, ahogy a fentiekbdl is lathattuk, csak a
megfeleld koriilmények kozott expresszalodik. A qRT-PCR-os kisérletekbdl azt lattuk, hogy a
SUORSCT operon génjei szulfid és arzenit jelenlétében expresszalédnak. A AsuoR mutanssal
végzett kisérleteinkbdl pedig azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a SuoR hidnyaban az operon
génjei konstitutivan expresszalodnak, tehdt a SuoR egy represszor fehérje, ami az operon
szabalyozasaért felelds. Tovabba, homologia modellezés utjan azt is megallapitottuk, hogy a
SuoR nagymértékli hasonlosdgot mutat ArsR regulatorokkal, amelyek mikroorganizmusokban
arzén rezisztenciaban toltenek be szabalyz6 szerepet. ArsR regulatoroknak SQR-el vald
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 0Osszefiiggés all fenn a suoRSCT operon és az arzén kozott. Annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk az operon arzénnal valé kapcsolatat, a suoR gént egy pET-tipusu
expresszios rendszerbe klonoztuk, a fehérjét taltermeltiik, majd nikkel affinitas kromatografiaval
tisztitottuk. A SuoR fehérje szerepét elektroforetikus mobilitas-eltolodassal (EMSA) vizsgaltuk.
Azt figyeltik meg, hogy a SuoR mennyiségének ndvelésével csokkent a cél-DNS mobilitasa a
gélen. Lényegében ezzel a kisérlettel kimutattuk in vitro, hogy a SuoR a suoRSCT operon
represszora. Ebben a kisérletben azt is megfigyelhettik, hogy As(l11) jelenlétében disszocialddik
a SUoOR a cél-DNS-r6l, szemléltetve az operon derepresszidjat. A SuoR fehérje tehat
kodlcsonhatasba 1ép a suo operon promoter szakaszat tartalmazd DNS-el, de disszocialodik
arzenit jelenlétében.

A Synechocystis jol jellemzett ArsBHC arzén rezisztencia rendszerének egyik tagja, az
ArsB egy integralis membranfehérje, amely kizarolag az As(lll) exportjaban jatszik szerepet.
Mivel a SuoT-nek is hasonld a szerkezete, a membranban val6 lokalizacidja és mivel a suoT gén
As(l11)-ra indukalodik, felmerilt, hogy ez a fehérje is rezisztenciat eredményez6 detoxifikacios
arzén transzportban jatszhat szerepet. Ennek tisztdzasa érdekében egy AsuoT mutans vonalat
allitottunk el6 és Gsszehasonlitottuk az AarsB muténssal: 100 és 1000 uM As(IIT)-al kezeltiink
vad tipust, AsuoT és AarsB tenyészeteket 3 oran keresztil, majd megmértiik a sejtek arzén
tartalmat induktiv csatolasu plazma tomegspektrometriaval (ICP-MS). Azt talaltuk, hogy a



feltételezéseinkkel egybehangzdan a AarsB mutansban volt a legnagyobb arzén mennyiség a vad
tipushoz viszonyitva, mig érdekes mddon a AsuoT mutansban volt a legkevesebb. A AarsB
mutans megndvekedett arzén koncentracidja érthetd, ugyanis az ArsB transzportfehérje
hianydban a sejt altal felvett arzént nem képes az ArsBHC arzén rezisztencia rendszer leadni. A
AsuoT mutans vad tipushoz viszonyitott csokkent arzéntartalmabdl arra kdvetkeztethetiink, hogy
a SuoT egy olyan transzporter, amely az arzén felvételéért lehet felelds.

Fontos megjegyezni, hogy az 1000 pM As(III) (bar nagyon toxikus a legtobb
mikroorganizmus szdméra) a Synechocystis novekedésére nincsen karos hatassal: ndvekedési
kisérleteket végeztink vad tipusu és AsuoT mutansokkal arzén nélkiil és 1000 uM As(III)
jelenlétében és ODsp-en kovettiik a ndvekedésiiket 8 napon at. Azt tapasztaltuk, hogy nem volt
kilonbség a vad tipusu és a AsuoT sejtek novekedése kozt fliggetleniil az arzén jelenlététol.

In silico analizisek folytan feltiint, hogy a SUORSCT operon egy 1S4-tipusi mozgékony
genetikai elem sajatossagait mutatja: az operon 3’ veégen a suoT géntdl 645 bp tavolsdgra egy 1S4
tipusu transzpozaz génjét talaltuk (slr5040). Ezt a gént 1S4suo-nak neveztilk el és fehérje terméke
a DDE transzpozaz csalad konzervalt aminosav elemeit mutatja: D(61)D(109)E(146)K(158). A
legtobb DDE tipusu transzpozazt kddoldé mozgékony genetikai elemre jellemz6, hogy egy rovid,
10-40 bp palindrom szekvencia hatarolja Oket, amelyek jellemzdéen a transzpozonok
vagohelyeiként szolgalnak. Hasonld, 20 bp hosszu palindrom szekvencidk hataroljak a suo
operont is. Cassier-Chauvat és mtsai. kimutattak, hogy a Synechocystisben az 1S4 tipusu és
egyéb mobilis genetikai elemek fontos szerepet toltottek be a genomon beliili és a horizontalis
géntranszfer utjan torténd genetikai rekombinacioban.

Figyelembe véve a Synechocystis nagyfokl természetes transzforméalhatdsagat és a
konjugéciora valo képességeét, valamint, ha szamba vessziik a Cyanobase adatbazisban fellelhet6
128 transzpozaz szekvenciat, akkor megallapithato, hogy ez a cianobaktérium minden bizonnyal
horizontélis géntranszfer révén tett szert a SQR-t tartalmazd suoRSCT operonra, ami feltehetéen
evolucids eldnyt biztositott a szulfidot vagy arzént tartalmazé kdrnyezetben.

Kovetkeztetések

e A suoRSCT operon génjeinek expresszios vizsgalataval kimutattuk, hogy az operon
aktiv, mivel a gének specifikus induktorok hatasara kifejez6dnek. A vizsgalt,
potencialis vegyuletek koziil a suo operon génjei csak az arzén és kén redukalt
vegylleteire, arzenitre és szulfidra, indukaldédnak, azaz olyan vegyiletekre, amelyek

mas mikroorganizmusok anyagcserefolyamataiban elektron donorként hasznosulnak.



A SuoS enzim vizsgalatabol kiderilt, hogy SQR aktivitdsa van: képes in vivo oxidalni
a kornyezetben levé hidrogén-szulfidot és az igy nyert elektronokkal a plasztokinon
allomanyt redukélja. Azt is bizonyitottuk, hogy a SuoS enzim mikédésén alapuld
anyagcsere a feny jelenlétéhez kotott, tehat a Synechocystis képes attérni egy szulfid

alapu ,,bakteridlis tipusu” alternativ fotoszintézisre.

Kimutattuk, hogy a SuoS SQR enzimet kddoldé suoRSCT egy negativ szabalyozas
alatt allé indukalhat6 operon, mivel a gének a SuoR represszornak gatlasa alatt allnak
induktor vegyiletek hidnyaban. Azonban ez a represszor az ArsR fehérjék csaladjaba
tartozik, amelyek altalaban kiilonb6zé baktériumok arzén-rezisztencia génjeinek a

kifejez6dését szabalyozzak.

Bebizonyitottuk, hogy nincsen genetikai szintli kapcsolat a Synechocystis arsBHC
génjei altal kodolt arzén-rezisztencia rendszer és a sSUoRSCT operonok szabalyozasa
kozott. Ez érthetd is, mivel csak az induktor k6zds a két operonban, funkciéjuk eltér

egymastol. A suo gének tehat nem arzén rezisztenciaban vesznek részt.

Annak ellenére, hogy a suoT gén terméke kromat transzporterként van nyilvantartva,
a gen nem indukalodik kromvegylletek jelenlétében. Kimutattuk azonban, hogy a
SuoT-nek arzén felvételben van szerepe, ami olyan anaerob koriilmények kozott €lo
mikroorganizmusokra lehet jellemzd, amelyek a redukalt arzénvegyileteket elektron
donorként vagy az oxidalt arzénvegyuleteket elektron akceptorként hasznaljak
életfolyamataikhoz.

Kimutattuk, hogy a suoRSCT operon kornyezete olyan DNS régidkat tartalmaz,
amelyek IS4 tipust mozgékony genetikai elemekre jellemzdéek. Mivel a
mikroorganizmusok kozo6tt a horizontalis géntranszfer igen gyakori, feltehetbleg a
Synechocystis suo operonja is egy olyan mikroorganizmustdl szarmazhatott, amely

szulfiddal és/vagy arzénnel telitett anaerob kdrnyezetbdl szarmazott. A Suo operon



jelenléte és mikodéképessége annak bizonyitéka, hogy evolucios elonyt biztosithatott

a Synechocystis szamara sz¢lséséges modon valtozo kornyezeti feltételek kozott.
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