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BEVEZETES

A kén minden sejt szamara esszencialis elem. Szerves vagy szervetlen vegylletei gaz,

folyadék és szilard halmazallapotban is elterjedtek. Legredukaltabb formaja a szulfid, mely
az ,0sleves” fontos alkotorésze volt. Az él6lények szamara bizonyos koncentracio felett
toxikus azaltal, hogy a 1égzési lancot gatolja. Azonban ismert toxicitasa ellenére szamos
fiziologiai funkciét lat el mind prokariotak, mind eukariotdk életében. Emlésoknél fontos
szerepet tolt be a kozponti idegrendszerben, Kkardiovaszkularis rendszerben,
angiogenezisben, izomténus szabdlyozasaban. Prokariotdk esetén elektron donorként
szolgdl szdmos  fotoftr6f mikroorganizmusnak. A  szulfid detoxifikdldsaban,
homeosztazisanak fenntartasaban illetve elektron donorként valé felhasznalasaban a
szulfid oxidal6 enzimek vesznek részt. llyen enzimek a flavocitokrém c szulfid dehidrogenaz
(FCSD) illetve a szulfid kinon oxidoredukazok (SQR) amelyek az 8si diszulfid reduktaz
fehérje csalad flavoproteinjei. Fontossagukat bizonyitja széleskor(i elterjedésiik az
élélényekben. Az SQR fehérjék a novények Kkivételével minden fejlédési agon
megtalalhatoak, azonban diverzitasuk ellenére szerkezetiiket tekintve nagyon konzervalt
enzimek. Az SQR enzimek csoportositasa filogenetikai kapcsolatuk, konzervalt szekvencia
motivumok és aminosavak meglétén vagy hidnyan alapul, mely szerint 6 tipusukat lehet
megkiilonboztetni. K6zos jellemzdjiik az aktiv centrumban talalhaté FAD kofaktor, tovabba
a katalizisben esszencialisan részt vevo ciszteinek, melyek a csoportok kozott eltérhetnek.
Az enzim mikodésével a szulfid oxidacié soran keletkezd elektronokat a membran
kinonraktaraba juttatja. Az SQR tipusu fehérjék szerkezetérdl, miikodési mechanizmusarol
kevés adat all rendelkezéstlinkre. A legrészletesebben jellemzett csoport az I. tipus, a VI.
csoport kevésbé vizsgalt, mig a [V. nem rendelkezik jellemzett képvisel6vel. Szamos esetben
el6fordul, hogy egy mikroorganizmus tobb, kiilénb6z8 csoportba tartozé SQR enzimmel is
rendelkezik. Kutatdsaim soran célom volt a szulfid kinon oxidoreduktdz enzimekre
vonatkoz6 ismeretek szélesitése egy VI. tipusi SQR enzim biokémiai jellemz&inek atfogd

megismereése, mikodésének megértése utjan.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

A DNS manipulaciés eljarasokat, helyspecifikus mutageneziseket, vektor
konstrukciok létrehozasat a gyartok utasitasainak megfeleléen végeztem. A plazmidokat
E. coli torzsekbe transzformalassal, a T. roseopersicina torzsekbe pedig konjugaciéval

juttattam be.

A T. roseopersicina genom atvizsgalasat in silico mdédszerekkel, az azonositott gének
(sqrD, sqrF) termékeinek besorolasat tobbszoros szekvencia illesztéssel illetve filogenetikai

analizissel végeztem.

A T. roseopersicina-ban 1évé SqrD és SqrF fehérjék kénanyagcserében betoltott
szerepének megismerése céljabol a fehérjéket tartalmazo illetve nem tartalmazé kultirak in
vivo szulfid felhasznalasat vizsgaltam gazkromatograffal. Tovabba az anyagcserében vald
részvételiiket az egyes SQR enzimekben mutans torzsekbdl izolalt membran frakciék vad
tipusu sejtek mintaival valo 6sszevetésével tamasztottam ala szulfid fiiggd kinon redukald

aktivitasuk spektrofotometrias mérsének utjan.

A T. roseopersicina SqrD és SqrF fehérjéket Strepll affinitas peptiddel ellatva
heteroldg (E. coli) és homoldég gazdaban (T. roseopersicina) expresszaltam. A rekombinans
SqrF fehérjét T. roseopersicina membran frakcidbol szolubilizalast kovetéen affinitas

kromatografiaval tisztitottam.

A tisztitott SqrF fehérje analitikai vizsgalatait denaturald illetve nativ gradiens
gélelektroforézissel végeztem. A rekombindns fehérjék specifikus detektalasat Western-blot

hibridizaciéval végeztem Strepll peptid elleni antitest alkalmazasaval.

Az SqrF és FAD kofaktora kozotti kovalens kapcsolatot a fehérje denaturalo

gélelektroforézisét kovetéen az SqrF fehérje sav fluoreszcencidjanak kimutatasaval



igazoltam, amit alatdmasztottam az SqrF FAD tartalmanak fehérje denaturaciéval valo

felszabadithat6saganak spektrofotometralis nyomon kovetésével.

A tisztitott SqrF fehérje redox-aktiv FAD kofaktor tartalmat abszorbancia és
floureszcens spektrofotométerrel igazoltam. Az enzim szulfid fiiggé kinon redukal6

aktivitasat UV-Vis spektrofotométer segitségével vizsgaltam.

Az SqrF enzim kinetikai allandéit enzimaktivitas értékekre torténé nem linearis

regressziods illesztéssel, Matlab programmal hataroztam meg.

Az SqrF fehérjében talalhaté ciszteinek szerepét iranyitott mutagenezissel
létrehozott cisztein mutans fehérje varidnsok biokémiai analizisével tanulmanyoztam.
Tovabba szulfhidril csoportokhoz irreverzibilisen kot6d6 agensekkel vizsgaltam a vad

tipusu és mutans enzimvaltozatok gatolhatésagat.
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AZ ERTEKEZES EREDMENYEI

Kutatidsom soran a fototr6f bibor kénbaktérium Thiocapsa roseopersicina genomjanak
atvizsgalasa soran azonositottam két SQR fehérjét kddolé gént: sqrD és sqrF. Levezethet6
termékeik a szulfid kinon oxidoreduktazok IV. (SqrD) és VI. (SqrF) tipusaba sorolhatéak,

melyek a legkevésbé ismert csoportok az SQR fehérjék kozott.

Kilonb6z6 koncentracioju szulfiddal kezelt T. roseopersicina sejtekkel végzett
génexpresszios vizsgalatokkal igazoltam, hogy az sqrD és sqrF gének promotere
szulfiddal indukalhatd. Az sqrD 1mM, az sqrF gén 2,5 mM Na2S koncentracional érte el a
maximalis génkifejezédést.

Az SqrD és SqrF fehérjéknek fizioldgiai, a kénanyagcserében betdltott szerepiik
bizonyitasa céljabdl eldallitottam az egyes SQR fehérjékben mutans T. roseopersicina
torzseket.

Igazoltam, hogy mindkét fehérje a T. roseopersicina Osszetett kénanyagcseréjének
résztvevoOje, hiszen a sejtek az SqrD és az SqrF enzim hianyaban is lassabban
hasznositottak az elektron donorként szolgalo szulfidot.

Mindkét SQR fehérjét rekombinans moédon - C- vagy N-terminalison Strepll affinitas
peptiddel fuzionaltatva - expresszaltattam E. coli-ban, azonban a képz6d6 rekombinans
fehérjék az oldhatatlan csapadék frakciéban voltak. A T. roseopersicina-ban termeltetett
fehérjéket a membran frakciéban detektaltam.

Az SQR fehérjék membran-kotottek, ezért kidolgoztam a membranhoz kapcsolt SqrD és
SqrF fehérjék tisztitasara alkalmazhato tisztitasi protokollt. Az SqrD fehérjét nem, de az
SqrF fehérjét sikeresen felszabaditottam a sejtmembran mintakbo6l és affinitas
kromatografiaval tisztitottam.

Meghataroztam nativ gradiens gélen végzett western analizis segitségével, hogy az SqrF
fehérje mono- di- és trimer format is felvesz.

A tisztitott SqrF fehérje abszorbancia spektruma és fluoreszcenciaja alapjan igazoltam
FAD kofaktor tartalmat, melyrél bebizonyitottam, hogy redox aktiv és kovalensen kotott

a fehérjéhez.
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Kimutattam, hogy az SqrF enzim szulfid fiiggé kinon redukcidt katalizal, ehhez elektron
akceptorként csak kinon molekuldkat képes elfogadni. Kinon preferencia vizsgalat
alapjan igazoltam, hogy az enzim ubikinon tipusu kinonokat (decilubikonin, durokinon)
részesit elényben.

Durokinon és decilubikinon alkalmazasa mellett megvizsgaltam az enzim katalitikus
tulajdonsagait: Meghataroztam az enzimaktivitas pH- és hdémeérséklet fiiggését. A
kiilonb6z6 hdémérsékleten mért aktivitds adatokbol kiszamoltam az SqrF enzim
aktivaciés energidjat. Az enzim aktivitdsanak szulfid és ko-szubsztratok
koncentraci6jatol valé fiiggése alapjan meghataroztam az enzimkinetikai allandékat. Az
SqrF enzim esetében megmért paraméterek alapjan a VI. tipust szulfid kinon
oxidoreduktazok Kkatalitikus jellemz6i eltéréek mas csoportba tartozé SQR enzimek
tulajdonsagaitol.

Megvizsgaltam az SqrF enzim hdéstabilitdsat, mely alapjan elmondhatd, hogy az SqrF egy
mérsékelten héstabil fehérje.

A T. roseopersicina SqrF fehérjében harom konzervalt (C121, C272, C332) és egy (C49)
csak erre a VI. tipusi SQR fehérjére jellemzd ciszteint azonositottam. A fehérje
miikodésében valé szereplik vizsgalata érdekében el6allitottam az egyes ciszteinekben
mutans fehérjéket termelé6 T. roseopersicina torzseket, melyekbdl Kkitisztitottam a
cisztein pontmutans fehérje variansokat.

Abszorbancia spektrumuk alapjan megallapitottam, hogy a C121A mutans kivételével a
variansok FAD kofaktort tatalmaznak.

A C121A enzim kivételével a mutans enzimek szulfid fliggd kinon redukald aktivitasat
megmértem és meghataroztam a variansok kinetikai paramétereit. A kiszamolt
paraméterek alapjan arra kovetkeztettem, hogy a C272 az enzimreakcid reduktiv
felében jatszat szerepet. Tovabba, hogy a 332. ciszteinnek fontos szerepe van az enzim
miikodésében, habar nem esszencialis, feltehetdleg a reakciociklusok soran keletkezd
oxidalt kéntermék koordinalasaban vesz részt.

Bizonyitottam a ciszteinek kiemelkedd szerepét a katalizisben azaltal is, hogy szulfhidril
csoportokkal irreverzilibisen kapcsol6d6 agensekkel (jodacetamid, jodecetsav) sikeriilt
gatolnom a vad tipusu és a cisztein pontmutans enzimek aktivitasat.
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XV. Igazoltam, hogy a C121 tobb szempontbdl is elengedhetetlen az enzim miikodéséhez,
mivel a FAD kotés mellett a szulfid oxidaciéban is fontos szerepet jatszik. Mindez
bizonyitja, hogy a katalizis és a FAD kofaktor kotés szoros dsszefliggésben allnak a VI
tipusu szulfid kinon oxidoreduktazok esetében.

XVI.  Felallitottam egy lehetséges modellt az SqrF enzim miik6désére vonatkozdan.
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