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Roviditések jegyzéke

3H8L: Acidianus ambivalens SqrE kristalyszerkezetének Protein Adatbazis azonositoja
3HYW: Aquifex aeolicus SqrA kristalyszerkezetének Protein Adatbazis azonositdja

3HYV: Acidithiobacillus ferrooxidans SqrA SqrA kristalyszerkezetének Protein Adatbazis

azonositoja
Amp: ampicillin
CTC: toltés transzfer komplex
DMSO: dimetil-szulfoxid
dNTP: dezoxinukleozid-trifoszfat
DQ: durokinon
DSR: diszulfid reduktdz enzimcsalad
duUQ: decilubikinon
EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav
FCC: flavocitokrom c fehérje
FccA: flavocitokrom c fehérje kis alegysége
FceB: flavocitokrom c fehérje nagy alegysége
FDR: flavoprotein diszulfid reduktaz enzimcsalad
Gm: gentamicin
HABA: hidroxi-azofenil-benzoidsav
Keat: az enzim katalitikus sebesség allandoja
Kcat/ Km:az enzim kinon redukalo aktivitasanak katalitikus hatékonysaga
Km: Michaelis-Menten konstans, az enzim affinitasa a szubsztrathoz
Km: kanamicin
LB: Luria-Bertani tapoldat
NDH-2: II. tipusi NADH:kinon oxidoreduktaz
OD: optikai denzitas
PBS: foszfattal pufferelt sooldat
PBS-T: PBS Tween 20-szal kiegészitve
PC: Pfennig-féle tapoldat

PCA: standard szamlal6 agar



PCR: polimeraz lancreakcio

PDB: Protein Adatbazis

PDB ID:Protein Adatbézis azonositd

REMD/REST: Replika-csere molekuladinamika (Replica-Exchange with Solute Tempering)
SDS: natrium-dodecil-szulfat

SDS-PAGE: denatural6 poliakrilamid gélelektroforézis

SE: standard hiba

Sm: sztreptomicin

SOB: super optimal broth (tdpanyagokban gazdag tapoldat)

SOC: gliikozzal kiegészitett tapanyagokban gazdag tapoldat (super optimal broth with
catabolite repression)

SQR: szulfid kinon oxidoredukaz

TAE: Tris-acetat-EDTA tapoldat

TB: magas szénforras tartalmt gazdag tapoldatban (Terrific Broth)

TBS: Tris-sel pufferelt sdoldat

TBSSL:TBS szachardzzal és lizozimmel kiegészitve

Tc: tetraciklin

tDBDF: két dinukleotid k6té doménnel rendelkezd flavoprotein szupercsalad
TEMED:N,N,N',N'-tetrametil-etilén-1,2-diamin

TGS: Tris-glicin-SDS puffer

TRIS: Tris-(hidroximetil)-aminometan

UC: ultracentrifuga



1. Bevezetés

A kén a sejtek szamara esszencialis elem, redukcidja soran szulfid keletkezik, amely a
legredukaltabb formaja. A szulfid bizonyos koncentracio felett gatolja a 1€gzési lanc utolso, IV.
komplexét, a citokrom oxidazt, melynek feladata az oxigén vizzé redukaldsa, protonpumpa
aktivitasa mellett. Ennek ellenére a prokaridta és az eukaridta élélényekben is szamos
fiziologias folyamatért felel, metabolikus Utvonalaiban fontos szerepet tdlt be. Szdmos
mikroorganizmus szamara elsédleges elektrondonorként funkcional. Soksejtes szervezetekben
a jelatvitelben is részt vesz a szulfid. Emlésokben kiemelkedé szerepe van tobbek kozott a
kozponti idegrendszerben és a kardiovaszkularis szabalyozasban. Szignalmolekula funkcidja és
a nagy koncentracioja esetén fellépd toxicitasa miatt sziikséges a sejtes €s szoveti szulfid szint
szabalyozasa, illetve a szulfid detoxifikalas. Ez elsOsorban a szulfid hatékony atalakitasaval,
oxidalt allapotd kénformakka alakitasaval valosithatd meg. Ebben els6édlegesen a szulfid
oxidaloé enzimeknek van szerepiik. Ide tartoznak az 6si diszulfid oxidoreduktaz fehérjecsalad
flavoproteinjei, a flavocitokrom c¢ szulfid dehidrogenazok (FCC) és a szulfid kinon
oxidoreduktaz (SQR) enzimek. Jelent6ségiiket mutatja, hogy mar az evolicido korai
szakaszaban kialakultak és az ¢€lovilag széles korében elterjedtek. A membrankotott SQR
fehérjék minden €l6lényben megtalalhatoak, kivéve a ndvényeket. Szerkezetiiket tekintve
nagyon konzervaltak. Filogenetikai kapcsolataik, szekvencia motivumaik és a konzervalt
aminosavaik mintazata alapjan hat csoportba sorolhatok (Sqr I-VI. vagy SqrA-F). Ko6zos
jellemzdjiik, hogy az aktiv centrumukban FAD kofaktor helyezkedik el, valamint konzervalt
pozicidban ciszteinek talalhatéak benniik. A konzervalt ciszteinek szamaban és mintazataban
azonban az egyes enzimcsoportok eltérhetnek. Az SQR enzimek a szulfid €s kinon molekulak
kozti elektrontranszfert katalizaljak, amely soran egy két 1épésbdl 4ll6 redoxreakciod jatszodik
le. Az elsé a reduktiv fazis, amelyben az enzim megkoéti a szulfidot és oxidacidja soran
elektronok keriilnek a FAD kofaktorra az esszencidlis ciszteinek részvételével. Ezt koveti az
oxidativ fazis, amikor az elektronok a kofaktorr6l ubikinon vagy menakinon vegytileteknek
adddnak at, amivel gjra oxidalt allapotba kertil a fehérje.

A VL tipusu Sqr enzimekrdl kevés informdacio all rendelkezésre. Szerkezetét tekintve tobb
ponton eltér a tobbi SQR-tdl, ezért megismerésiik szamos Uj informacioval szolgéalhat.
Kutatocsoportunk egy tipikus képviseldjiiket, a Thiocapsa roseopersicina SqrF enzimet
vizsgalta. Biokémiai és spektroszkopiai modszerekkel jellemeztik a fehérjét, amelyet a
vizsgalatokhoz homoldg rekombinans modon T. rosepersicina sejtekben termeltettiink meg és

affinitds kromatografiaval tisztitottunk. Pontmutins SqrF enzimek vizsgalatira alapozva



meghataroztuk a konzervalt ciszteinek szerepét a szulfid oxidacids 1épésében, és felallitottuk a
katalitikus folyamat modelljét. Mind kinetikai paramétereiben, mind katalitikus miikodésében
kiilonbozik a tobbi vizsgalt SQR fehérjétdl. Munkam egyik célja a reduktiv fazisban
kozremiik6do, az 6sszes SQR-ben konzervalt pozicidban megtalalhatd glutaminsav szerepének
meghatarozasa. Tovabba, az SqrF kinon redukcidjadhoz sziikséges katalitikus hely
meghatarozasa, és a kinon szubsztrat molekulak aktiv centrumba jutasat biztositd csatornat

kialakité aminosavak azonositasa és szereplik felderitése.

1.1 A kén és a szulfid el6fordulasa, szerepe és toxicitasa

A kén az élet egyik legsokoldalubb eleme. Nyolc atomos, egymassal kovalens kotéssel
kapcsolodd molekulagytiriit alkot. A kén oxidacids allapotainak szama -2 (szulfid) és +6
(szulfat) kozott valtozhat. Ez lehetévé teszi, hogy a vegyiiletei részt vehessenek kiilonb6zo
redoxreakciokban elektrondonorként vagy akceptorként. A kén a legnagyobb szdmu, mintegy
30 allotroppal rendelkezik, azonban koziiliikk csak néhany talalhaté meg a természetben. A kén
elemi formaban els@sorban gyogyvizekben, vulkangézokben fordul el6 (Barton és mtsai. 2014).
Szulfid forméjdban a természetben vulkani gazokban, fo6ldalatti viztarozokban, kénes
asvanyvizekben, geotermikus forrasvizekben, mélytengeri hidrotermalis kiirték kdrnyezetében
talalhaté meg (Lloyd 2006). A ként textil- és papiriparban fehéritoként alkalmazzak, valamint
a gumi-, gyufagyartasban, 16por ¢és gyogyszerek eldallitasaban is hasznositjak, de
novényvéddszerként is alkalmazhato.

A mikrobidlis kénkorforgalom sordn a természetben elemi kénbdl kemo- és/vagy
fototrof mikroorganizmusok (pl. Chromatiaceae, Thiospirillum) kénoxidacioval szulfatot
allithatnak el6. Ez torténhet aerob és anaerob moddon is (Lloyd 2006). A szulfatbol aerob
szulfatredukcid sordan a kén szerves kotésben é€piil be a biomassza szerves sejtalkotoiba €s
szulfid is képzddhet, anaerob koriilmények kozott pedig a szulfat elektronakceptorként szolgal
az anaerob légzésben (pl. Desulfovibrio, Desulfolobus) (Barton és mtsai. 2014). Anaerob
szulfatlégzés folyamata sordn szulfatbol kozvetleniil hidrogén-szulfid képzddik (1. abra).
Anaerob koriilmények kozott jellemzdbb a szulfat redukcid €s a disszimilacids szulfat termelés.
A szulfatredukcioval keletkezé szerves kénvegyliletekbdl deszulfuralas/fehérjebontas soran
szintén kén-hidrogén (H>S) szabadul fel. A H2S-bdl kemo- és fototrof mikroorganizmusok
aerob és anaerob modon a szulfid oxidacidjaval elemi ként allitanak eld, ami ismét szulfatta
oxidalodik, ez zarja a kort. A Thiobacillusok képesek egy 1épésben a hidrogén-szulfidot

kénoxidacioval szulfatta alakitani (1. abra) (Cron és mtsai. 2019; Xia és mtsai. 2017).
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1. abra: A kén mikrobialis kdrforgalma

Az ¢éldvilagban kiilonb6z6 bioldgiai folyamatok esszencialis molekuldja a kén, beleértve
a metionin, cisztein, glutation szintézist, amelyek a sejtek novekedésében kulcsszerepet
toltenek be, tovabba a lipidek, metabolitok nélkiilozhetetlen eleme (Lii és mtsai. 2017; Clarke
1953). A kén fontos szerepet jatszik az oxidativ és nehézfém stressz lekiizdésében, példaul
Saccharomyces cerevisiae-ben (Ohtsuka és mtsai. 2021).

A szulfid a kén legredukaltabb formaja a biogeokémiai ciklusban, valamint az egyetlen
termodinamikailag stabil hidridje (Lii és mtsai. 2017). A HzS szintelen, kellemetlen, zaptojas
szagl, toxikus vegyiilet. A kén korforgasa sordn szdmos mikroorganizmus képes H2S
eléallitasara. Eukariota sejtekben elsddlegesen a cisztein lebontasi folyamata soran képzddik
négy enzim  kozremikodésével:  cisztation-fB-szintdz,  cisztation-y-liaz,  cisztein-
aminotranszferaz és 3-merkaptopiruvat szulfurtranszferaz (Olas 2016).
enzim gatlasan keresztiil fejti ki hatasat a prokariotaktol az eukariotakig (Nicholls 1975). A
toxikus mennyiségli H»S a cianobaktériumokban a PSII fotokémiai rendszert gatolja (Arieli és
mtsai. 1989). A szulfid a human szervezetben az ér-, sziv- és idegrendszerre hat negativan,
nagyon nagy mennyiségben a légzés leallasahoz vezet (Hildebrandt és Grieshaber 2008; Wang
2002). A sejtekben a H2S a hem-csoportokat tartalmazo enzimek vas atomjaihoz kapcsolodva
gatolja tobbek kozott a citokrom c-t és ledllitja a sejtlégzést, valamint reaktiv gyokoket képez
(Reiffenstein és mtsai. 1992). Ezen feliil néhany betegség kialakulasaban is szerepet jatszhat
human szervezetben, ilyen példaul a tiidéodéma (Prior és mtsai. 1990), fekélyes
vastagbélgyulladas (Roediger és mtsai. 1997), valamint neurodenegerativ betegségek (Down-
¢és Alzheimer-kor) (Kimura 2002).

A H2S egy kétarcu molekula, toxicitasa ellenére alacsony koncentracidoban egy alapvetd

¢s kulcsfontossagu vegyiilet mind az aerob mind az anaerob organizmusok szamara (Jackson
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¢és mtsai. 2015). Szamos prokariotaban (féként foto- és kemolitotrof baktériumok) elektront
biztosit az elektrontranszport szamara (Barton és mtsai. 2014; Friedrich és mtsai. 2001). Az
Archaea doménen beliil tobb rendben azonositottak szulfid oxidaldé mikroorganizmusokat. A
tovabbi szulfid oxidalok a Baktérium doménbe tartoznak, azon belil is az a-, f5-, y-, &-
Proteobaktérium-ok, Chlorobium-ok ¢és Chloroflexotd-k osztalyaba (Luo és mtsai. 2013;
Friedrich és mtsai. 2005). Az aerob kemotrof szintelen baktériumok, példaul a Thiobacillus,
Beggiatoa, Halothiobacillus képesek a szulfidot oxigén jelenlétében energetikailag
hasznositani. Az anaerob fototr6fok, mint a z61d kénbaktériumok (pl. Chlorobium) vagy a bibor
kénbaktériumok (pl. Halochromatium) a fény és a szulfid elektronjainak felhasznalasaval
nyernek kémiai energiat (Ghosh és Dam 2009). A nem fototrof obligat anaerob Wolinella
succinogenes a szulfid oxidacidja soran fumaratot hasznal elektronakceptorként (Macy és
mtsai. 1986). Az ecukariotak kozott a gerinctelen Vestifera rendbe tartozd csoférgek a
hidrotermikus kiirték kornyékén élnek szimbidzisban kemolitotrof szulfid-oxidalod és a metan-
oxidalo baktériumokkal és felhasznaljak a szulfidot (Cavanaugh 1983). A szulfidot felhasznalod
organizmusok a szulfid oxidacidja soran elemi ként allitanak eld, amelyet sejtjeikben
energiaraktarként felhalmozhatnak. Elesztékben a sejt novekedésében és az osztodasban is
szerepet jatszik (Lloyd 2006). Soksejtes szervezetekben jelatviteli funkciot is ellat. A szén-
monoxidhoz €s nitrogén-monoxidhoz hasonldéan a szulfid is gazotranszmitter, vagyis endogén
gaz halmazallapotl ingeriiletatvivd anyag (Wang 2002). Emlésokben szamos biologiai
folyamatban részt vesz: vaszkularis tonus szabalyozas a simaizomban és a szivben a kalium
csatornak aktivalasaval, inflammacio, nocicepcio, citoprotektiv (Lloyd 2006; Zhao 2001). A
szulfid az egyetlen szervetlen anyag, amelybdl alacsony koncentracidban - mint mitokondrialis
elektrondonorbdl - az emlds mitokondrium ATP-t képes eldallitani az oxidativ
szulfidhasznositds soran, melyben a szulfid-kinon reduktdz enzimeknek van kiemelkedd
szerepe. A folyamat eredményeként szulfat vagy tioszulfat képzddik és ez elraktarozodik vagy

disszimilalodik (Szabo és mtsai. 2013).

1.2 A szulfid oxidacidjat katalizalé enzimek

A szulfid oxidéaciojanak a szulfid szintjének szabdlyozasaban, a detoxifikdlasban, a
homeosztazis fenntartasdban, elektrondonorként valo hasznositdsaban van kiemelkedd szerepe.
Ezt a reakciot a szulfid oxidalo enzimek katalizaljak. A flavocitokrém c szulfid dehidrogenaz
(FCC) ¢és a szulfid kinon oxidoreduktaz (SQR) enzimek szulfid oxidalé aktivitassal
rendelkeznek és a flavoprotein diszulfid reduktaz (FDR) enzimcsaladba tartoznak (Cherney és

mtsai. 2010). Rajtuk kiviil ide tartoznak még példaul a perszulfid dioxigenaz, a koenzim A



perszulfid reduktdz, valamint a rodanaz vagy tioszulfattiotranszferaz enzimek (Walsh és mtsai.
2020). A szulfid oxidalé enzimek nagyon &siek, feltehetden az €let kezdetén, mar az anaerob
vilagban megjelentek. Széles korben elterjedtek, a baktériumoktol az emldsokig megtalalhatoak
(Shahak ¢s Hauska 2008).

Az FCC ¢és SQR enzimek kozos jellemzdje, hogy a két dinukleotid koté doménnel
rendelkezd flavoprotein szupercsaldd (tDBDF) tagjai és FAD kofaktorral rendelkeznek. A
tDBDF szupercsaladba tobb, mint 1600 redox enzim tartozik, melyek kiilonb6z6 funkciot
latnak el, példaul a II. tipusi NAD(P)H-kinon-oxidoreduktaz, glutation reduktaz,
dihidropoliamid dehidrogenaz és ferredoxin reduktaz enzimek (Marreiros és mtsai. 2016; Ojha
¢s mtsai. 2007). Minden tDBDF fehérje harom konzervalt doménnel rendelkezik (2. abra). Két
Rossmann-fold szerkezet talalhat6 benniik, valamint egy rovidebb C-terminalis domén. Ezek a
domének B-lemezekbdl és a-hélixekbol épiilnek fel (Hanukoglu 2015). A Rossmann-fold
szerkezet a fehérjékben el6forduld harmadlagos szerkezet, amelynek az enzimekben az
elsddleges szerepe a kofaktor kotés és gyakran a szubsztrat kotéshez is hozzajarulnak.
Mindegyik domén jelen van az Gsszes csaladban a szupercsaladon belil és sziikségesek ahhoz,
hogy a fehérjék betdltsek funkciojukat. A tDBDF tagjainak dinukleotid k6té motivumai a
GxGxxG/A, tovabbi jellegzetes konzervalt motivumaik: ATG, GxxP, GD, HRRXXXR (Ojha
¢és mtsai. 2007).

A tDBDF szupercsalad tagjaiban az els6é Rossmann-fold szerkezet a kapcsolodo
kofaktort, a FAD-ot kéti meg. A masodik Rossmann-fold domén piridin nukleotid kotéséért
felel, kivéve az FCC tipust enzimeket, ahol a piridin nukleotidot hidrogén-szulfid helyettesiti
(Ojha és mtsai. 2007). A masodik Rossmann-foldhoz a piridin nukleotid 4&tmenetileg kotddik,
majd a redoxreakciot kovetden levalik (1. abra). Azonban az FCC és SQR tipusu fehérjék egy
jellegzetes kulcsmotivuma, az Un. ,,sapka” hurok csokkenti a fehérje centrumaba vezetd
csatorna méretét, ezaltal nem tud a NAD vagy mas redukalt szerves molekula kotddni a
masodik Rossmann-fold szerkezethez, csak a szulfid tud bejutni az aktiv centrumba (Sousa és
mtsai. 2018). A tDBDF szupercsalad enzimeiben a harmadik konzervalt szerkezeti elem, a C-
termindlis domén, melynek hossza a szupercsalddon beliil valtozatos, illetve van, ahol nincs
jelen. A Kkatalizisben, az elektron akceptor kinon szubsztrat kotésben az ezen a région
elhelyezkedd konzervalt ciszteinek, hisztidinek, glutaméatok toltenek be kiemelkedd szerepet a
szupercsaladon beliil (Ojha és mtsai. 2007). A C-terminalis domén konformacids flexibilitast
jelent a fehérje szamara (Hammerstad és Hersleth 2021). Ez a régid szerepet jatszhat a
szupercsalad kiilonboz6 enzimeinek eltéré mitkodésében (Seo és Asano 2018). A C-terminalis

domén a fehérje oligomerizacidjaért is felelds lehet (Hammerstad és Hersleth 2021), valamint
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a membranhoz val6 kapcsolodasban is részt vehet a szupercsalad membrankotott tagjai kozott

(Lencina és mtsai. 2013; Marcia és mtsai. 2009).

2. Rossmann 1. Rossmann
szerkezet szerkezet

C-terminalis domén

Szulfid kinon oxidoreduktaz II. tipusi NADH:kinon oxidoreduktaz
(Acidithiobacillus ferrooxidans) (Staphylococcus aureus)

Flavocitokrém ¢
(Allochromatium vinosum)

Glutation reduktiaz Dihidrolioamid dehidrogenaz NADH ferredoxin reduktaz
(Saccharomyces cerevisiae) (Sinorhizobium meliloti) (Pseudomonas sp. KKS102)

2.abra: A két dinukleotidot k6t doménnel rendelkez6 flavoprotein szupercsalad (tDBDF) redox fehérjéi,
jelolve a harom konzervalt domént. Pirossal az els6 Rossmann-fold szerkezet, kékkel a masodik Rossmann-fold

szerkezet és zolddel a C-terminalis domén keriilt kiemelésre

1.3 Flavocitokrom c fehérjék

Az FCC fehérjék tobb zold és bibor baktériumban is megtalalhatok, példaul szamos
Chlorobium fajban, Chromatium tepidum-ban és Thiocapsa roseopersicina-ban is. Elészor
Allochromatium vinosum fototr6f bibor kénbaktériumban azonositottak (Kostanjevecki és
mtsai. 2000). Tovabba kemolitotrof kén-oxidald baktériumokban is megtalalhato (Lii €s mtsai.
2017). Az FCC egy szolubilis, periplazmatikus enzim (Griesbeck és mtsai. 2000). Azonban egy
nem fototr6f aerob baktériumban, az egyik Thiobacillus fajban, az Ectothiorhodospira
vacuolata-ban felfedezték egy membrankotott valtozatat (Kostanjevecki és mtsai. 2000). Az
FCC jelenléte az adott baktériumban szulfid-tartalmt 6koszisztémahoz kotott (Sousa és mtsai.
2018). Két alegységbdl all, melyek nem kovalensen kotédve alkotnak heterodimert (2. abra).
A nagyobb kb. 45-47 kDa molekulatomegii alegység (FccB) flavin csoportot tartalmaz, és koti
a szulfidot. A kisebb alegység (FccA), ha egy hem csoportot kot, akkor 10 kDa molekulastlyu,

mint példaul a Chlorobium limicola FCC. Mig az A. vinosum FCC esetén az FccA citokrom ¢



alegység nagyobb, kb. 21 kDa, ugyanis két hem csoportot tartalmaz (Tikhonova és mtsai. 2021;
Reinartz és mtsai. 1998; Brune 1995). Az FCC fehérje szignal szekvencidval rendelkezik, ami
alatamasztja a periplazmatikus elhelyezkedést (Kostanjevecki és mtsai. 2000). Az FCC képes
hasznositani a szulfidot, mint elektrondonort és elemi ként allit el6 beldle (Kostanjevecki és
mtsai. 2000; Chen és mtsai. 1994). Oxidacidja soran az elektronok c-tipust citokrom fehérjékre

jutnak, majd innen a membran kinon raktaraba keriilnek (Barton és mtsai. 2014).

1.4 Szulfid kinon oxidoreduktiz enzimek

Az SQR fehérjék megtalalhatoak az Archaea-kban, baktériumokban, gombakban,
rovarokban ¢€s gerincesekben, azonban ndvényekben, az allatokon beliil a tiiskésbdriiekben ¢s
a gombakon beliil a mikrosporasokban, valamint S. cerevisiae élesztében nem azonositottak
6ket (Sousa és mtsai. 2018; Shahak és Hauska 2008). A szulfid oxidacidjanak katalizise révén
szamos fiziologiai folyamatban téltenck be szerepet, tobbek kozott a szulfid detoxifikacioban
vagy az anaerob fotoszintézisben. A baktériumokban és az élesztékben a sejtek nehézfém
toleranciajat novelik (Vande Weghe és mtsai. 1999), magasabb rendi él6lényekben pedig a
szulfid homeosztazis fenntartasaért felelnek (Wang 2010). Ezen keresztiil emldsokben szerepiik
van a simaizom relaxacio folyamataban, amib6l kovetkezik, hogy sokféle élettani folyamatban
¢és szerv milkodésében toltenek be szerepet (Szabo 2016). Emiatt az SQR enzimek
patofiziologiai folyamatokban is szerepet jatszanak, példaul a karcinogenezisben vagy
neurodegenerativ betegségekben (Zhang és mtsai. 2021).

Az SQR fehérjék 6si, membrankotott, monotipikus, FAD kofaktorral rendelkez6
enzimek, molekulatomegiik kb. 50 kDa (Marcia és mtsai. 2010b). Monomer allapotuk mellett
képesek homodimer és -trimer formakat is kialakitani, s6t elképzelhetd, hogy az oligomer forma
az aktiv. Prokariotdkban a sejtmembranhoz a periplazmatikus oldalrél kotddnek, mig
eukaridtakban a belsé mitokondridlis membranhoz az intermembran tér feldl (Cherney és mtsai.
2012).

Szekvenciaanalizis alapjan az SQR fehérjék eléfordulasa az FCC enzimekhez képest
gyakoribb. Az A. vinosum tartalmaz FCC és SQR fehérjét is, azonban az SQR az els6dleges
szulfid oxidald enzim (L és mtsai. 2017; Gregersen és mtsai. 2011; Reinartz és mtsai. 1998).
Az SQR enzimek bioenergetikailag hatékonyabbak, mivel a katalizisben a szulfid oxidacioja
soran felszabadulo elektronok a kinonokon keresztiil jutnak el az elektrontranszportlancba, mig
az FCC-k katalizise soran az elektronok a citokrom c elektronakceptorokra keriilnek, ami

energetikailag kevésbé hatékony (Lii és mtsai. 2017).



1.4.1SQR fehérjék kiilonbo6z6 tipusai
A legrégebbi osztalyozas szerint az SQR enzimek 3 csoportba sorolhatok, attol fiiggden,

hogy Archaea-kbol, baktériumokbol vagy eukariotakbol szarmaznak (Theissen és mtsai. 2003).
Késobb a szélesebb kori strukturalis, biokémiai €s evolucios ismeretek eredményeként egy 6t,
valamint egy besorolatlan csoportbdl all6 rendszer késziilt el és egy egységes nevezéktant
hoztak létre (Gregersen ¢és mtsai. 2011; Pham és mtsai. 2008). A napjainkban hasznalatos
csoportositast Marcia és munkatarsai alkottdk. Hat csoportot kiilonitettek el az ismert
szekvenciak klaszteranalizise, az ismert kristalyszerkezetek, a konzervalt aminosavak
elhelyezkedése, a cisztein FAD kofaktorral vald kotésének modja és az enzimek funkcionalis
miitkodése alapjan (Sqr .-V tipus [Marcia és mtsai. 2010a]). Ezen beliil is jellemzik az egyes
csoportok konzervalt aminosavainak meglétét, elhelyezkedését, a cisztein FAD kofaktorral vald
kotésének modjat, a kinon kotés folyamatat és a C-terminalis régiot. A Gregersen ¢és
munkatarsai altal hasznalt nevezéktanban betiikkel kiilonitették el a csoportokat (3. abra)
(SgrA-F) (Gregersen és mtsai. 2011), ahol a betiik 1ényegében megfelelnek a Marcia és mtsai.

altal felallitott csoportositds romai szamainak egy aprobb eltéréssel a IV-es tipusu enzimek

esetén (1d. alabb).
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1. tipustt SOR fehérjék (SqrA):

Ez a leginkabb jellemzett csalad. Az Aquificaceae, a- és f3-Proteobaktérium és
Cyanobacteria csoportokban azonositottak ilyen tipust SQR enzimeket (Cherney és mtsai.
2010; Marcia és mtsai. 2010a). Feltechet6en konstitutivan fejezédnek ki, nagy a szulfid
szubsztrathoz valé affinitdsuk, aminek nagy jelent6sége van a szulfid hatékony
detoxifikalasdban. Ehhez kapcsolododan, a szulfid oxidacié soran felszabaditott elektronok
kinon molekulakra juttatdsaval az SqrA enzimek a szulfid fiiggd 1égzésben és a fotoszintézis
folyamataban is kiemelkedé szerepet toltenek be (Marcia és mtsai. 2010a; Arieli és mtsai.
1994). Az eddig legrészletesebben jellemzett SQR enzimek koziil tobb, az Aquifex aeolicus, az
A. ferrooxidans, a Rhodobacter capsulatus és az Oscillatorica limnetica SqrA enzimek is ebbe
a csoportba tartoznak (Lencina és mtsai. 2013; Gregersen és mtsai. 2011; Cherney és mtsai.
2010; Marcia ¢és mtsai. 2010a) (3. abra). Az elsé kett6 fehérjének a szerkezete is ismert (4.
abra A, B). Az A. aeolicus SqrA aktiv centrumaban egy konzervalt cisztein a FAD kotésében
vesz részt, két cisztein a redox aktiv part alkotja és elengedhetetlenek az enzim miikkddéséhez.
A kinon redukci6 sordn a proton leadasban feltehetden egy glutaminsav és egy lizin jatszik
szerepet. A kinon kotésben egy izoleucin és egy fenilalanin vesz részt (Marcia és mtsai. 2010a).
Az R. capsulatus SqrA esetén iranyitott mutagenezis vizsgalatok zajlottak, O. limnetica SqrA-
t pedig biokémiailag és fiziologiailag jellemezték. Az SQR enzimek jellegzetes
kulcsmotivumai, az 0n. ,sapka” hurkok az I. tipusnal is megtalalhatoak. Valamint két
amfipatikus hélix motivummal és a tobbi SQR tipussal dsszehasonlitva hosszabb C-terminalis
régioval rendelkeznek. Ez a meghosszabbodott régidé okozhatja, hogy a megfigyelések szerint

sokkal szorosabban kapcsolodik a membranhoz a fehérje.

Il. tipustt SQR fehérjék (SarB):

Ez a tipus rendelkezik a legtobb ismert képviselével (Sousa és mtsai. 2018). Néhany
prokariota mikroorganizmusban azonositottak SqrB enzimet, a Firmicutes és Proteobaktérium
csoportokon beliil, beleértve néhany korokozot, mint példaul a Staphylococcus aureus-t vagy
Pseudomonas aeruginosa-t (Marcia és mtsai. 2010a; Shahak és Hauska 2008) (3. abra). Az
Osszes eukaridta SQR enzim ebbe a csoportba tartozik. Megtaldlhatd élesztékben (pl.
Schizosaccharomyces pombe) (Gregersen és mtsai. 2011), férgekben (pl. Arenicola marina),
rovarokban (pl. Drosophila melanogaster), kagylokban (pl. Sinonovacula constrocta) (Shen és
mtsai. 2020), emlésokben (pl. Homo sapiens) (Marcia és mtsai. 2010a). Az eukaridta
enzimeknek mas tipusi SQR fehérjékkel Osszehasonlitva hosszabb az N-terminalis szignal

szekvenciaja. Az SqrB fehérjék nem rendelkeznek ,sapka” hurkokkal. Alacsony a
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szubsztrathoz valé affinitasuk. A konzervalt ciszteinek koziil a FAD kotésben szerepet jatszo
ciszteint egy tirozin helyettesiti. A két ciszteinbdl alld konzervalt redox aktiv par jelen van. A
kinon redukcidban szerepet jatszo6 aminosavak nagyobb valtozatossagot mutatnak a csoporton
beliil az SqrA alosztalyhoz képest (Marcia és mtsai. 2010a). A human SqrB fehérje szerkezete
ismert (4. abra C) (Jackson és mtsai. 2019).

1. tipusu SOR fehérjék (SqrC):

7061d kénbaktériumokban (pl. Chlorobaculum tepidum) és Archaea-kban (Sulfolobales)
megtalalhatd enzimek (3. abra). Nem rendelkeznek ,,sapka” hurkokkal (Marcia és mtsai.
2010a) vagy meghosszabbodott C-terminalis régiéval. A csoport egyetlen vizsgalt tagja a
Caldivirga maquilingensis SqrC. Ennél az enzimnél kisérletesen igazoltak, hogy a FAD nem
kovalens modon kotddik, hiszen a kotéséért felelds cisztein hidnyzik, helyén konzervalt
triptofan vagy tirozin talalhaté (Lencina és mtsai. 2020; Lencina és mtsai. 2013). A kinon-
redukcié soran a kinon kotésében fenilalanin, lizin és leucin aminosavak vehetnek részt

(Lencina és mtsai. 2020).

IV.tipusti SOR fehérjék (SarD):

Ez a csoport a Gregersen ¢és mtsai. (2011) csoportositasaban két részre valik szét: az
SqrD és SqrX alcsoportokra. A munka soran a Marcia és mtsai. (2010a) csoportositast
hasznaljuk, ezért a IV. csoportot SqrD-vel fogom jel6lni. Elsésorban z6ld kénbaktériumokban
(pl. C. tepidum), valamint bibor kénbaktériumokban (pl. A. vinosum, T. roseopersicina (Duzs
¢és mtsai. 2018) is azonositottak dket (3. abra). Az egyetlen csoport, amelynek egy képviseldjét
sem tisztitottdk és jellemezték még. Szekvencidjuk alapjan 6t meghosszabbodott ,,sapka”
motivummal rendelkeznek, megndvelve ezzel a felszini régiok hosszat. Az SQR fehérjékre
jellemz6 harom konzervalt cisztein (FAD kotésben nélkiilozhetetlen cisztein, a redox part

alkoto ciszteinek) az SqrD csoportban is megtalalhatoak (Marcia és mtsai. 2010a).

V. tipusu SQR fehérjék (SarE):
Talnyomorészt Archaea-kban talalhato SQR fehérjék tartoznak ebbe a csoportba (pl. A.

ambivalens SqrF) (3. abra). A szulfidhoz val6 affinitasa a uM-os tartomanyban van, ezért a
szulfid fiiggd 1€gzés folyamataban van kulcsszerepiik (Brito és mtsai. 2009). Hosszabb ,,sapka”
hurok, valamint egy révidebb C-terminalis régio jellemzi ezt az alcsoportot az SqrA-hoz képest.
A FAD-ot kotd, valamint a redox part alkoté konzervalt ciszteinek is jelen vannak. Az A.

ambivalens SQrE enzimének kristalyszerkezete ismert (4. abra D) (Brito és mtsai. 2009).
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Bakterialis enzimek is vannak a csoport tagjai kozt (pl. C. tepidum SqrE) (3. abra),
azonban rovidebb ,,sapka” motivummal rendelkeznek (Marcia és mtsai. 2010a; Chan és mtsai.
2009). A kofaktort koté ciszteint szerin vagy treonin helyettesiti, melyek nem képesek

kovalensen kotni a FAD-ot.

V1. tipust SQR fehérje (SqrF):
Bakterialis fehérjék, a C. tepidum (Chan és mtsai. 2009), az A. aeolicus (Marcia és mtsai.

2010a) és a T. roseopersicina (Duzs és mtsai. 2018) fajokban azonositottak ket (3. abra). Ezek
a legkisebb méretii SQR fehérjék. Nem rendelkeznek felszini hurok régiokkal. Az SQR-ekre
jellemzd héarom konzervalt ciszteinbdl kettd jelen van, egy cisztein hianyzik, ez a
legjellegzetesebb tulajdonsaga a csoportnak. Koziiliik az egyik cisztein kovalensen kéti a FAD-
ot (Shuman és Hanson 2016). Egy masik alapvet6 jellegzetessége ennek a csoportnak, hogy
van egy cisztein, amely konzervaltsagot mutat a VI. tipuson beliil és csak ebben talalhaté meg,
azonban az aktiv centrumtol tavol helyezkedik el (Shuman ¢és Hanson 2016). Ezek
eredményeképp egy eltérd katalitikus mechanizmust feltételeznek (Duzs és mtsai. 2018), vagy
a feltekeredés folyamata tér el egyedi fehérjeszerkezetet eredményezve. Tovabbi sajatossag,
hogy a C-terminalis régio itt a legrovidebb, a harom ellentétes iranyban futd B-lemez mellett
csak egy a-hélix alkotja (Marcia és mtsai. 2010a). Alacsony a szubsztrathoz vald affinitasa.
Kevésbé ismert csoport, kevés jellemzett tagja van (Duzs és mtsai. 2018; Shuman és Hanson
2016).

1.4.2SQR fehérjék termeltetése

SQR tipusti fehérjéket szamos mikroorganizmusban azonositottak, azonban kevés
ismerettel rendelkeziink szerkezetiikrél és biokémiai jellemzéikrél. Ennek egyik oka, hogy a
fehérje eldallitasa tiszta, aktiv formaban szamos lépésbdl all, szamos enzim esetében nem
sikeriilt erre alkalmas modszert kifejleszteni. Masik ok — kiilondsen az SqrD enzimek esetében
— a fehérjék er6s membrankotddése (Duzs és mtsai. 2018).

Az SQR fehérjéket vagy egyszeriien kitisztitottak a gazdasejtbdl, vagy homolog, illetve
heterolog expresszioval termeltették meg, majd a membranbol valamilyen detergenssel valo
felszabaditast kovetéen kromatografias modszerrel tisztitottdk. Az A. ferrooxidans SqrA
(Cherney ¢és mtsai. 2012; Wakai és mtsai. 2007; Bronstein és mtsai. 2000), az R. capsulatus
SQrA (Schutz és mtsai. 1997), az A. caldus SqrA (Lu és mtsai. 2023), az S. aureus SqrB (Shen
¢és mtsai. 2016), a Homo sapiens SqrB (Jackson és mtsai. 2019), a C. maquilingensis SqrC
(Lencina és mtsai. 2020, 2013) és a C. tepidum SqgrF (Shuman és Hanson 2016) fehérjéket
heterolég modon E. coli sejtekben T7 RNS polimerazon alapul6 termeltetéssel allitottak eld.
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Az A. aeolicus SgrA (Marcia és mtsai. 2010b), az A. ambivalens SqrE (Brito és mtsai.
2009), a T. roseopersicina SqrF (Duzs és mtsai. 2018) enzimeket sajat természetes gazdajukban
termeltették vad tipust rendszerben vagy a gének expresszids kazettaba torténd klonozasat

kovetden, majd innen tisztitottak oket.

1.4.3SQR fehérjék szerkezeti jellemz6i

Az SQR tipusu fehérjék koziil kevésnek ismert a szerkezete. Az A. ferrooxidans SqrA
(Cherney és mtsai. 2012, 2010), az A. aeolicus SqrA (Marcia és mtsai. 2009), a H. sapiens SqrB
(Jackson és mtsai. 2019) és az A. ambivalens SQrE (Brito és mtsai. 2009) rendelkeznek
rontgenkrisztallografiai szerkezettel. Tovabba az FCC fehérjék kozott is megtalalhatdé néhany
meghatarozott kristalyszerkezetii enzim: az A. vinosum (Chen és mtsai. 1994) a,
Thermochromatium tepidum (Hirano és mtsai. 2012) és a Thioalkalivibrio paradoxus (Osipov
¢és mtsai. 2018) (4. abra E, F, G).

A legpontosabb ¢és legrészletesebb térszerkezeti adatokat, kdolcsonhatdsokat,
feltekeredést rontgenkrisztallografiaval —lehet meghatarozni ¢és ezek szamottevéen
hozzéjarulnak az enzim katalitikus mechanizmusanak megismeréséhez. Az A. aeolicus SqrA
fehérje meglepd modon trimer formaban kristalyosodott, amelyet a fehérje fiziologias
allapotanak gondolnak, és segiti a membranba agyazodast (4. abra A) (Marcia és mtsai. 2009).
A kristalyositott SQR enzimek kozott eddig a homotrimer forma mellett monomer és
homodimer negyedleges szerkezetek fordultak el6. Az A. ferrooxidans SqrA fehérje esetén
dimer format azonositottak a kristalyszerkezetben, amely feltehetéen eltér a fiziologids
allapottdl a monomerek egymashoz viszonyitott helyzete alapjan, vagyis a hidrofob,
természetes koriilmények k6zott a membranhoz kapcesolodo felszinek kolesonhatnak egyméssal
(4. abra B). Ezaltal az amfipatikus hélixek hidrofob kézegbe keriilnek, mintha a membranba
agyazddnanak normal allapotban (Jackson és mtsai. 2019; Cherney és mtsai. 2010). In vivo
koriilmények kozott az aktiv fehérje feltehetden igy tartja fent a megfelelé orientaciot az
optimalis mikddéshez membran hianyaban (Cherney és mtsai. 2010). A human SqrB fehérje
hasonloan az elbbihez, kristalyositas soran dimer format vett fel, ami feltehetéen eltér a
fiziologias allapotatdl, és valosziniileg természetes koriilmények kozott monomerként épiil be
a membranba ¢és latja el funkcigjat (4.abra C) (Jackson és mtsai. 2019). A két SqrA, valamint
a human SqrB fehérjéket elektronakceptorral kotott formaban is kristalyositottak, ez elébbiek
esetén decilubikinon (dUQ), utoébbinal decil-koenzim Q (ubidekarenon) volt (10.4. melléklet)
(Jackson és mtsai. 2019; Cherney és mtsai. 2010). Az A. ambivalens SqrE fehérjét dimer
allapotban kristalyositottak aszimmetrikus helyzetben (4. abra D). A C-terminalis régio utolso
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53 aminosavanak térbeli elhelyezkedését azonban nem sikeriilt meghatarozni (Brito és mtsai.

2009).

4.4abra: Rontgenkrisztallografiaval meghatarozott szerkezeti SQR és FCC fehérjék. A: A. aeolicus SqrA
(Marcia és mtsai. 2009), B: A. ferrooxidans SqrA (Cherney és mtsai. 2010), C: H. sapiens SqrB (Jackson és
mtsai. 2019), D: A. ambivalens SQrE (Brito és mtsai. 2009), E: A. vinosum FCCAB (Chen és mtsai. 1994), F: T.
tepidum FccAB (Hirano és mtsai. 2012), G: T. paradoxus FccAB (Osipov és mtsai. 2018)

1.4.4 Az SQR enzimek altal katalizalt reakciok f6bb lépései

Az SQR enzimek mikodésében, a szulfid oxidacidja folyaman leadott elektronok a
kinon molekulakra keriilnek. Ez egy komplex redox folyamat, ami két 1épésben megy végbe.
Az elsé szakasz a szulfid oxidaci6 vagy reduktiv fazis. Egy szulfid (S*) oxid4lédik elemi kénné
(S%), amely soran két elektron keriil a FAD kofaktorra, és redukalja azt (Brito és mtsai. 2009).
A masodik szakasz a kinon redukcidja, az oxidativ fazis. A redukalt FAD kofaktor a két
elektront a kinon molekuldknak adja at, melyek a prokariota citoplazma membranban vagy
eukariotak esetén a belsé mitokondrialis membranban helyezkednek el (5. abra) (Brune és
Triiper 1986).

A Kkatalitikus ciklusok ismétlddésének eredményeképp keletkezé oxidalt kén molekulak
osszekapcsolodnak és egy oktamer gytirii (S®) vagy egy rovid, egyenes vagy elagazo poliszulfid
lanc (HS-(Sn)-SH) képz6dik (5. abra). A keletkezett termék a 1étrejétte utan elhagyja az SQR
enzim aktiv centrumat egy hidrofob csatornan keresztiil és kénglobulusok formajaban
raktarozodik el a sejtek citoplazméjaban vagy a periplazméaban (Lyratzakis és mtsai. 2023;

Griesbeck ¢és mtsai. 2000; Marcia és mtsai. 2009).
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1.4.4.1 A szulfid bejutasa az SQR aktiv centrumaba, a fehérje FAD kofaktor kotése
Csak az SQR ¢és FCC fehérjék rendelkeznek Un. ,,sapka hurokkal” az FDR csaladon
beliil, amely eltérd hossziisagli a két tipus kozott. Valoszintileg azért felelds, hogy csak a szulfid
elektrondonor jusson az aktiv centrumba (Sousa és mtsai. 2018; Marcia és mtsai. 2010a). A
csalad tobbi tagjaban ez a régio a NAD(P)H kotéhelynek felel meg (Walsh és mtsai. 2020).
Az SQR fehérjék aktiv centrumat tobbek kozott a FAD kofaktor, valamint a kézelében
elhelyezked6 legalabb két konzervalt cisztein, a redox aktiv par alkotja, melyek diszulfid-hiddal
kapcsolddnak egymashoz és kiemelkedd szerepiik van a katalizis szulfid oxidacios 1épésében
(Brito és mtsai. 2009). Az SQR és FCC fehérjék harom FAD-koté doménnel rendelkeznek.
Ezek az N-terminalis Baf3 szerkezet, egy N-terminalis, valamint egy C-terminalis motivum
(Griesbeck és mtsai. 2000). A FAD kofaktor az SQR enzimekben a diszulfid reduktaz
proteinekhez hasonl6 pozicioban helyezkedik el az aktiv centrumban. Az elsé Rossmann-fold
szerkezet tartalmazza a FAD kofaktort és kotést alakit ki vele nem kovalens moédon. A masik
Rossmann-fold szerkezet elsddlegesen a szulfid kotés és oxidacio katalitikus helye. Néhany
enzimben azonban szintén kotddik a kofaktorhoz, méghozza a FAD izoalloxazin gyirijével all
kapcsolatban kovalens vagy nem kovalens kotésen keresztiil. Ez tipusonként valtozo (Duzs és
mtsai. 2021; Walsh és mtsai. 2020). Tovabba ennek a gyiiriinek a kozelében helyezkedik el a

redox aktiv diszulfid-hidat formal6 két konzervalt cisztein is (Duzs €s mtsai. 2021).
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Az l., a IV., az archealis V., valamint a VI. tipusi SQR fehérjék tébbnyire kovalensen
kotik a kofaktort. Az egyik konzervalt cisztein kén atomjanak szulthidril csoportja és a FAD
C8 metil (C8M) csoportja kozott alakul ki a stabil tioéter kotés (Walsh és mtsai. 2020; Chen és
mtsai. 1994). Ilyen példaul az R. capsulatus SgrA (Griesbeck és mtsai. 2002) vagy az A.
ambivalens SgrE (Brito és mtsai. 2009). Kiilonbséget mutat az A. aeolicus SqrA, melyben a
Cys124 kovalensen kapcsolodik a FAD-hoz, azonban ez egy kevésbé stabil perszulfid-hidon
keresztiil valosul meg (6. abra) (Marcia és mtsai. 2009).

Az A. ferrooxidans SqrA Cysl128 egyaltalan nem koti a kofaktort, az aminosav kén
atomja és a gyliri C8M csoportja kozott a tdvolsadg feltehetden tul nagy a kristalyositott
fehérjében mért tavolsdgadatok alapjan (3,6 A) ahhoz, hogy kialakuljon a kapcsolat (7. abra)
(Cherney ¢s mtsai. 2010).

Az A. caldus SqrA enzimben a Cys128 nem koti kovalensen a FAD-0t, ugyanis a fehérje
TCA-s denaturalasat kovetéen a feliiliszoban volt azonosithatdo a kofaktor. Az enzim
homologia modelljében mért tavolsagadatok alapjan pedig a Cys128 és a FAD izoalloxazin
gytirijének C8M csoportja kozotti tavolsag tal nagy a kotés kialakulasdhoz (4 A) (7. abra) (Lu
¢s mtsai. 2023).

A ll., a III. és a bakterialis V. tipusi SQR fehérjék esetén a kotésért felelds cisztein
hianyzik, helyette tirozin, triptofén, szerin vagy treoinin talalhato. igy ezekben az enzimekben
a FAD kofaktorral nem alakul ki kovalens kotés (Walsh és mtsai. 2020; Lencina és mtsai. 2013).
Ilyen a H. sapiens SqrB (Jackson és mtsai. 2012), az S. aureus SqrB (Jackson és mtsai. 2019;

Shen és mtsai. 2016), valamint a C. maquilingensis SqrC (Lencina és mtsai. 2013).

1.4.4.2 A Kkatalizis szulfid oxidacios lépése és a konzervalt ciszteinek szerepe

A diszulfid oxidoreduktaz (DSR) enzimcsaladon beliil az aktiv centrumban
elhelyezkedd konzervalt ciszteineknek nélkiilozhetetlen szerepe van a szulfid oxidéacidjaban
(Marcia és mtsai. 2010). Ezek a FAD kornyezetében helyezkednek el, azonban a szamuk,
valamint a térszerkezetben elfoglalt helyilik valtozatos a kiilonb6zéd SQR csoportok esetén
(Argyrou és mtsai. 2004). Ett61 fliggben az eddig jellemzett fehérjék alapjan tobbféle katalitikus
mechanizmust feltételeznek az SQR fehérjéken beliil. A kiilonb6z6 tipusoknak eltérhet a
mikodése, valamint egy enzim esetében is felmeriilhet a katalizis folyamatanak tobb lehetséges
modja is. A kiilonbozé feltételezett mechanizmusokat tobbek kozott a  megismert
rontgenkrisztallografias szerkezetek, a meghatarozott kinetikai paraméterek, valamint az
aminosav-kofaktor, aminosav-aminosav kozott mért tavolsagadatok alapjan allitottak fel
(Cherney ¢s mtsai. 2010; Brito és mtsai. 2009; Marcia és mtsai. 2009).
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Az A. aeolicus SqrA fehérjében két lehetséges miikodési modellt (C4A, C8M)
feltételeznek. Ennek oka az, hogy az egyik feltételezett modell (C8M) jelent6s kozponti
szerepet tulajdonit a Cys124-nek. Ez az aminosav a legtobb SQR enzimben konzervaltan jelen
van, viszont hianyzik az SqrB ¢és SqrC fehérjékbdl, igy ezekben valoszintileg eltér a
mechanizmus, amelyben egy masik ciszteinnek van kiemelkedd szerepe.

Az A. aeolicus SqrA katalitikus mechanizmusanak C8M feltételezett modellje szerint a
Cysl124 és Cys156 kozott alakul ki a diszulfid kotés. A szulfid szubsztrat kénje a Cysl24
diszulfid-hidjat tamadja. Ezt kovet6en pedig (Cys124S-S) a FAD izoalloxazin gyiriijének C8M
csoportjaval alakit ki atmenetileg perszulfid-hidat. Egy elektron atkeriil a kofaktorra. Ezutan
ezt a perszulfid kotést tdmadja a Cys156 triszulfid hidat képezve a szubsztrat és a Cys124
kénjeivel (Cys156S-S-Cys124S). Ezen 1épés kozben jut at a masodik elektron az izoalloxazin
gytirtire és valik a FAD teljesen redukaltta. Ebben a modellben a Cys347 nem része a redox
aktiv parnak, hanem feltehetden regeneralja a Cys124-Cys156 diszulfidot a kén atvételével és
anovekvo poliszulfid lanc kotésével (6. abra) (Marcia és mtsai. 2010a; Marcia és mtsai. 2009).

Az A. aeolicus SgrA masik modellje (C4A) hasonlosagot mutat az A. ambivalens SqrE
feltételezett mechanizmusaval. E16bbi esetén a Cys156 és Cys347, mig utobbinal a Cys178 és
Cys350 alkotjak a diszulfid-hiddal kapcsolodo redox aktiv part. Ezt tamadja meg a szulfid, majd
az A. aeolicus SqrA Cys156S-S, vagy az A. ambivalens SqrE Cys178S-S perszulfid-hidat képez
a FAD C4A atomjaval. Az elektronatadas utan tri- késobb poliszulfid-hid alakul ki a redox aktiv
par kozott (A. aeolicus SqrA esetén Cys156S-S-Cys347S, A. ambivalens SqrE esetén Cys178S-
S-Cys3508S). E két cisztein kozott épiil a termék, mely A. aeolicus SqrA esetén egy poliszulfid
lanc, mig az A. ambivalens SqrE végterméke egy 8 kénatombdl allo gytirti (Marcia és mtsai.
2009; Griesbeck és mtsai. 2000). Ezeknél a feltételezett C4A modelleknél a FAD-ot k6t
cisztein nem vesz részt kozvetleniil a katalitikus mitkodésben. A kofaktort a C8M csoporton
keresztiil egy diszulfid-hidon keresztiil koti ez a cisztein (6. abra) (Brito és mtsai. 2009; Marcia
¢és mtsai. 2009).
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6.abra: Az A. aeolicus SqrA és az A. ambivalens SqrE katalitikus miikodésének lehetséges modelljei (Marcia és
mtsai. 2010a; Brito és mtsai. 2009; Marcia és mtsai. 2009)

Az A. ferrooxidans SgrA enzim feltételezett mitkodési modellje szerint a Cys160 és
Cys356 alkotjak a diszulfid-hiddal kapcsolodo redox part. Ezt tamadja a belép6 szulfid, majd a
Cys356 (Cys356S-S) a FAD izoalloxazin gytriijének C4A atomjahoz kotddik és egy elektron
atkertil a kofaktorra. Majd a cisztein-FAD perszulfid hidat tamadja a Cys160 triszulfid hidat
képezve a Cys356-tal (Cys160S-S-Cys356S), igy atjut a masodik elektron és teljesen
redukalodik a FAD. Ez a folyamat ismétlddik, amig el nem éri a maximalis hosszat a poliszulfid
lanc, amely feltehet6en ezen a Cys160-on novekszik, majd 8 atombol allo kéngyliriivé zarodik.
Valoszintileg a Cys128 kapcsolodhat a Cys160-hoz, ezaltal valik le az elkésziilt kéntermék (7.
abra) (Cherney és mtsai. 2010).

Az A. caldus SgrA enzim feltételezett modellje megegyezik az A. ferrooxidans SqrA
enzimnél leirt miikodési modellel. Eltérést feltételeznek abban, hogy a 8 kénatombdl allo
termék a Cys356-on hosszabbodik. A Cys128 a kéntermék gylirlivé zarédasaban és a
citoplazmaba juttatasaban jatszhat szerepet (7. abra) (Lu és mtsai. 2023).

A H. sapiens SgrB enzimben a konzervalt Cys201 és a Cys379 alkotjak a redox aktiv
part (Jackson és mtsai. 2019). A Cys201 a FAD C4A csoportjat koti (Chen és mtsai. 1994). A
szulfid szubsztrat a Cys379-t tamadja, egy redox intermedier jon létre, egy fehérje-kotott
perszulfid kotés, valamint egy toltés transzfer komplex (CTC) a FAD és a ciszteinek kénjei
kozott. Amint megtorténik az elektronatadas a kofaktornak, a redox aktiv par ismét

diszulfid-hiddal 6sszekapcsolodik és az elektronok a koenzim Q (10.4 melléklet) akceptorra
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kertilnek a FAD-rol (Jackson és mtsai. 2019, 2012). A H. sapiens SqrB enzim feltételezett
miikodési mechanizmusa kozelebb all az FCC enzimekéhez. Elobbi a bakteridlis SQR
fehérjéktol abban tér el, hogy a képzddé termék nem poliszulfid lanc vagy kéngyiirli, hanem
hidrogén-diszulfid (H.S.). Mivel kis méretii termék képzddik, a redox aktiv part alkotd
ciszteinek kozelebb helyezkednek el egymashoz a human SqrB-ben a bakterialis enzimekhez
képest (7. abra) (Jackson és mtsai. 2019; Hirano ¢és mtsai. 2012).

Az A. vinosum FCC esetén a Cys161 és a Cys337 alkotjak a redox aktiv part. A FAD
kofaktort a Cys42 koti kovalensen (Hirano és mtsai. 2012; Chen és mtsai. 1994). A szubsztrat
tdmadja a diszulfid hidat képezd ciszteineket, majd egy toltéstranszfer komplex alakul ki és

redukalodik a FAD (Kostanjevecki és mtsai. 2000; Van Driessche1996).
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7.4bra: Az A. ferrooxidans SqrA, az A. caldus SqrA és a H. sapiens SqrB katalitikus miikodésének lehetséges

modelljei (Marcia és mtsai. 2010a; Brito és mtsai. 2009; Marcia és mtsai. 2009)

14421 A Kkonzervalt glutaminsav szerepe az SQR enzimek Kkatalitikus
mechanizmusaban

A szekvenciaanalizis adatok alapjan az SQR tipusu fehérjékben a ciszteineken kiviil

egyéb, nagymértékben konzervalt aminosavak is megtalalhatok, amelyek az enzimek nagy

részében jelen vannak adott pozicioban, és igy szerepiik lehet a fehérjék mikodésében.
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A 1I. tipusi NADH:kinon oxidoreduktaz (NDH-2) t6bb mikroorganizmusban is
megtalalhatd, példaul az S. aureus-ban vagy az S. cerevisiae-ben. Ez az enzim a tDBDF
szupercsalad tagja. Az NDH-2-ben részletesen vizsgaltdk a 172. pozicidban 1évo glutaminsav
szerepét. Szekvenciaanalizis alapjan ez az aminosav 97%-os konzervaltsagot mutat a
szupercsaladon beliil (Marreiros ¢és mtsai. 2017). Korabbi kisérletek soran alaninra, szerinre,
aszparaginsavra, valamint glutaminra cserélték, amelyek hosszukban és/vagy polaritasukban
térnek el az eredeti aminosavtol. Mind a négy mutacié hatassal volt a NAD(P)H szubsztrat
oxidacios folyamatara is, de a kinon redukcioban jelentdsebb valtozast okoztak (Sousa és mtsai.
2017). Az eredmények alapjan a Glu172 feltehetéen a protontranszferben jatszhat jelentésebb
szerepet. Az S. cerevisiae NDH-2 fehérjében a homolog Glu242 alaninra és aszpartatra
cserélése hatdssal van az enzim kinetikai paramétereire. Ez szintén alatamasztja a feltételezést,
hogy az NDH-2 Katalitikus mechanizmusaban is fontos szerepe lehet ennek a konzervalt
glutaminsavnak (Marreiros ¢s mtsai. 2017). Az S. aureus NDH-2 Glul72 protonaltsaga fiigg a
FAD oxidaltsagi allapotatol, ami arra utal, hogy a Glul72-nek kulcsszerepe lehet a kinon
kotéhelyhez torténd proton szallitdsban (Marreiros €s mtsai. 2017; Sousa és mtsai. 2017).

Az NDH-2 enzimek ugyanabba a csaladba tartoznak, mint az SQR és FCC fehérjék. Ez
a glutaminsav utobbi két fehérje esetén is jelentds konzervaltsadgot mutat és az aktiv centrumban
talalhat6 konzervalt ciszteinek kortil helyezkedik el. Azoknal, ahol jelen van a NAD koétohely,
ott a vizsgalt glutaminsav (példaul human vorosvérsejt glutation reduktaz enzim Glu201 vagy
az S. aureus NDH-2 Glu172) kapcsolatban van egy masik aminosavval, ami a NAD kotésben
vesz részt. Az SQR és FCC enzimekben is tobb kutatocsoport vizsgalta az NDH-2 Glu172-vel
hianyzik ez a NAD-ot k6té aminosav (Van Driessche 1996).

Az R. capsulatus SqrA fehérje katalitikus mechanizmusara felépitettek egy lehetséges
modellt az S. aureus Glu172-vel homolog glutaminsav részvételével. Ez az aminosav az SQR-
ekben és FCC-kben is konzervalt, mindenhol megtalalhaté ebben a pozicidban (példaul A.
vinosum FCC Glul67, R. capsulatus SqrA Glul65, T. roseopersicina SqrF Glu163), kivéve az
SqrB enzimeket, ahol bazikus lizin helyettesiti ezt a savas aminosavat (8. abra) (Sousa és mtsai.
2018).
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A. ferrooxidans
A. aeolicus

R. capsulatus

H. sapiens
Synechocystis sp.
S. pombe

S. solfataricus
C. tepidum

C. maquilingensis
A. vinosum

S. denitrificans
C. tepidum

A. ambivalens

S. solfataricus
C. tepidum

A. aeolicus

C. tepidum

A. vinosum

T. roseopersicina
T. roseopersicina
A. vinosum

C. tepidum

A. aeclicus

8.4abra: R. capsulatus SqrA Glul65 homoldgjai a kiilonb6z6 tipusit SQR és FceB fehérjékben. Zo1d:

SqrA
SqrA
SqrA

SqrB
SqrB
SqrB

SqrC
sSqrC
SqrcC

SqrD
SqrD
SqrD

SqrE
SqrE
SqrE

SqrF
SqrF
SqrFE
SqrF

FccB
FccB
FccB
FccB

MAGASCEF-GPAYEYAMIVASDLKKRGMRDK
IPGVSCF-GPAYEFALMLHYELKKRGIRYK
AQGASCF-GPAYEFTFILDTALRKRKIRDK

Glul65

NTPVKCA-GAPQKIMYLSEAYFRKTGKRSK
ATPIKCA-GAPQKIMY LADETFRKNGVREK
SGVLKCA-GAPQKIMWMAEDYWRRHKVRSN

KLPHRCP-VAPLEVTLILDDYLRKRGIRDK
ELPFKCP-VAPIEFVFMADWELKKKGVRNK
YERYRCP-PSPLEGVLLADELLRRRGVRDR

HGMCTCQ-GAAFEYIYNVDHVLRGAGVRHL
HGLCTCQ-GAAFEYIFNIEHELKKAGVRDM
HAMATCQ-GAAFEYILNVAHEI SRRGLSHM

NADSACE-GPVFEMSLMLHGYFKKKGMLDK
VADAACE-GPIFEMSLMLSGYFKKKGMLNK
MAKAACE-GPPVEIALSLASWMKHHEMGGP

-DKTAVRGRPVFEVLFNVDYHLSRLGIRDR
-DPSAVRGGPGFELFFNLHHKLTKLGIRDN
-EPSSMRGGPVFEFLFGMDNQLKREGRRDK
-EPSSMRGGPIFEFIFGMDSQLRKEGRRDR

PANPFRCPPGPYERASQIAHYFKANKPKSK
PAAPFRCPPGPYERASQVAYYLKAHKPKSK
PDNPFRCPPGPYERASLIAYYLKQHKPKSK
PPPPHRCPPAPYERAAMIAHVFRONEAKAK

glutaminsav, kék: lizin

Az R. capsulatus SqrA fehérjében is megtalalhatod a két redox aktiv cisztein, amelyek
diszulfid-hidat formalhatnak (Cys127 és Cys159), a Cys353 pedig a szulfid koordinalasaban

jatszhat szerepet. A szulfid szubsztrattal valo reakcid soran egy perszulfid-hid alakul ki a

Cys127 és Cys353 kozott. Majd egy masodik szulfid molekula tdmadja ezt a perszulfid-hidat,

igy mindkét cisztein tiolalt allapotba keriil (C-S-H), és felszabadul az els6dleges kéntermék,

mint perszulfid molekula (H-S-S-H). A Glul65 a redox aktiv part alkotdo masik ciszteint6l

Cys159) elvon egy protont, igy kialakul a CTC komplex a Cys159 és az oxidalt FAD™ kozott.
(Cy gy p gy p y

Ez a cisztein a kofaktor C4 atomjaval egy atmeneti kovalens kotést hoz létre, amelynek

eredményeként a FAD™ redukalodik és tijra kialakul a diszulfid-hid a Cys127 és Cys159 kozott
(9. abra) (Griesbeck és mtsai. 2002).
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9.4bra: R. capsulatus SqrA feltételezett miikodési modellje a Glul65 részvételével (Griesbeck és mtsai. 2002)

Az A. vinosum FCC esetén az 1.4.4.2 fejezetben részletezett mitkddési modellben a
konzervalt Glu167 is feltételezhet6en szerepet jatszik, szintén vélhetden a proton transzferben,
az SQR enzimekhez hasonloan. Varhatdan a redox aktiv part alkot6 egyik ciszteintdl von el egy
protont és tovabbitja a FAD felé (Van Driessche, 1996).

1.4.4.3SQR fehérjék C-terminalis doménje

Az FDR enzimcsaladon beliil specifikus szerkezeti régi6 a C-terminalis vagy masnéven
interfész domén. Az SQR enzimek esetén ez a domén a katalitikus miikddés kinon redukcids
1épésének a helye. Ebben a régioban torténik meg a kinon bejutdsa a FAD kofaktor kdzelébe az
aktiv centrumban, illetve az elektronok tovabbitasa az elektronakceptorra.

Az SQR fehérjecsaladon beliil nagyon valtozatos a C-terminalis régio (10. abra),
példaul eltérhetnek a membrankoté motivumok (Marcia és mtsai. 2010a). Altalaban harom
antiparallel szakaszbol allo B-lemez alkotja, amit C-terminalis iranyban leggyakrabban két a-
hélix kovet (Lencina és mtsai. 2020, 2013; Marcia és mtsai. 2010a). A domént alkotd
amfipatikus hélixek nagy flexibilitassal rendelkeznek. Bioinformatikai szerkezet modellezés
adatok alapjan az SQR fehérjék ezeknek a hélixeknek a hidroféb aminosavainak a
kozremiikodésével integralodnak a membranba (Zhang és mtsai. 2016; Lencina és mtsai. 2013;
Cherney és mtsai. 2010). A C-terminalis régiot nagy szamu hidrofob aminosav alkotja,
melyeknek nagy szerepe van a kinon kot6hely kialakitasaban, a kinon szubsztrat bejutasaban a

kinon redukci6o folyamata soran. Ezen a kinon kotd csatornan keresztiil kerill az
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elektronakceptor az aktiv centrumban a FAD kofaktor izoalloxazin gytriijének kozelébe és igy

tud megtorténni az elektronok atadasa (Marcia és mtsai. 2010a).

A.

R.
A.

H.

ferrooxidans SgrA
capsulatus SqrA
aeolicus SgrA
sapiens SqrB

Synechocystis sp. SqrB

S.

S.
C.
c.

195)

O 0o

By Qo

pombe SgrB

solfataricus SqrC
tepidum SqrC
maquilingensis SqrC

vinosum SqrD
denitrificans SqrD
tepidum SqgrD
ambivalens SqrE
solfataricus SqrE
tepidum SqrE
aeolicus SqrF
tepidum SgrF
vinosum SqrF

roseopersicina SqrF
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10. abra: Az SQR tipusu fehérjék C-terminalis doménjének szekvenciaja. A lila o beti a-hélix, a lila v betii B-

lemez szerkezeteket kialakitd aminosavakat jelol

Az A. aeolicus SqrA a kristalyszerkezete alapjan egy homotrimer, periplazmatikus

integrans monotopikus membranfehérje, szamitasok szerint 12 A mélyen beagyazddva a lipid

kettds rétegbe. A hosszl C-terminalis domént két amfipatikus a-hélix alkotja, ezek sziikségesek

a kinon kot csatorna kialakitasahoz (11. abra) (Marcia és mtsai. 2009). A C-terminalis ezt

kovetd régid 413-430. aminosavig tartd szakaszanak fontos szerepe lehet a fehérje alegységek

kozotti kapesolatok kialakitasaban, vagyis a homotrimer forma 1étrehozasaban. Tovabba fontos

szerepe van ennek a régionak a stabil membranba agyazddas megvalositasaban (Marcia és

mtsai. 2010a).
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11. abra: Az A. aeolicus SgrA szerkezeti modellje. A C-terminalis régio a szinezéssel kiemelt rész. Sarga jeloli a

B-lemezeket, lila jeloli az a-hélix szerkezeteket

Az A. ferrooxidans SqrA a kristalyszerkezetben dimer allapott, mely szamitasok
alapjan 20 A mélyen épiil a membranba, ami kériilbeliil a membranvastagsag fele. Szintén két
amfipatikus a-hélix alkotja a C-terminalis régiot, ami gazdag hidrofob aminosavakban és az
oligomerizacidban is szerepe lehet (Cherney és mtsai. 2010).

Az A. ambivalens SqrE fehérje szekvenciaanalizise alapjan a C-terminalis szakasza
rovidebb, mint az A. aeolicus SqrA enzimnek. A rontgenkrisztallografiai eredmények soran a
C-terminalis régid utolsdé 53 aminosavat nem sikeriilt azonositani (Brito és mtsai. 2009).
Feltehetden egyetlen amfipatikus a-hélix alkotja a C-terminalis szakaszt (Cherney és mtsai.
2010). Bioinformatikai in silico modellezésekbdl szamitott adatok alapjan ennek a hélixnek az
utolsd 25 aminosava horgonyozza a fehérjét a membranba (Brito és mtsai. 2009).

A C. maquilingensis SqrC fehérjéje rovidebb C-terminalissal rendelkezik, mint ami az
SqrA enzimekre jellemz6. Két amfifil hélix alkotja a C-terminalis régiot. Eldallitottak kétféle
delécios mutans SqrC-t, amelyeknél vagy csak a C-terminalis fel6li, vagy mindkét hélixet
eltavolitottak. Ezeknek a varidnsoknak a biokémiai kisérleti eredményei igazoltak, hogy a C-
terminalis régionak elengedhetetlen szerepe van a membranhoz vald kotdédésben, ugyanis

mindkét esetben szolubilis fehérjét eredményeztek (Lencina és mtsai. 2020, 2013).

1.4.4.4 Az SQR enzimek kinon kotohelye

Az SQR enzimek kinon k&téhelye a C-terminalis régidban abban a csatorndban van,
amely kapcsolatot teremt a fehérje felszine és az aktiv centrum FAD kofaktora kozott (Lencina
¢s mtsai. 2013). A kiilonbozé SQR enzimek szekvenciaanalizise alapjan megallapithato, hogy
a C-termindlis domén amfipatikus hélixeinek utolsé szakaszat foként hidroféb aminosavak
alkotjak. Az A. ferrooxidans és A. aeolicus SqrA, valamint a human SqrB fehérjéket

elektronakceptorral egyiitt sikertilt kristalyositani és uigy modellezték éket, hogy a membranba
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agyazodnak. Ez a C-terminalis domén amfipatikus hélixeinek hidrofob régioi altal valosul meg.
A dUQ elektronakceptor polaris benzokinon feji csoportja mélyen a fehérje belsejébe keriil a
kinon redukciés folyamat soran, a hidrofob kinon kotéhelyre, a redukalt FAD izoalloxazin
gytriijének kozelébe. A hidrofob oldallanc a molekula kiilsé oldala felé mutat, ez a fehérjének
az a része, amely a membranba illeszkedik (Lencina és mtsai. 2013; Cherney és mtasi. 2010).

Az A. ferrooxidans SqrA szerkezeti adatai alapjan megallapitottak, hogy a dUQ
benzokinon fej O4 atomja és a FAD izoalloxazin gytriijének O2 atomja kozott a tavolsag
kevesebb, mint 3 A. Ez a tavolsig elegendden rovid ahhoz, hogy az elektrontranszfer
kozvetleniil menjen végbe a FAD kofaktor és a kinon elektronakceptor kozott (Zhang és mtsai.
2016). A kinon kotéhelyen a dUQ aromas gytriijét két fenilalanin (Phe357, Phe394) és a
Val354 fogja kozre. Egyik vagy masik fenilalanin alaninra cserélése jelentés mértékben
csokkenti (tobb, mint 90%-kal) a mutans SqrA enzim katalitikus aktivitasat a vad tipusu
enzimhez képest. Ha F357A és F394A mutéaciokat hoztak 1étre, akkor az teljesen inaktiv
fehérjét eredményezett (Zhang ¢és mtsai. 2016). Tehat mindkét fenilalanin szerepe
kiemelkedden fontos a kinon kotés szempontjabol (Lencina és mtsai. 2020). A Lys391 ¢és a
Tyr411 feltehetden a kinon protonalasaban jatszik szerepet, ezek mind a kofaktorhoz, mind az
elektronakceptorhoz kapcsolddnak (Cherney és mtsai. 2010). A Lys391 az oldallancanak
aminocsoportjaval (-NH2) hidrogénkotéssel kapesolodik a FAD 04 atomjahoz (3,6 A tavolsag),
valamint szintén hidrogénkotéssel a dUQ O4 atomjahoz (4,5 A tavolsag). Alaninra,
glutaminsavra, aszparaginsavra cserélésével teljesen inaktiv volt a fehérje (Zhang és mitsai.
2016). A Tyr411 szintén hidrogénkdotésekkel kapcsolodik a FAD-hoz és a dUQ-hoz, alaninra
cserélése pedig ugyanugy egy inaktiv fehérjét eredményezett, mint a Lys391 esetén (12. abra)
(Zhang és mtsai. 2016; Cherney és mtsai. 2010). A kevésbé konzervalt Tyr323, az Asn353 és
az 11e368 a dUQ decil oldallancaval lépnek kapcsolatba, a hidrofob zseb bejaratanal
helyezkednek el. A Phe4l, a Pro43, a Gly322 a kinon kot6 csatorna tovabbi alkotoi, a kinon
redox fejcsoportjaval alakitanak ki kdlcsonhatast (Zhang és mtsai. 2016).

Az A. aeolicus SgrA fehérjében a dUQ szubsztrattal kristalyositott szerkezet alapjan a
benzokinon gytirtivel az egyik oldalon a Phe385, a masik oldalon az Ile346 1ép kapcsolatba a
kinon kotohelyen a C-terminalis régioban (Zhang és mtsai. 2016; Marcia és mtsai. 2009). A
kinon redukcio soran a szubsztrat protonaltsagaban a GIn318-nak lehet szerepe, valamint a
konzervalt Lys382-nak is szerepe lehet a miikodésben (12. abra) (Marcia és mtsai. 2009).

A C. maquilingensis SqrC esetén, az SQrA enzimek ismert szekvencia és szerkezeti
adatai alapjan a hidrofob Phe337 és Phe362, valamint a Lys359 vehet részt a kinon redukcios

aktivitasban. Kisérleti eredmények alapjan a Phe337 nélkiilozhetetlen a katalizishez, alaninra
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crer

cserélték) kb. 85 %-kal csokken az aktivitas a vad tipushoz képest. Az A. ferrooxidans SqrA
enzimhez hasonléan a konzervalt Lys359 kapcsolodik a kofaktorhoz és a kinonhoz
hidrogénkotésekkel, igy lehet szerepe a kinon protonalasaban. Mig a C. maquilingensis SqrC
K359A mutans aktivitasa kb. 50%-ra csokkent, addig az A. ferrooxidans SqrA-ban ez a mutacio

inaktivitast eredményezett (Lencina és mtsai. 2020).

Acidithiobacillus ferrooxidans SqrA Aquifex aeolicus SqrA

lleds  lle3ds = F

12. abra: Az A. ferrooxidans és A. aeolicus SqrA enzimek kinon kotéhelyeinek szerkezeti modellje dUQ kinon

kotott formaban

A kisérleti eredmények és szerkezeti vizsgalatok alapjan megallapithato, hogy az SQR
valamint aromés oldallancu aminosavak alkotjak, ami a dUQ benzokinon gytiriit veszi koriil a
fehérjébe valo belépését kovetdéen (Brito ¢és mtsai. 2009). Ezek az aminosavak nagyon
konzervaltak. Az A. ferrooxidans SqrA a legrészletesebben jellemzett fehérje, azonban a kinon
kotéhelye nem az altalanosabb formanak felel meg, ugyanis itt két aromés aminosav fogja kozre
a kinon feji részét. A gyakoribb elrendezés az, hogy a dUQ benzokinon gytiriijét egyik oldalon
aromas aminosav, mig a masikon elagazd oldallanci aminosav fogja kozre. Azok az
aminosavak, amelyek a dUQ decil oldallancaval 1épnek kapcsolata az SQR enzimek kozott
nagyon valtozatosak, kevésbé konzervaltak. Ennek az oka, hogy ezek a C-terminalis régid

amfipatikus hélixeinek a flexibilis részén foglalnak helyet (Zhang ¢és mtsai. 2016).

1.5 Thiocapsa roseopersicina BBS, a modellorganizmus
A fotoszintetikus baktériumok a ndvekedéshez fényenergidt hasznositanak. Ot
csoportjukat kiilonboztetjiik meg: Chloroflexus, z6ld kénbaktériumok, cianobaktériumok, a- és

S-Proteobaktériumok és a heliobaktériumok (Hugenholtz €s mtsai. 1998). A cianobaktériumok
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vizbontassal allitanak el6 oxigént, az anaerob fotoszintetikus baktériumok pedig redukalt
kénvegyiileteket, szerves vegyiileteket hasznositanak elektrondonorként.

A leg6sibb fotoszintetizalok a zdld és bibor kénbaktériumok. A globalis szén-dioxid
megkotésében a szerepiik jelenleg csekély, de egykoron jelentds mértékben hozzajarultak a
szerves anyagok mennyiségének novekedéséhez a Foldon. A zold kénbaktériumok az elemi
ként a sejten kiviil, mig a bibor kénbaktériumok a sejten beliil halmozzédk fel kénglobulusok
formajaban (Felfoldi és mtsai. 2013).

A bibor kénbaktériumok a Chromatiaceae és Ectothiorodospiraceae csaladokba
sorolhatoak be a y-Proteobaktériumok osztalyan beliil. A Chromatiaceae csaladban vannak a
tipikus fajok, melyek szulfidot igényelnek, de tioszulfatot és hidrogént nem hasznositanak, pl.
a Chromatium okenii. A csaladon beliil a nem tipikus fajok kiilonféle szerves szubsztratokat
hasznalnak, képesek redukalt kén nélkiill novekedni. A bakterioklorofill-a és -b mellett
spirilloxantin, okenon vagy rhodopinal karotinoidok adjak a szintiket.

Kutatasaink modellorganizmusa a T. roseopersicina, mely egy Gram-negativ, fototrof,
anaerob bibor kénbaktérium a Chromatiaceae csaladon beliil. Az Eszaki-tenger mélyebb
rétegeibdl, a 14 °C-os vizbdl izolaltak (Gogotov és mtsai. 1978). Eredeti él6helyének valtozo
¢letkoriilményei (pl. oxigén és/vagy kén mennyiségi valtozdsa, hdmérseklet stb.) miatt nagy
alkalmazkodoképességgel rendelkezik (Visscher és mtsai 1990). Elektrondonorként HS-t,
tioszulfatot, elemi ként és molekularis hidrogént hasznosit a fotolitoautotr6f ndvekedés soran.
A T. roseopersicina sejtek nem mozgo, coccus (gomb, tojasdad vagy kerek) alaktl baktériumok
(Wu és mtsai. 2021). Rézsaszin szinét a bakterioklorofillok mellett a spirilloxantin karotenoid
adja (Kovacs és mtsai. 2003). Opalos jellegét a felhalmozott kénglobulusok eredményeznek
(Madigan és Jung 2009). Optimalis novekedési hdmérséklete 25-28 °C, tapfolyadékban 4-6 nap
alatt I, szilard taptalajon 14 nap alatt képzddnek telepek. Fotoautotrof novekedése soran
elektrondonorként redukalt kénvegytileteket hasznal, mint a szulfid, tioszulfat, elemi kén vagy
poliszulfid (Faou és mtsai. 1990; Kondratieva és mtsai. 1976). Anaerob novekedése soran nem

termel oxigént, a fotoszintetikus apparatusbdl hidnyzik a PSII komplex.

1.5.1AT. roseopersicina szulfid oxidalé enzimjei

Kutatocsoportunk korabbi eredményei alapjan azonositotta a T. roseopersicina
genomjaban harom szulfid oxidalasara képes enzim génjét: fccAB, sqrD és sqrF gének. Ezek a
bibor kénbakériumokra altalanosan jellemzdek. Az FCCAB enzimet kutatdocsoportunk masik
tagja részben jellemezte (publikalas folyamatban), az SqrD fehérjét pedig nem sikerdilt
kitisztitaniuk (Duzs €s mtsai. 2018) .
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Annak ellenére, hogy szamos organizmus rendelkezik SqrF enzimmel (példaul a C.
tepidum zo6ld kénbaktérium (Shuman és Hanson 2016), az R. capsulatus fotoszintetikus nem-
kén baktérium (Ding és mtsai. 2014), az A. ferrooxidans nem fotoszintetikus baktérium (Valdes
¢és mtsai. 2008)), annak szerkezetérdl és mitkodésérdl igen kevés informacidval rendelkeziink.

Az SqrF enzimet a T. roseopersicina-ban, homoldg rekombinians modon egy sqrF gént
tartalmazo expresszios vektorrol termeltetve sikeriilt eléallitani. Az SqrF membranbodl valod
felszabaditasara NaBr alkalmazésaval és affinitds kromatografidval torténd tisztitasara (az N-
terminalis régidé Strep ll-taggel fuzionaltatott) kutatocsoportunk korabban kidolgozott egy

modszert, amelyet a 4.4 fejezet részletesen leir (13. abra) (Duzs és mtsai. 2018).

T. roseopersicina sejt Szferoplaszt Sejtkivonat Szferoplaszt
— === membran
//// —— a 74 4
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[ || ' [ ) ‘ /7 N g \
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kromatografia Pigmentmentesités =
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’ \ 2

13.abra: A T. roseopersicina SqrF enzim tisztitasara kidolgozott modszer

Ezutan munkatarsaim jellemezték a tisztitott SqrF fehérjét. A T. roseopersicina SqrF a
kiilonb6z6 biokémiai mérések alapjan tartalmaz FAD kofaktort, ami monomer, dimer és trimer
formaban is azonosithatd volt. A T. roseopersicina SqrF FAD tartalma (~74%) hasonl6 a C.
tepidum SqrF-hez (~75%) és az A. ferrooxidans SqrA-hoz (~72%) (Duzs és mtsai. 2018;
Shuman és Hanson 2016; Zhang és Weiner 2014). Kiilonb6zé kinon analogokkal, mint
elektronakceptorokkal mérték az SqrF fehérje katalitikus aktivitasat, mivel a kiilonb6z6 SQR
fehérjék affinitasa eltér a kiilonboz6 kinonokhoz. Tovabba a fakultativ anaerob
Proteobaktériumok membranjdban mind az ubikinon, mind a menakinon tipusi kinonok
eléfordulnak (Lencina és mtsai. 2013; Seballe és mtsai. 2008). A folyadékkromatografia
tomegspektrometria mérési eredmények alapjan a T. roseopersicina SqrF membranja mindkét
tipust kinont tartalmazza (Duzs és mtsai. 2018). A kisérleti eredmények alapjan az ubikinon
tipusu kinonokhoz, mint decilubikinon (dUQ) és durokinon (DQ) (10.4 melléklet) a
legnagyobb az affinitdsa. A menakinon tipusu kinonokkal nagyon alacsony aktivitdsokat

mértek. Ez a kinon preferencia figyelhetd meg a tobbi vizsgalt SQR esetében is (Chan és mtsai.
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2009). Osszességében a tobbi SQR enzimmel &sszehasonlitva a T. roseopersicina SqrF
enzimnél jelentdsen alacsonyabbak az aktivitas értékek. Munkatarsaim ezenfeliil vizsgaltak a
szulfidhoz val¢ affinitast is, meghataroztak a kinetikai paramétereket. Az eredmények szerint
ennek az SqrF enzimnek a szulfidhoz valé affinitasa a tobbi SQR enzimhez képest magasabb
tartomanyba esik, bar a C. tepidum SqrF-hez képest sokkal alacsonyabb. Ennek oka az lehet,
hogy a szekvencia hasonlosag nagyon alacsony a két enzim kozott (Duzs és mtsai. 2018;
Shuman és Hanson 2016). A reakci6 aktivacios energiajat is meghataroztak mind DQ-val, mind
dUQ-val. Mindkét esetben magasabb értékeket kaptak T. roseopersicina SqrF enzimnél a mar
korabban vizsgalt A. aeolicus és A. ferrooxidans SgrA fehérjék aktivacios energiainal. Ez arra
utal, hogy a T. roseopersicina SqrF enzim katalitikus mitkédése soran tobb energiara van
szlikség, hogy végbe menjen a reakcid, mint mas SQR-ek esetén (Duzs és mtsai. 2018).

AT. roseopersicina SqrF szerkezetét kisérletes modszerekkel még nem hataroztuk meg,
de rendelkeziink egy in silico térszerkezeti homoldgia modellel, ami az A. aeolicus SqrA
kristalyszerkezete alapjan lett el6allitva (Duzs és mtsai 2021). Eszerinta T. roseopersicina SqrF
fehérje aktiv centrumaban 4 darab cisztein talalhato. Ezek koziil kettd, kiilonb6zo csoportokba
tartozd SQR-ek kozott is konzervalt cisztein (Cys121 és Cys332) az aktiv centrumban, a FAD
izoalloxazin gytirtjének két oldalan helyezkednek el, egymastdl tavol. Az A. aeolicus SqrA
Cys156, mely jelentdsen konzervalt, az SqrF enzimekbdl hidnyzik. Ennek megfeleléen a T.
roseopersicina SqrF-ben nincsen diszulfid-hiddal kapcsolodo redox aktiv par. A masik két
cisztein (Cys49 és Cys272) az aktiv centrumtol tavol, a fehérje felszinéhez kozel, a két
ellentétes oldalon helyezkednek el (14. abra). A Cys272 csak az SqrF enzimek kozott
konzervalt, mig a Cys49 csak a T. roseopersicina SgrF-ben van jelen. A jelentds szerkezetbeli
valtozasok miatt feltételezhet6, hogy a katalitikus miikddés is eltér az eddig megismert

mukodési mechanizmusoktol.
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14. abra: A T. roseopersicina SqrF homoldgia modellje a konzervalt ciszteinek kiemelésével (piros) (Duzs és
mtsai. 2021)
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Kutatocsoportunkkal —helyspecifikus mutagenezissel alaninra cseréltik a T.
roseopersicina SQrF mind a négy konzervalt ciszteinjét. Biokémiai kisérletekkel, kinetikai
paraméterek meghatarozasaval vizsgaltuk a ciszteinek szerepét az SqrF enzimben cisztein
pontmutdns enzimvaltozatok jellemzésével (Duzs ¢€s mtsai. 2021). A kisérleti eredmények
alapjan a Cysl21 esszencialis, a FAD kovalens kotésében jatszik szerepet, ugyanis alaninra
cserélésével nem tartalmaz kofaktort a fehérje. A kotés modjat kisérletesen bizonyitottuk, mely
soran a vad tipust SqrF fehérjét szubsztratjai mellett jddacetamid (szulthidril csoportokat gatlo)
jelenlétében vagy hianyaban inkubaltuk, majd vizsgaltuk a szulfid-fiiggd kinon redukalo
aktivitast. Ez alapjan a FAD és a Cys121 kozotti kovalens kotés képes felbomlani az aktivitas
soran, ami akkor tud megvalosulni, ha a FAD-ot kot6 ciszteinnek a szulfid oxidalasaban is
szerepe van. A C332A aktivitasa 15% koriili értéket adott a vad tipusu enzimhez képest, a
szubsztratokhoz val6 affinitdsa nem valtozott, tehat a szulfid fiiggd kinon redukald miikodésben
lehet szerepe, de nem nélkiilozhetetlen. Vélhetden a kéntermék koordinalasaban vesz részt. A
C272A aktivitéasa is csokkent a kinonhoz val¢ affinitas csokkenése mellett, mely alapjan a FAD-
kinon kozti redox folyamatokban lehet szerepe.

A szerkezeti adatok és a biokémiai vizsgalatok eredményei alapjan felallitottunk egy
lehetséges katalitikus mechanizmus modellt (15. abra) (Duzs és mtsai. 2021). A Cysl21
perszulfid-hiddal koti a FAD kofaktort, a belépd szulfid ezt tamadja. A kofaktor C8M csoportja
koti a szulfidot, igy jon létre egy CTC komplex. Az elektronok FAD-ra keriilése utan a Cys121
visszakot a kofaktorhoz. A képz6dd poliszulfid lanc kétféle modon alakulhat ki. Az egyik
alapjan a Cys332 aminosavon épiil a kéntermék, amely a tovabbiakban koordinalja a kéntermék
kijutasat. A masik feltételezés szerint a termék a Cysl21 és a FAD kozott épiil, majd a

megfeleld hossz elérését kovetden atkeriil a Cys332-re és koordinalja annak kijutasat.
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15. abra: A T. roseopersicina SqrF feltételezett katalitikus modellje (Duzs és mtsai. 2021)
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2. Célkitiizések

A munka soran célul tiztik ki a Thiocapsa roseopersicina VI. tipust szulfid kinon
oxidoreduktaz enzim katalitikus miikodési mechanizmus pontos megismerését és a résztvevo
aminosavak szerepének meghatarozasat. Ez az enzim az 6si, konzervalt SQR fehérjék egy
kevésbé ismert és jellemzett tipusa. Az SQR fehérjék a legtobb €16 szervezetben megtalalhatoak
a prokariotaktol az eukariotékig és szamos ¢€lettani folyamatban kiemelkedd szerepet toltenek
be. Ezért miikodésiik mélyre hatd vizsgalata nélkiilozhetetlen az anyagcsere és fizioldgias
folyamatok teljeskori megismeréséhez. Az SQR fehérjék miikddése soran egy két 1épésbal allo
reakcio jatszodik le, a szulfid oxidacidja, valamint a kinon redukcidja. Kordbban a
kutatocsoportunk mar jellemezte a vad tipusu T. roseopersicina SqrF enzimet biokémiai és
molekularis biologiai kisérletekkel. A konzervalt ciszteinek vizsgalataval felallitottunk egy
lehetséges katalitikus modellt a T. roseopersicina SqrF szulfid oxidaciés szakaszara. Ebben a
disszertacioban a kinon redukcidé folyamatat, tovabba a C-terminélis domén és a Glul63
funkcionalis szerepét vizsgaljuk.

Mindezeket figyelembe véve doktori munkam konkrét célkitiizései a kovetkezok voltak:

- AT. roseopersicina SgrF kinon kotohely és C-terminalis régié tanulmanyozasa, az
Oket feltehetden felépitd aminosavak meghatarozasa korabbi irodalmi eredmények

és strukturalis bioinformatikai analizis alapjan.

- A kinon kd&tésben résztvevd aminosavak pontmutansainak létrehozasa és tisztitasa.
Az SqrF enzimvariansok spektroszkopiai €s biokémiai jellemzése a kinon redukcio

folyamatdban betoltott szerepiik megismerésének érdekében.

- AT.roseopersicina SqrF C-terminalis régio funkcionalis szerepének feltarasa. A C-
terminalis régi6 szerepének a tanulmanyozasa a membranhoz valo kotédésében és a

katalitikus mukodésben.

- A konzervalt Glul63 aminosav T. roseopersicina SqrF enzim Katalitikus
mitkddésében betoltott lehetséges szerepének meghatarozasa. Ehhez Glu163 alanin,
aszparaginsav, lizin, glutamin €s szerin pontmutans SqrF enzimeket termeld T.
roseopersicina torzsek létrehozasa, az SqrF fehérjék tiszta formaban torténd

eldallitasa. Az enzimvariansok biofizikai és biokémiai jellemzése.
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3. Anyagok és médszerek
3.1 Felhasznalt baktériumok tenyésztése
3.1.1Escherichia coli torzsek novesztési koriilményei

A munka soran elkészitett és felhasznalt E. coli sejtvonalakat (10.1 melléklet) Luria-
Bertani (LB) agar taplemezen (LB tapoldat + 1,5 m/V% agar) novesztettiik és tartottuk fent.
Ezeket a felnovesztett baktérium telepeket 4 °C homérsékleten taroltuk a taplemezen. Az
alkalmazott baktériumok nagy mennyiségii felszaporitasa érdekében az E. coli térzsek folyadék
sejtkultarait steril, papirdugoés Erlenmeyer lombikban, 30 mL LB tapoldatban, 37 °C
hémérsékleten, 160 rpm sebességli folyamatos horizontalis razatds mellett ndvesztettiik
(Ausubel és mtsai. 1994). A tapoldatokban ¢és taplemezekben szelekcids célra a novesztett
torzsek igényeinek megfelelden ampicillint 100 pg/pl, valamint kanamicint 25 pg/uL

koncentracioban alkalmaztunk.
LB tapoldat 6sszetétele: 10 g/L NaCl, 10 g/L tripton, 5 g/L ¢éleszt6 kivonat.

3.1.2 Tenyésztési koriilmények T. roseopersicina torzsekhez

A vad tipusu és mutans SqrF fehérjéket termeld T. roseopersicina sejteket csiszolt dugos
Erlenmeyer lombikban vagy tidplemezen Pfennig-féle (PC) tépoldatban, illetve fitagéllel
(Sigma) szilarditott standard szamlalo taptalaj (PCA [Plate Count Agar]) taplemezen, 25-28 °C
homérsékleten, mikroanaerob kornyezetben, hagyoméanyos wolframszéalas izzokkal
(Tungsram) val6 folyamatos megvilagitas mellett, 4-5 napig novesztettiik. A tapoldatokban és
taplemezekben szelekcios célra a sztreptomicin, gentamicin és kanamicin antibiotikumokat 25

pg/pL koncentracidoban alkalmaztam.

PC tapoldat 6sszetétele: 20 g/L NaCl, 1 g/L KH2POg4, 1 g/L MgCl>, 1 g/L KCI, 1 g/L NH4ClI, 2
g/L NaHCOg, 4 g/L Na2S203, 20 pL/L B2 vitamin (1 mg/mL), 1 mL/L 20 mM Fe-EDTA, 1

mL/L mikroelem oldat.

Mikroelem oldat osszetétele: 2975 mg/L Nax-EDTA, 300 mg/L H3BO4, 200 mg/L CaCl.-6
H20, 100 mg/L ZnS0O4-7 H20, 30 mg/L MnCl2-4 H>0, 30 mg/L Na2MoO4-2 H20, 20 mg/L
NiCl2-6 H20, 10 mg/L CuClz-2 H20 (Pfennig és Triiper 1992).

PCA taplemez 6sszetétele: 18 g/L NaCl, 1 g/L KH2POs. 1 g/L MgClz, 1 g/L KCI, 1 g/L NH4Cl,
2 g/L NaHCOs, 2 g/L C2H3NaOy, 2 g/L NaxS20s3, 7 g/L Phyta gél, 20 pul/L B12 (1000 pg/mL),
1 mL/L mikroelem oldat, 1 mL/L 20 mM Fe-EDTA.
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3.2 Baktériumok transzformalasa
3.2.1 Kompetens E. coli sejtek készitése

Az Inoue et al., 1990 altal leirt protokolt kovettik. Az XL-1 NovaBlue és S17-1 Apir E.
coli sejteket (10.1 melléklet) 50 mL tapanyagokban gazdag (SOB) tapoldatban, 18 °C
homérsékleten, 150 rpm sebességli razatas mellett novesztettiik ODsoonm = 0,4-0,6 értékig. Majd
a kultarakat 10 percig jégen hiitottiik, ezutan centrifugaltuk (2500xg, 10 perc, 4 °C). A
feliiluszot ledontve, a sejteket jégen tartva 16 mL magas szénforrds tartalmu gazdag
tapoldatban/Terrific Broth (TB) pufferben felszuszpendaltuk és ismét centrifugaltuk (2500xg,
10 perc, 4 °C). Majd a leiilepitett sejteket 4 mL TB pufferben szuszpendaltuk fel. A
sejtszuszpenzidhoz 300 uL DMSO-t adtunk és a mintat 10 percig jégen inkubaltuk. Ezutan a
elohitott 1,5 mL térfogati mikrocentrifugacsovekbe mértiik és folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk. A kompetens sejt mintakat -80 °C hémérsékleten taroltuk. A sejtek
kompetencia értékét (transzformdciés hatékonysdg) ismert mennyiségii plazmid

transzformalasa utan felnétt telepek szama alapjan hataroztuk meg.
TB puffer osszetétele: 10 mM PIPES, 5 mM CaClz, 250 mM KCI, 55 mM MnCl;, pH = 6,70.
SOB tapoldat osszetétele: 0,5 g/L NaCl, 20 g/L tripton, 5 g/L éleszt6 kivonat.

3.2.2E. coli sejtek transzformalasa

A 3.2.1 fejezetben leirtaknak megfeleléen elkészitett és tarolt, a felhasznalas el6tt jégen
tartva felolvasztott 100 pL térfogata E. coli kompetens (10.1 melléklet) sejtszuszpenzidkhoz
adtuk hozza a sejtekbe bejuttatandd DNS mintat, amely utan 15 percig jégen tartottuk az
elegyeket. Ezt kovetden a mintakat 42 °C homérsékletli vizfiirdd termosztatban 55 masodpercig
hokezeltiik. Jégre helyezéssel lehiitottiik a sejtszuszpenzidkat, ami utan 900 uL glikozzal
kiegészitett gazdag (SOC) tapoldatot és 8 pL 50% glikoz oldatot adtunk az E. coli
sejtmintakhoz. A DNS-sejt elegyet 37°C homérsékletet biztositva 500 rpm sebességgel 1 6ran
at razattuk. Végiil a sejteket a megfeleld antibiotikummal kiegészitett LB agar lemezre

szélesztettik Ki.

SOC tapoldat 6sszetétele (SOB+Mg?®*): 0,5 g/L NaCl, 20 g/L tripton, 5 g/L élesztd kivonat, 10 mM
MgSQOsa.
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3.2.3 A T. roseopersicina sejtek konjugalasa

A kiilonb6z6 pontmutaciokat tartalmazo sqrF géneket hordozé expresszios vektorokat
(PDSQNNSV331A sth.) a kompetens S17-1 Apir E. coli sejtekbe (10.1 melléklet)
transzformaltuk, majd PCR-rel ellendriztiik (4.3.3 fejezet), hogy a megfelelé antibiotikummal
kiegészitett taplemezen felndtt telepek valoban tartalmazzak a bejuttatni kivant DNS szakaszt.
A donort, vagyis mobilizaland6 plazmidot tartalmazo konjugaciot eldsegité S17-1 Apir E. coli
sejteket a megfeleld antibiotikum mellett LB tapoldatban ODeoonm=0,6 értékig novesztettiik
37°C homeérsékleten, 160 rpm sebességili folyamatos horizontélis razatas mellett. A muténs sqrfF
gént hordoz6 plazmidokat konjugacioval juttattuk az S17-1 Apir E. coli sejtekbol T.
roseopersicina FOQRON sejtekbe (10.1 melléklet) (melyekbdl hianyzik az sqrD, sqrF és
fccAB gén). A recipiens T. roseopersicina FOQRON sejteket a megfeleld antibiotikum
jelenlétében az altalanosan alkalmazott névesztési koriilmények kozott (lasd 4.1.2 fejezet)
ODsoonm =1,8 értékig felnovesztettiik. A felndtt sejtkultirakat centrifugaltuk (4700xg, 10 perc,
4 °C). A feliiluszo eltavolitasat kovetden a sejteket 4-4 mL PC tapoldatban felszuszpendaltuk.
Ezutan centrifugaltuk (4700xg, 10 perc, 4 °C). Ezt a 1épést még egyszer megismételtiik a
tapoldat és az alkalmazott antibiotikumok teljes eltavolitdsa érdekében. Majd 100-100 pL,
ugynevezett Thiocapsa sdoldatban szuszpendaltuk fel a sejteket. A kapott E. coli (donor) és T.
roseopersicina (recipiens) sejteket elegyitettiik és az egész szuszpenziot a konjugacios taptalaj
kozepére cseppentettiik. Amint felszivodott a csepp, a lemezt aerob koriilmények kozott,
megvilagitva, 28°C homérsékleten, éjszakan at inkubaltuk. Masnap a sejteket steril fogpiszkalod
segitségével Osszegyljtottiik a lemez felszinérdl és 1 mL Thiocapsa sooldatban szuszpendaltuk
fel. Logaritmikus, 10x-es higitasi sort készitettiink, majd a kiilonbdz6 koncentracioju
oldatokbol 100-100 uL mennyiséget szélesztettiink ki megfeleld antibiotikumot tartalmazo
szelekcios lemezre (PCA) (Fodor és mtsai. 2001). A lemezeket Oxoid AnaeroGen (N2, CO>)
anaerobizald rendszerrel oxigénmentesitett, atlatszo fall, gazbiztosan lezarhatd tarold
edényben (Oxoid AnaeroJar, Thermo Scientific) inkubaltuk 14 napon keresztiil, 28°C-on,
folyamatos megvilagitas mellett. Igy létrehoztuk az FRNSQNNV331A, FRNSQNNV331F,

FRNSQNNI333A, FRNSQNNI333F, FRNSQNNF366A, FRNSQNNF366Y,
FRNSQNNCTD, FRNSQNNV331AI333A, FRNSQNNV331AF366A,
FRNSQNNI333AF366A, FRNSQNNV331AI333AF366A, FRNSQNNE163A,

FRNSQNNE163D, FRNSQNNE163K, FRNSQNNE163Q, FRNSQNNE163S T.

roseopersicina rekombinans SqrF enzimet termel6 torzseket.
Thiocapsa so6oldat dsszetétele: 20 g/L NaCl, 1 g/LL KH2PO4. 1 g/L MgCly, 1 g/L KCI.
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Konjugacios taptalaj 6sszetétele: 18 g/L NaCl, 1 g/LL KH2POa. 1 g/L MgClz, 1 g/L KCI, 1 g/L
NH4ClI, 2 g/L NaHCOs3, 2 g/L C2H3NaO2, 2 g/L Na2S203, 2 g/L Nutrient Broth (Sigma-Aldrich),
1,5 %, 20 uL/L B12 (1000 pg/mL), 1 mL/L mikroelem oldat, 1 mL/L 20 mM Fe-EDTA.

3.3 DNS modositassal kapcsolatos technikak
3.3.1Plazmid DNS tisztitasa E. coli sejtekbol

A sejtekbdl torténd plazmid DNS izoldlashoz E. coli sejtkultirat megfeleld
antibiotikummal kiegészitett LB agar taplemezen felnovesztett baktérium telepbdl oltottuk le
30 mL LB tapoldatban a megfeleld ampicillin vagy kanamicin antibiotikummal kiegészitve. A
baktérium kultarat egy éjszakan at, 37 °C homérsékleten, 160 rpm sebességgel vizszintes
iranyban razatva novesztettiik. Plazmid DNS tisztitashoz a GeneJet Plasmid Miniprep Kit-et
(Thermo Scientific) alkalmaztuk. A tisztitani kivant vektor DNS kopiaszamanak megfelel6en,
4,5 mL, illetve 30 mL sejtkultaraban levé sejteket tobb 1épéses centrifugalassal gyiijtottiik 6ssze
1,5 mL térfogata mikrocentrifugacsovekbe (4700xg, 1 perc, 4 °C). A kililepedett sejteket 250
pL, hiitott (4 °C) szuszpendalo oldatban vettiik fel, mely RNaz enzimet tartalmazott. Ezutan a
mintakhoz 200 pL lizis puffert adtunk, majd forgatassal homogenizaltuk az elegyeket. A
kovetkezd 1épésben 350 pL neutralizalo oldatot mértiink a sejtekre, majd dvatos keverés és
centrifugalas (16800xg, 5 perc, 4 °C) utan a plazmid DNS-t tartalmaz6 feltisztult feliiliszoval
dolgoztunk tovabb. Az alkalmazott DNS-ko6t6 oszlopot 500 pL oszlop el6készité oldattal
kezeltiik, amelyet centrifugalassal tavolitottunk el teljes mértékben (16800xg, 1 perc, 4 °C). A
sejtlizatumbol 750 pL mennyiséget mértiink a DNS-kotd oszlopra, amit centrifugalassal
folyattunk at az oszloptélteten (16800xg, 1 perc, 4 °C) a plazmid molekulak szilika oszlopra
kotoédésének érdekében. A kovetkezOkben kétszer ismételt mosas 1épésben 500 uL moséd
pufferrel és centrifugalassal (16800xg, 1 perc, 4 °C) tavolitottuk el a nem specifikusan k6t6do
anyagokat. Az oszlopra felkotodott plazmid DNS-t két 1épésben, 20 — 20 pL ultratiszta
ioncserélt vizzel valasztottuk le az oszloptoltetrél és centrifugalassal vontuk Ki a DNS-tisztitd
oszlopbol (16800xg, 2 perc, 4 °C). Az izolalt plazmid DNS minta koncentracidjat és tisztasagat
NanoDrop™ 1000 Spektrofotométer (Thermo Scientific) segitségével hataroztuk meg és

agardz gélelektroforézis modszerrel ellendriztiik a mindségét.

3.3.2 Agaroéz gélelektroforézis
A tisztitott linearis DNS mintak, a PCR termékek és a restrikcids emésztésekkel

létrehozott DNS fragmentumok megfelel6 méretét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. Az

crer
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egészitettiik ki. A kiilonboz6 mintakat TAE (Tris-Acetat-EDTA) pufferben 90 V fesziiltséggel
futtattuk 25 percig.

TAE puffer 0sszetétele: 4 mM Tris-acetat, | mM EDTA, pH=8,00.

3.3.3Polimeraz lancreakciok

A PCR elegyek 0Osszetétele, melyeket ellendrzés céljabol alkalmaztunk 20 pL
végtérfogatban: 200 uM dNTP, 10x higitott DreamTaq Green puffer, 125-125 ng az
inditészekvencia parok tagjaibol. Ezen feliil DreamTaq (Thermo Scientific) polimeraz enzimet,
valamint templatként tisztitott plazmidot vagy E. coli koloniabol készitett sejtszuszpenziot
hasznaltunk a reakcidelegyekben. A program 3 perc 95 °C homérsékletii denaturacios 1épéssel
kezdddik, ezt kovetik: 30 masodperc 95 °C, 20 masodperc 55 °C, 1 perc 72 °C Iépések, 30
cikluson keresztiil ismételve. A reakcid6 program utolsé 1épéseként egy 5 perc 72 °C
homérsékletli zar6 DNS szintézis 1épést alkalmaztunk az esetleges nem teljes szalak

kiegészitése érdekében.

3.3.4DNS végek modositasi eljarasai

A helyspecifikus DNS hasitasokat restrikciés endonukleaz enzimekkel, a 3°- és 5°-
iranyban egyes szali tilnyulo végeket tartalmazé DNS fragmentumok tompitasat dNTP
jelenlétében T4 és Klenow polimerazzal (Fermentas) a gyarto itmutatéasai alapjan végeztiik. Az
alkalikus foszfataz és polinukleotid kinaz kezeléseket az enzimeknek a Fermentas cég altal
forgalmazott ,,Fast Digest” tipusu variansaival végeztiik a Fast Digest Green puffer (Fermentas)

altal biztositott kozegben, a gyart6 itmutatasai alapjan.

3.3.5Ligalas

A ligalas reakciokhoz T4 DNS ligiz enzimet (Fermentas) hasznaltunk. A
reakcioelegyeket Rapid Ligaz Puffer alkalmazasaval allitottuk Ossze. A beépitendé DNS
fragmentumot kétszeres mennyiségben adtuk a megfeleld hasitassal és kezeléssel vele
kompatibilis végiivé tett expresszios vektor fragmentumokhoz. A ligalasokat a gyartod
utmutatasai alapjan végeztiik el, 30 percig vagy 1 oran at 22 °C-on inkubalva az elegyeket. Ezt

kovetden agaroz gélelektroforézis modszerrel (3.3.2 fejezet) ellendriztiik a ligalasi termékeket.

3.3.6 DNS fragmentum izolalas

Az agaroz gélelektroforézist (3.3.2 fejezet) kovetden a gél megfeleld6 DNS szakaszt
tartalmazo darabjat kivagtuk, 1,5 mL térfogata Eppendorf csébe helyeztiik és a tomegét
meghataroztuk. A gélbdl torténé DNS izolalast a GeneJET Gel Extraction Kittel (Thermo
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Scientific) végeztik. A kivagott géldarabhoz a tomege haromszorosanak megfeleld térfogata
koto (Binding) puffert adtunk (1 egység gél: 100 mg=100 pL), majd 55 °C homérsékleten
inkubaltuk a géldarab teljes feloldodasaig. Ezutan hozzaadtunk egy géltérfogatnyi mennyiségii
izopropanolt. A DNS-kot6 oszlopot 500 uL oszlop el6kezelé oldattal mostuk, amelyet
centrifugalassal tavolitottunk el teljes mértékben (16800xg, 1 perc, 4 °C), majd a feloldott
agar6z gél mintat az oszlopra mértiik és centrifugaltuk (16800xg, 1 perc, 4 °C). A nem
specifikusan k6tddo anyagokat kétszer ismételt 1épésben tavolitottuk el 700 pL mosé puffer
oszlopra mérésével és centrifugalassal (16800xg, 1 perc, 4 °C). Az oszlopra felkotédott DNS
molekuldkat két 1épésben, 20 — 20 uL steril, ioncserélt viz hozzdadasaval és centrifugéléssal

(16800x%g, 1 perc, 4 °C) elualtuk.

3.3.7 Nukleotidsorrend meghatarozasa
A DNS szekvencidk meghatirozdsa Sanger-féle automata kapillaris szekvenalas
modszerrel késziilt a megfeleld specifikus oligonukleotidok hasznélataval (Eurofins Genomics

[Germany]) (Sanger és mtsai. 1977).

3.3.8 Helyspecifikus mutagenezis

A pontmutans SqrF fehérjéket kodold géneket a korabban elkészitett pBluescript SK+
vektorba épitett vad tipusu sqrF génb6l (pBSQNNS) (10.2 melléklet) hoztuk létre iranyitott
helyspecifikus mutagenezissel (Duzs et al. 2018). A plazmidban az sqrF gén 3’ végéhez Strepll
affinitas peptidet kodolo DNS fragmentum van fuzionaltatva. Ez a nyolc aminosavbol allo
oligopeptid a késdbbiekben a rekombinans SqrF fehérje N-terminalis végén fog megjelenni. A
mutans DNS fragmentum szintetizalo reakcioelegy Osszetétele és az Gsszetevok koncentracioja
50 puL végtérfogatban: 20 ng templat pBSQNNS vektor DNS, 125-125 ng a megfeleld mutaciot
hordoz6 inditészekvencia parokbol, 200 uM dNTP, 5 pL 10x koncentralt Phusion HF puffer,
valamint 2,5 U Phusion DNS polimeraz. Az in vitro DNS szintézis reakcio lépései: 15
masodperc 95 °C denaturacids 1épés, ezt kdveti harom 1épés (30 masodperc 95 °C, 1 perc 55
°C, 6 perc 72 °C), amelyek 16 cikluson keresztiil voltak ismételve.

Inditoészekvencia parok: onV331AF-onV331AR, onV331FF-onV331FR, onl333AF
onl333AR, onl333FF-onlI333FR, onF366AF-onFF366AR, onF366YF-onF366YR, onCTDF
onCTDR, onV331AI333AF-onV331AI333AR, onV331AF366AF-0nVV331AF366AR,
onl333AF366AF-0nI333AF366AR, onV331AI333AF366AF-0nVV331AI333AF366AR,
onE163AF-0nE163AR, 0nE163DF-0onE163DR, 0nE163KF-onE163KR, 0nE163QF-
onE163QR, onE163SF-0nE163SR (10.3 melléklet).
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A reakcidban keletkez6 termékeket a reakcidelegyhez adott 10 U/ uL Dpnl enzimmel
emésztettilk 1 oran at, 37 °C hémérsékleten. Ez az endonukleaz csak a metilalt DNS szalakat
hasitja, igy a pontmutacidot hordozd Gjonnan szintetizalt szalak érintetlenek maradnak. A
restrikcidés endonukleazzal kezelt reakcidelegyet végiil E. coli XL-1 NovaBlue kompetens
sejtekbe (10.1 melléklet) transzformaltuk és szélesztettiik ampicillin tartalma taplemezre. A
feln6tt telepek koziil a mutans sqrF gént hordozo sejteket tartalmazokat a mutans DNS
szekvenciara és vektor DNS-re specifikus oligonukleotid parral végzett PCR reakcidval
azonositottuk (3.3.3 fejezet) (onV331AE, onV331FE, onl333AE, onl333FE, onF366AE,
onF366YE, onCTDE, onV331AI333AE, onV331AF366AE,  onl333AF366AE,
onV331AI333AF366AE, onE163AE, onE163DE, onE163KE, onE163QE, onE163SE) (10.3
melléklet). A vartnak megfelel6 méretii sejtvonalakat folyadékban, megfeleld szelekcio mellett
leoltottuk, majd plazmid DNS-t tisztitottunk és a konstrukciokat szekvenalassal ellendriztiik,
hogy adott helyen hordozza-e, illetve, hogy mashol nem tartalmaz-e mutaciot a génszekvencia
(PBSQNNSV331A, pBSQNNSV331F, pBSQNNSI333A, pBSQNNSI333F,
pPBSQNNSF366A, pBSQNNSF366Y, pBSQNNSCTD, pBSQNNSV331AI333A,
pPBSQNNSV331AF366A, pPBSQNNSI333AF366A, pPBSQNNSV331AI333AF366A,
pBSQNNSE163A, pBSQNNSE163D, pBSQNNSE163K, pBSQNNSE163Q,
pBSQNNSE163S) (10.2 melléklet).

3.3.9 Pontmutans SqrF fehérjék termelését biztosité expresszios vektorok eléallitasa
A kiilonbozd pontmutacidkat tartalmazod sqrF géneket hordozd, azok kifejezédését
biztositd expresszids vektorok létrehozéasa helyspecifikus mutagenezissel tortént a pPBSQNNS

vektoron (15. abra).
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16. abra: T. roseopersicina SqrF fehérje mutanst termel expresszios vektor sematikus abraja
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Annak érdekében, hogy a megvaltoztatott génszakaszt a pDSKO6CrtKm expresszios
vektorba (10.2 melléklet) épitsiik, az adott helyspecifikus mutaciot hordozé sqrF gént
tartalmazo vektort (16. abra) HindIII restrikcidés endonukledzzal hasitottuk. Az emésztést
kovetden keletkez6 5’ talnyuld végeket Klenow polimerazzal feltoltottiik. A vektorokat Ndel
restrikcios endonukledzzal emésztettiik. A pDSK6CrtKm expresszios vektort Pstl restrikcios
enzimmel hasitottuk meg. A tompa végek létrehozasanak az érdekében T4 DNS ligazzal
toltottiik fel a tulnyuld részeket. Ezutan Ndel endonukleazzal hasitottuk a vektort, ami szintén
ragados végeket eredményezett. Ezutan alkalikus foszfataz kezelést alkalmaztunk a hasitott
vektorokon, az 6nligalodas elkertilése érdekében. A pontmutaciot hordozo sqrF gént tartalmazo
DNS szakaszt fragmentum izolalassal (3.3.6 fejezet) elvalasztottuk, majd a hasitott és kezelt
pDSK6CrtKm vektorral ligaltuk (pDSQNNSV331A, pDSQNNSV331F, pDSQNNSI333A,
pDSQNNSI333F, PDSQNNSF366A, pDSQNNSF366Y, pDSQNNSCTD,
pDSQNNSV331AI333A, PDSQNNSV331AF366A, pPDSQNNSI333AF366A,
pPDSQNNSV331AI333AF366A, pDSQNNSE163A, pDSQNNSE163D, pDSQNNSE163K,
pPDSQNNSE163Q, pDSQNNSE163S) (10.2 melléklet). Ezt a reakcioelegyet E. coli NovaBlue
kompetens sejtekbe (10.1 melléklet) transzformaltam. A rekombinans vektort tartalmazo
transzformalt E. coli sejteket kolonia PCR modszerrel (3.3.3 fejezet) azonositottuk az
expresszios vektorra és a mutans DNS szekvencidra specifikus inditoszekvencidkkal. Az
azonositott sejtvonalakbol plazmidot izolaltunk, majd ezt kdvetden az expresszios vektor

konstrukciok pontos szekvencidit szekvenalassal ellendriztiik.

3.4 Fehérjetermeltetés és tisztitas
3.4.1Vad tipusu és mutans SqrF fehérjét termelé T. roseopersicina sejtmembran frakcié
eléallitasa

A 3.1.2 fejezet novesztési koriilményei alapjan a T. roseopersicina sejteket 5 darab 2,5
liter Grtartalmu csiszolt dugds Erlenmeyer lombikban felszaporitottuk. A sejtek a leoltast
kovetd 5. napon keriiltek felhasznalasra. A feln6tt sejtkultarakat centrifugalassal (8300xg, 10
perc, 4 °C) elvalasztottuk a tapoldattol. Ezt kovetden a mintakat TBSSL (Tris-sel pufferelt
sooldat szachardzzal és lizozimmel kiegészitve) oldatban szuszpendaltuk fel, majd 30 °C-on,
30 percig inkubaltuk, 160 rpm sebességgel horizontdlis razatassal. A szuszpenzidhoz az
alkalmazott TBSSL oldattal megegyezé térfogata 4 °C homérsékletii steril vizet adtunk és 10
percig jégen tartottuk. A kezelés eredményeként a sejtekbdl 1étrejott szferoplasztokat a
periplazma tartalmu feliiluszo6tol centrifugalassal (13700xg 10 perc, 4 °C) valasztottuk el. A
szferoplasztokat 20 mL TBS pufferben (pH=8,00) felszuszpendaltuk, majd Bandelin Sonopuls
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HD4100 tipust ultrahangos szonikatorral (Berlin, Germany) tartuk fel VS 200/T szonikal¢ fej
hasznalataval (85%-o0s amplitudoval, 15 masodperces ultrahang kezelést alkalmazva 8 cikluson
keresztiil, amely 1épések kozott 10 masodperces varakozasi id6t hagytunk). A mintakat jeges
vizben hitottiik a kezelés sordn, azok felmelegedésének elkeriilése érdekében. Egyszerre 20
mL sejt szonikalasara volt lehetdség, a program soran 6500-7000 kJ volt a leadott 6sszenergia.
A fel nem tarddott sejteket, sejtfalmaradvanyokat, kénkristalyokat centrifugalassal (27000xg,
15 perc, 4 °C) valasztottuk el. Az igy tisztitott, feltart sejteket tartalmazo feliiluszot Sorvall WX
Ultra Series 90 tipusu ultracentrifuga és T-1270 tipusu rotor (ThermoFisher Scientific)
felhasznalasaval 100000xg, 90 perc, 4 °C programmal centrifugaltuk 10 mL térfogati Oak
Ridge tipust PC/PP ultracentrifuga csévekben. A membranfrakcionak megfeleld leiilepitett
minta tomegét meghataroztuk, 30 mL TBS pufferben (pH=8,00) szuszpendaltuk fel és taroltuk

-20 °C-on a membran kezeléséig.
TBS oldat 6sszetétele: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH=8,00.
TBSSL oldat 6sszetétele: TBS, 25% szacharoz, 0,1% lizozim.

3.4.2 Az izolalt sejtmembranbdl torténo fehérjefelszabaditas natrium-bromid kezeléssel
A felolvasztott 0,12 g/mL koncentracioju membran frakciot 10 uM EDTA (pH=28,00)
pufferrel razattuk 160 rpm sebességgel 30 percig 25 °C-on. Ezt kdvetden natrium-bromid
oldattal egészitettiik ki a sejtmembran mintat 1,45 M végkoncentracidra, majd tovabbi 1 6ran
at inkubaltuk a korabbival megegyez6 koriilmények kozott (Duzs és mtsai. 2018). Az elegyet
Sorvall WX Ultra Series 90 tipusu ultracentrifuga és T-1270 tipust rotor (ThermoFisher
Scientific) segitségével 200000xg, 120 perc, 4 °C programmal centrifugaltuk 10 mL térfogata
Oak Ridge tipusu PC/PP ultracentrifuga csdvekben a felszabaditott fehérjéknek a kezelt
membrantdl vald elvéalasztasa érdekében. A keletkezett, felszabaditott membranfehérjéket

tartalmazo6 feliilluszot felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

3.4.3SqrF fehérje tisztitas affinitas kromatografias modszerrel

A felszabaditott membranfehérjéket tartalmazo feliiluszot affinitds kromatografias
modszerrel tisztitottuk. A gravitacios atfolyo oszlopot TBS pufferrel (pH=8,00) kétszer-
haromszor atoblitettiik, majd belemértik az oszloptoltetet (Strep-tactin Superflow 50%
szuszpenzid, IBA). Ezt TBS pufferrel (pH=8,00) haromszor-négyszer atmostuk annak
érdekében, hogy eltavolitsuk a glicerint és az esetleges szennyezddéseket. A felszabaditott

membranfehérje mintahoz kevertiikk az oszloptdltetet, majd 1 6ran at inkubaltuk 25°C-on,
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folyamatos forgatds mellett. Az atfolyd Osszegylijtése utan az oszlopot az oszloptoltet
térfogatanak kétszeresével megegyez6 mennyiségii TBS pufferrel (pH=8,00) mostuk 8
1épésben. Ennek a célja, hogy a nem specifikusan kotddo fehérjék lemosddjanak az oszloprol.
Az oszlophoz kotédott Strep tag II peptidet tartalmazo fuzios fehérjéket négy Iépésben, fél
oszloptoltet térfogatnak megfelelé mennyiségii elucios pufferrel valasztottuk le az oszloptol.
Végiil az oszlopot haromszoros oszloptérfogatnyi regeneral6 oldattal kezeltiik. A regenerald
oldatot lugos pH-ju TBS pufferrel (pH=10,10) tavolitottuk el, haromszor-négyszer atmosva az
oszlopot, addig amig az oszlop ujra teljesen szintelenné nem valt. TBS pufferrel (pH=8,00)
haromszor atmostuk az oszlopot, hogy visszaallitsuk a pH=8,00 értéket. Az Gjra felhasznalhatod

oszlopot 1 mL TBS pufferrel boritva, 4 °C hémérsékleten taroltuk a kdvetkezo felhasznalasig.

Eluaciés puffer osszetétele: 100 mM Tris-HCI pH=8,00, 150 mM NaCl, 2,5 mM

desthiobiotin.

Regeneralo puffer dsszetétele: 100 mM Tris-HCI pH=8,00, 150 mM NaCl, 1 mM
HABA (hidroxi-azofenil-benzoidsav).

3.5 Fehérjeanalitikai modszerek
3.5.1Fehérje mennyiségének meghatarozasa Micro-Lowry modszerrel

A fehérje mintakat 800 pL 0,25 M NaOH oldatban oldottuk fel, majd 20 percig
inkubaltuk szobahémérsékleten. Ezutan 300 puL C reagenst adtunk az elegyhez. Kevertetés utan
25 °C-on inkubaltuk 15 percig. Majd 100 uL 72% Folin reagenst adtunk hozza, és 30 percen at
folytattuk az elegy inkubalasat szobahdmérsékleten. Végiil megmértiik a minta oldatok 750 nm

hulldmhosszisagu fényelnyeld képességét SmartSpec 3000 spektrofotométerrel (BioRad).

crcr

crer

hullamhosszusagu fényelnyelése alapjan allapitottuk meg (Yeang és mtsai. 1998).
C reagens Osszetétele: 6% NaHCO3, 15% CuSOs, 3% NasCsHsO7 keverék 50:1 aranyu elegye.

3.5.2 Denaturalé poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A fehérjemintdk molekulatomeg szerinti elvalasztdsdira SDS-PAGE modszert

crer

g¢€1bdl allo denaturald poliakrilamid gélt készitettiink. A jellemzd kisérleti koriilmények kozott
1 pg fehérjemintat kevertiink 4x SDS tartalmu felvivo pufferbe 30 puL végtérfogatban, amelyet

10 percig 95 °C hémérsékleten eldkezeltiink, majd a gél mintafelvivé zsebébe mértiink. A
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futtatast TGS (Tris-glicin-SDS) pufferben, kezdetben 60 V, majd a fehérjék szeparalo gélbe
jutasatol 120 V fesziiltséggel végeztiik el. A mintakat masfél oran at futtattuk a Mini-
PROTEAN Tetra Handcast Systems ¢és PowerPac Universal Power Supply (BioRAD)
hasznalataval. Futas utan a gélt fixalo oldatba 1 éran at inkubaltuk, majd Blue Silver festékkel
egy ¢jszakan at festettilk. A fehérjékhez nem kotddott festéket 1%-os ecetsavas mosdssal

tavolitottuk el a poliakrilamid gélbdl.

SDS-szerparald gél osszetétele (5 mL/gél): 1,9 mL H20, 1,7 mL 30% akrilamid-
biszakrilamid (29:1), 1,3 mL 1,5 M Tris-HCI (pH=8,80), 0,05 mL 10% SDS, 0,05 mL 10%
ammonium-perszulfat, 3 pL TEMED.

SDS-gyiijt6 gél oOsszetétele (3 mL/gél): 2,1 mL H20, 0,5 mL 30% akrilamid-
biszakrilamid (29:1), 0,38 mL 1,5 M Tris-HCI (pH=6,80), 0,03 mL 10% SDS, 0,03 mL 10%
ammonium-perszulfat, 3 pL TEMED.

4x SDS felvivo puffer osszetétele: 100 mM Tris-HCI (pH=6,80), 200 mM DTT, 4%
SDS, 0,2% brémfenolkék, 20% glicerin.

TGS puffer osszetétele: 25 mM Tris-Base, 192 mM glicin, 0,1% SDS (pH=8,30).
Fixalo oldat 0sszetétele: 30% etanol, 10% ecetsav.

Blue Silver festék dsszetétele: 680 mL/L viz, 117,64 mL/L 85% foszforsav, 100 g/L

ammonium-szulfat, 1,2 g/ Coomassie Blue R-250, 200 mL/L metanol.

3.5.3Western-blot hibridizacié

A fehérjék in vitro immundetektalasahoz SDS-PAGE-t kovetden a vizsgalt mintak
elvalasztott fehérjéit elektromos tér alkalmazasaval nitrocelluloz membranra (Amersham™
Hybond™-ECL) jutattuk 4t TransBlot® SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRAD) késziilék
hasznalataval 25 mV fesziiltséget alkalmazva 45 percig. A fehérjeoldatok aramoltatdsdhoz
megfeleld kozeget a Transzfer puffer biztositotta. A nitrocellul6z membrant ezutan 1 6ran
keresztiil blokkolo pufferben (I m/V% tejpor PBS-T puffer) razatva inkubaltuk 70 rpm
sebességgel korkoros sikrazogéppel (IKA KS 501 korkords sikrazogép), a membran szabad
kotohelyeinek telitése érdekében. A StrepMAB-Classic-HRP antitestet (IBA) 1:100.000-es
higitasban, PBS-T pufferben alkalmaztuk, amely a Strep-tag II peptidet tartalmaz6 SqrF

fehérjék jelenlétét képes kimutatni. A membrant, annak méretétél fiiggd mennyiségii
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ellenanyagot tartalmazé pufferben szobahémeérsékleten, 1 Oran at razatva inkubaltuk 70 rpm
sebességgel korkords sikrazogéppel (IKA KS 501 korkoros sikrazogép). Ezt kdvetden PBS-T,
majd PBS pufferrel mostuk 1-1 percig. A torma-peroxidazzal fuzionaltatott antitestek
kimutatasat biztositd fényreakcidhoz 3 mL térfogatu, hidrogén-peroxid és luminol 1:1 aranyu
keverékét hasznaltuk a SuperSignal West Pico Rabbit IgG Detection Kit-et alkalmazva (Pierce).
Az eleggyel 1 percig inkubaltuk a membrant, majd a kemilumineszcens jelet CCD kameraval

detektaltuk (VersaDoc 4000MP (BioRAD).

Transzfer puffer 0sszetétele: 48 mM Tris, 39 mM glicin, 20% metanol, 1,3 mM SDS
pH=9,20.

PBS puffer osszetétele: 115 mM NaCl, 4 mM KH2PO4, 16 mM Na,HPOs, pH=7,50.

PBS-T puffer: 115 mM NaCl, 4 mM KH2POs, 16 mM NaHPOs, 0,1% Tween 20
pH=7,50.

Blokkol6 puffer: 115 mM NaCl, 4 mM KH2POs, 16 mM Na;HPOQO4, 0,1% Tween 20,
1% zsirszegény tejpor, pH=7,50.

3.5.4 Fehérje abszorpcios spektrumanak meghatarozasa

Az affinitds kromatografiaval tisztitott vad tipusi és mutdns SqrF fehérje mintak
abszorpcioés spektrumat Nicolet Evolution 300 spektrofotométer segitségével hataroztuk meg.
A mérésekhez 1 cm fényut hosszsagi kvarckiivettat hasznaltunk. Az abszorpcios

spektrumokat 250-850 nm hullamhossz tartomanyban mértiik.

3.5.5A tisztitott enzimek szulfid fiiggé kinon redukalé aktivitisinak mérése

A T. roseopersicina vad tipusu és mutans SqrF mintak enzimaktivitasat az elektron
akceptor kinon molekuldk redox allapotatol fiiggd abszorpcidja valtozdsanak mérésével
hataroztuk meg ismét Nicolet Evolution 300 spektrofotométer (BioRad) alkalmazasaval. A
mintdk fényelnyelését szintén 1 cm fényuttal rendelkezd kvarckiivettdkban meértiik. A
reakcioelegy Tris-HCl (pH=8,00) puffert, emellett tisztitott enzimet, szulfidot, mint
elektrondonort és elektronakceptorként DQ-t vagy dUQ-t tartalmazott 1 mL végtérfogatban. Az
Osszetevoket  kisérletenként  eltér6  koncentracioban  alkalmaztuk. Az  enzimek
Osszehasonlitasara hasznalt mérési koriilmény (1 mL végtérfogat): 50 mM Tris-HCI (pH=8,00),
200 uM szulfid, 50 uM DQ vagy dUQ ¢és 3,3 pg (ha DQ a szubsztrat) vagy 1 pg (ha dUQ a

szubsztrat) enzim, 25 °C homérsékleten. Az anaerob koriilmény kialakitasa érdekében a
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gazbiztosan lezart kiivettakban a légteret nitrogén gazzal fhvattuk at 5 percen keresztiil. Az
hozzaadasaval inditottuk el, melyet a mérések el6tt anaerob koriilmények kozott készitettiink
el BACTRON300 anaerob munkahely €s inkubatorban (ShelLab). A fényelnyelés-valtozast DQ
esetén 275 nm-en (extinkciés koefficiens: 16 mM™*cm™ [Degli Esposti és mtsai. 1982]), dUQ
esetén 278 nm-en (extinkcids koefficiens: 12,6 mMtcm™ [Kroger 1978]) mértiik, az oxidalt
kinon molekuldk maximalis fényelnyelést mutaté hulliamhosszan. A dUQ-t hasznalt
vizsgalatoknal detergensre is sziikség volt, ez a Tween 20 volt. A dUQ elektronakceptort
alkalmazo6 mérések soran sziikség volt egy olyan, tigynevezett kontrol minta abszorbanciajanak
mérésére, amely szulfidot és dUQ-t tartalmazott a kisérletben adott koncentracionak megfeleld
mennyiségben, azonban enzimet egyaltalan nem adtunk hozza. Ez azért elengedhetetlen, mert
a szulfid a dUQ jelenlétében képes redukalodni enzim nélkiili koriilmények kozott is, ez az
abiotikus kinon redukcio. A kisérletek soran a mintak mért aktivitas értékeib6l kivontuk a

kontrol minta aktivitas értékét.

3.5.6Vad tipusu és tisztitott SqrF enzimvariansok Kinetikai paramétereinek
meghatarozasa

A 355 fejezetben részletezett az enzimek Osszehasonlitasara alkalmazott mérési
koriilmények kozott keriiltek meghatarozasra a kinetikai paraméterek a szulfid-fiiggdé kinon
redukald aktivitas mérésekkel kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazva a DQ-t (50-150 puM)
vagy dUQ-t (5-100 uM). A kiilonbozé enzimaktivitas értékekbdl kapott gorbére a MatLab
program Michaelis-Menten egyenlet segitségével illesztett nem linearis regresszids analizist
alkalmaztuk (Dorf és Bishop 2011). A szulfid kinon oxidoreduktaz aktivitasanak egysége 1

umol/perc kinon redukcio.

3.5.7Vad tipusu és mutaciot hordozé SqrF enzimek aktivaciés energidgjanak
meghatarozasa

A vizsgalt enzimreakciok aktivaciés energidjat az enzimaktivitdsuk fiziologids
tartomanyu homérséklet-fliggés mérése utjan hataroztuk meg. Az enzim-katalizalta reakciok
hémérsékletfliiggését a 3.5.5. fejezetben leirt modszerrel, a reakciohdmérséklet kisérletenkénti
valtoztatasaval mértiik meg (10-70 °C hémérsékleti tartomanyban). A kiilonb6z6 SqrF enzimek
specifikus aktivitasok logaritmusat a homérséklet reciprokanak fliggvényében abrazoltuk,

melyet Kelvinben adtunk meg, majd a MatLab program segitségével a kapott pontokra egyenest
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illesztettiink. Az egyenes meredekségébdl az Arrhenius-egyenlet segitségével: k=AeE¥RT

szamoltuk ki az aktivacios energiat.

3.5.8A tisztitott vad tipusi és mutins SqrF enzimvaridnsok redox allapotinak

megvaltoztatasa

crer

cre

elektronakceptort adtunk a reakcioelegyhez.

3.6 Bioinformatikai analizis
3.6.1 A T. roseopersicina SqrF homolégia modellje

A T. roseopersicina SqrF fehérje szerkezetének modelljét homologia modellezés
modszerrel készitette el Dr. Paragi Gabor, a Pécsi Tudomanyegyetem Természettudomanyi Kar
Fizikai Intézet Elméleti Fizika Tanszék tudoméanyos fOmunkatirsa, a Schrodinger
programcsomag Prime moduljanak (Jacobson ¢és mtsai. 2004, 2002) alkalmazasaval. A
felhasznalt templat szerkezeteket a BLASTP homoldgiakeresé program (Altschul és mtsai.
1990; Madden és mtsai. 1996) segitségével valasztotta ki. A T. roseopersicina SqrF fehérjével
megegyez6 fehérjecsaladba tartozd A. ambivalens és A. aeolicus SqrA és SqrE fehérjék
rontgenkrisztallografias szerkezete ismert (PDB [Protein Adatbazis] azonosité (ID): 3H8L,
3HYW, 3HYV), igy ezek a legalkalmasabbak a homologia modell épitésére a szekvencia-
illesztés alapjan (Brito és mtsai. 2009; Marcia és mtsai. 2010a). A harom szerkezethez kapott
szekvencia azonossag értékek: 41.4%, 39.8% ¢és 39.5%, melyek megfelelnek a szekvencia
illesztés kritériumainak. A kiinduld6 modell alapja a 3H8L, a hidnyzd C-terminalis rész
fehérjében a 3HYW a templat, mivel ezt az enzimet dUQ liganddal egyiitt sikeriilt
kristalyositani (Marcia és mtsai. 2009). A Prime modul energia alapu homologia épitésével
egyetlen homologia modellt kapott. A hurkokat hurokmodellezés modszerrel épitette meg,
ezeknek az ugynevezett valtozékony régioknak a pontos meghatarozasa nehezebb. Ennek
segitségével becsiilhetdé meg a kiilonbdzd aminosavak kozotti tényleges tdvolsdg. A homologia
épités sordn a modell energia minimalizdldsa megtortént a modell finomitasa céljabol a
Macromodel modul (Schrodinger Release 2022-2) segitségével, amely az OPLS2005 eréteret
¢s az SPC explicit vizmodell kombinacidjat alkalmazza a kolcsonhatasok pontosabb
meghatarozasdhoz, ez a homoldgia modell pontossdgat javitja (Bowers ¢és mtsai. 2006;
Jorgensen és mtsai. 1996).
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3.6.2 Protein-ligand kolcsonhatas in silico molekuladinamikai analizise

A molekularis dinamikai szamitasok kiindulo szerkezete a 3.6.1 fejezetben elkésziilt T.
roseopersicina SqrF homoldgia modell, amelyekkel Dr. Paragi Gabor a ligandokkal (FAD
kofaktor, dUQ elektronakceptor) kotott komplex felépitését szarmaztatta. A dUQ molekularis
kornyezete és a ligandtol 10 A tdvolsagra 1évé teriilet fehérjeszerkezetét REMD/REST
(Replika-csere molekuladinamika) szamitassal 250 nanomasodperc hosszu idéintervallumban
vizsgalta (Wang ¢és mtsai. 2011). A hémérséklettartomanyt a Schrodinger program Simulation
Interactions Diagram modulja automatikusan hatarozza meg, ahol a legalacsonyabb érték 300
K. A REMD/REST modszer tobb, parhuzamosan és eltér6 hémérsékleten futd szimulaciot
jelenti. Ekozben a kiilonb6z6 hdmérsékleten allandosuld szerkezetek egymas kozotti cseréje is
megtorténik idérél-idére. Ha a fazistér egy olyan energiaminimumba keriil, amely a tovabbi
szimuléaciok szerkezetét torzitana, ebben az esetben lehetdség van arra, hogy egy magasabb
hémésékleten kialakuld konformacioval cserélve kiszabaduljon ebbdl az allapotbdl. Tehat a
magas energiagattal rendelkez6 konformacidk is feltérképezhetévé valnak a homérséklet
cseréjével. Az analizis sordn 2500 modell készilt el. A szimuldlt molekulaidinamikai
modellekben a szoftver azt vizsgalja, hogy a dUQ melyik aminosavakkal van kapcsolatban és
ez milyen kolcsonhatason keresztiil valosul meg. A Kijelolt atomok kozotti tavolsagok

meghatarozasa az egyes szimulalt szerkezetekben is az alkalmazott programcsomaggal tortént.

3.6.3 Statisztikai szamitasok
A Kkisérleti eredményekhez tartozo statisztikai szdmitasokat Welch-féle kétmintas t-
proba alkalmazasaval (p< 0,01*, p< 0,001**), az R Studio statisztikai szoftvercsomag

segitségével végeztiik el. A bemutatott eredményeket atlag+standard hiba (SE) abrazoltuk.
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4. Eredmények

4.1A T. roseopersicina SqrF fehérje kinon kotéhelyének azonositasa és szerepe a
katalizisben

Kutatocsoportunk célja a T. roseopersicina SqrF fehérje vizsgalata, miikodésének
a részletes megismerése Volt. Ez a fehérje az eddigi ismeretek alapjan az SQR enzimek
funkcidjaban fontos szerepet jatszo tobb szerkezeti elemben ¢€s a katalitikus mechanizmuséaban
is eltér mas tipusi SQR fehérjéktdl (1.4.1 és 1.5.1 fejezetben részletesen leirva). A VI. tipusa
SQR-ek magas szulfid koncentracidji kornyezetben €16 mikroorganizmusokban is
elofordulnak, ezért ezek az enzimek alkalmazhatoak lehetnek a természetben a szulfid
detoxifikdlasdban. Kordbban a konzervalt ciszteinek mutagenezis alapu vizsgélataval
kutatocsoportunk jellemezte ezeknek az aminosavaknak a lehetséges szerepét a két 1épéses
redox reakcid szulfid oxidacios 1épésében. Ezek alapjan felallitottuk az enzim miikddési
modelljét (1.5.1 fejezet). Azonban a katalizis masodik 1épésérdl, a kinon redukcié folyamatarol
¢s az abban részt vevé aminosavakrol kevés informacio all rendelkezésre. Jelenleg ketté SQR
fehérje kristalyszerkezete ismert dUQ kotott formaban is. Emellett a feltételezhetden a kinon
kotésben, redukcioban szerepet jatszo aminosavak mutagenezis alapt vizsgéalatabol és
biokémiai jellemzesébdl szarmazo informaciok is rendelkezésiinkre allnak. Tehat azonositottak
néhany SQR esetén a kinon kdtésben részt vevé aminosavakat, igazoltak a C-terminalis régiod
szerepét a membrankotésben, valamint a FAD-kinon k6z6tti kozvetlen elektrontranszfert.

A munkank soran a célunk volt az ismert szerkezetii SQR enzimek kinon kotéhelyébdl
kiindulva a T. roseopersicina SqrF fehérjében azonositani a kinon kotd csatornat és

meghatarozni az azt felépité aminosavak lehetséges szerepét.

4.1.1 A vad tipusu T. roseopersicina SqrF kinon kotéhelyének analizise
4.1.1.1AT. roseopersicina SqrF fehérje kinon kotohelyének meghatarozasa

A T. roseopersicina SgrF enzim kinon kotohelyét kialakité aminosavak azonositasahoz
a dUQ kotott allapotban kristalyositott bakteridlis SQR fehérjék rontgendiffrakcidval
meghatarozott szerkezeteibdl indultunk ki. A dUQ kotott kristalyszerkezetek alapjan
az A. ferrooxidans és az A. aeolicus SqrA fehérjékben a Val355, Phe357 és a Phe394, illetve
az Ile346, 11e348 és a Phe385 aminosavak helyezkednek el a fehérjében megkotott szubsztrat
molekula kozvetlen kornyezetében. A kristalyszerkezetek és az SQR fehérjék C-termindlis
doménjeit alkotd6 aminosavak sorrendjének tobbszords szekvencia illesztésen alapulo

Osszehasonlitasaval megallapithatd, hogy a T. roseopersicina SqrF elsédleges szerkezetében
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a Val331, az I1e333 és a Phe366 helyezkednek el hasonld pozicidban, mint az SqrA enzimek

kinon kot6 csatornajat kialakito apolaris aminosavak (17. abra).

Val355 Phe357 Phe394

ferrooxidans SqrA NAVCFADMGD K-VAFEKYFI

R. capsulatus SqrA NAVCLADFGD K-EGFERYFM
aeolicus SqrA SAICIADFGE K-TAFEKYFL
Ile346 Ile348 Phe385

H. sapiens SqrB YTSCPLVTGY KADIMPFLYW

Synechocystis sp. SqrB  YTCCPLVIGY  KRYVLPWLYW
S. pombe SqrB  YTSCPLLTGY  KKDFFPFVYW

solfataricus SqrC DVLCYIATGT K-IMYNKMYW
tepidum SqrC HSTCFIVYSK K-LAFEPLYW
C. maquilingensis SqrC RTHCPFDMGY K-LTFAASYW

vinosum SqrD GAACVASTGM TYPEYGRDMD
denitrificans SqrD GAACVASAGK KYPGTGRDTD
C. tepidum SqrD GAACIVSAGF KYPEWGRDMT
A. ambivalens SqrE TIMCVADNPY KKELFTKYYM

solfataricus SqrE TIICVADNPF KKELFHKYFI

C. tepidum SqrE EVICYGDMGD VAFKTSYFAM
A. aeolicus SqrF NILCLMDMGW K-KAWGVYYK
C. tepidum SqrF NVLCVMDTGD K-KAWGYYYK
A. vinosum SqrF ELLCIVDTND K-RFFEWLYL
T. roseopersicina SqrF ELVCIVDAND K-LGEEWWYL

Val33l Ile333 Phe366

17. abra: Az SQR-tipust fehérjék C-terminalis doménben elhelyezked6 két szakaszanak fehérjeszekvencia
Osszehasonlitasa tobbszords illesztéssel. Az enzimek Kinon koétohelyét kialakitoé aminosavak vastagitott betiivel,

a konzervalt cisztein piros szinnel vannak kiemelve

A T. roseopersicina SqrF fehérjében az aminosavak lehetséges térbeli elhelyezkedését
homologia modellezéssel hataroztuk meg. Ez alapjan a Val331, 1le333 és a Phe366 aminosavak
szintén egy csatorna szerkezetet formalnak az SqrF fehérjében. Ez nagyon nagy hasonlosagot
mutat mas tipust SQR fehérjék homoldg apoldris aminosavai altal kialakitott kinon kotd
csatornakhoz. A T. roseopersicina SqrF szerkezeti modelljében a kinon redox fejcsoportjat
a Val331 apolaris oldallancu aminosav és Phe366 aromas aminosav benzolgytirtije fogja kozre
(18. abra). Ez hasonlit a dUQ molekulak elhelyezkedéséhez az A. aeolicus SqrA enzimben,

ahol a dUQ benzokinon feji régioja az Ile346 és Phe385 (A. aeolicus szerinti szdmozas)
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aminosavak kozott helyezkedik el (Marcia és mtsai. 2009). Ezzel ellentétben az A. ferrooxidans
SqrA fehérjében a dUQ fejcsoportja két aromas aminosav, a Phe357 és Phe394 (A. ferrooxidans
szerinti szamozas) kozott foglal helyet. Ezek a fenilalaninok a T. roseopersicina SqrF I1e333 és

Phe366 aminosavakkal homologok (Cherney és mtsai. 2010).

phesss / |
s d k

18. abra: Az A. ferrooxidans, az A. aeolicus és a T. roseopersicina SQR fehérjék kinon k6tohely szerkezetének

Osszehasonlitasa. A T. roseopersicina SqrF Val331, 1le333 és Phe366 aminosavaknak megfeleltethetd
aminosavak, valamint a dUQ ligand lathatoak golyo- és palca modellel. Vilagoszold jeldli az A. ferrooxidans
SqrA rontgenkrisztallografiaval meghatarozott fehérjeszerkezetét (valin, fenilalanin, fenilalanin), vilagoskék az
A. aeolicus SqrA rontgenkrisztallografias képét (leucin, leucin, triptofan) és narancssarga jeloli a T.
roseopersicina SqrF homologia modelljét (valin, izoleucin, fenilalanin). A FAD kofaktor vilagos sziirke palca-
vagy golyo- (T. roseopersicina SqrF fehérjében), és palca modellel (A. ferrooxidans és A. aeolicus SqrA

fehérjében) keriilt dbrazolasra

4.1.1.2A T. roseopersicina SqrF és a dUQ szubsztrat kozotti kolecsonhatas in silico
vizsgalata

A protein-ligand koélcsonhatas modellezése segiti az SqrF fehérje kinon kotésében
szerepet jatszd aminosavak pontosabb megismerését és funkcionalis szerepiik meghatarozasat.
A REST moédszer (3.6.2 fejezet) segitségével modelleztiik a szubsztratot kotd enzim
szerkezetét, a komplex Osszes lehetséges variansat reprezentdldé modell szerkezetek
létrehozasaval. Ehhez a fehérjét dUQ kotott allapotban kiillonbozé hoémérsékleteken
modelleztiik, amelybdl a program a legjobb szerkezetet valasztotta Ki a szerkezeti szimulacio
adott id6pontjaban. A 2500 szimulalt molekulaszerkezetben kiértékeltiik, hogy milyen
aminosavakkal 1épett kdlcsonhatasba a dUQ, milyen kotés alakult ki kozottiik és az aminosav-

duQ, valamint a FAD-dUQ tavolsagadatokat is kiszamitottuk.
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19. abra: A REST modszerrel szimulalt T. roseopersicina SqrF-dUQ szerkezetekben azonositott aminosav-
ligand kolcsonhatasok. Az idévonal abrazolja a szimulacidban meghatarozott egyes szerkezetekben az
aminosav-ligand koélcsonhatasokat. A piros nyilak jellik az SqrF fehérje azon aminosavait, amelyek

kolesonhatasa a kinon molekulaval a modellezett szerkezetek nagy részében kimutathato

A létrejové kotéseket vizsgalva lathatjuk, hogy a modellezett fehérje-ligand
szerkezetekben, ahol a dUQ ¢és a Val331 kozott kolcsonhatas jott 1étre, az 11e333 a dUQ-val
nem lépett kapcsolatba és forditva (19. abra). A 2500 szimulalt szerkezetb6l a legtobb
modellben a Phe366 aminosav ¢s a dUQ redox fejcsoportja kozott kotés alakult ki (19. abra).
A Trp369 az elektronakceptorral kapcsolatba 1épett a modellek egy jelentdsebb részében. Ez az
aminosav a dUQ flexibilisebb decil oldallancahoz kapcsolodott a modellezett komplexekben a

homoldgia modell alapjan.
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20. abra: A kémiai kolcsonhatasok gyakorisaga és tipusa a vad tipust T. roseopersicina SqrF fehérje és a dUQ

ligand kozott a modellezett SqrF-szubsztrat molekula komplexekben

A 20. abra a T. roseopersicina SqrF ¢és a dUQ kozott levo kémiai kolcsonhatasok
tipusait 6sszegzi a szimulalt komplexekben. A hidrofob Val331 és 11e333 aminosavak a legtobb
esetben hidrogénkotéssel kapcsolodtak a dUQ redox fejecsoportjahoz azokban a komplexekben,
amelyekben kolcsonhatas volt kozottiik. Amikor az aromas Phe366, valamint a Trp369
kapcsolatba 1éptek a dUQ-val, akkor leggyakrabban hidrofob (aromas-aromas) kotést
alakitottak ki.

A fehérjébe kotédé dUQ térbeli helyzetének pontosabb felderitése, valamint a FAD
kofaktor és a kinon szubsztrat kozott torténd elektronatadas modjanak megismerése céljabol
tavolsagadatokat szamoltunk. Meghataroztuk a dUQ benzokinon gytir{i egyes csoportjainak, és
a dUQ-val a modellezett szerkezetek tobbségében kdlcsonhatasban levé aminosavak megfeleld
csoportjainak a tavolsagat. Ehhez minden olyan fehérje modellben paronként megmértiik a
meghatarozott dUQ és aminosav atomok kozti tavolsagokat, amelyekben kolcsonhatas volt
kimutathat6 az adott aminosavval. A megmért atomi tavolsagadatokat atlagoltuk. A szimulacioé
alapjan szamolt tavolsagadatok szerint a legrovidebb tavolsagu fehérje-ligand kdlcsonhatasok:
a Val331 peptid kotésbeli amidcsoportjanak hidrogénje és a dUQ O4 atomja kozotti tavolsag
2,3+0,2 A volt. Az 116333 peptidlanc amidjanak hidrogénje és a dUQ O1 atomja kozott 2,3+0,4
A volt a tavolsag (21. abra). A Phe366 benzolgyiiriijének és a dUQ benzokinon gyfirijének
kdzéppontjai kozotti tavolsag 4,2+0,3 A volt (21. abra). Tovabba a FAD izoalloxazin
gytirijének O2 atomja és a ligand gytiriijének O4 atomja kozti tdvolsag 5,3+0,3 A volt, vagyis
az SqrF enzim kofaktora és szubsztratja elegenddéen kozel keriilnek egymashoz, hogy az

elektronatadas kozvetleniil végbe tudjon menni kozottiik (21. abra).
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21.abra: A T. roseopersicina SqrF kinon két6hely aminosavak és a FAD kofaktor, valamint a dUQ ligand

kozott mért tavolsagadatok

A 22. abra mutatja a szerkezeti és szimuldcids adatok alapjan a kinon kotOhelyet
kialakito és a dUQ liganddal kapcsolatot 1étrehozé aminosavak elhelyezkedését. Az apolaris
csatornaban egyik oldalon a Val331 és Ile333, a masik oldalan a Phe366 fogja kdzre a dUQ
benzokinon feji csoportjat. A Phe366 csoport kdzelében, ugyanabban a C-terminalis a-hélixben

elhelyezked6 Trp369 pedig a dUQ decil oldallanc régidjaval 1ép kolcsonhatasba.

22.4abra: A T. roseopersicina SqrF-dUQ komplex feltételezett szerkezeti modellje. A kinon kot6helyet felépitd
apolaris aminosavak, Val331, 11333, Phe366 ciankékkel vannak jeldlve. A kotott allapota dUQ golyo és palca
modellel keriilt abrazolasra, a molekulafelszine sziirkével jel6lt. A Trp369 aminosav magenta szinnel jeldlt és a

ligand decil oldallancaval alakit ki kapcsolatot. A FAD kofaktort narancssarga szin abrazolja
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4.1.2 Az SgrF F366A enzimvarians szerkezeti analizise in silico molekuladinamikai
modszerekkel

A Kkinon kotohelyet kialakité aminosavak szerepének igazolasara az egyik lehetdség
olyan enzimvaltozatok funkcionalis vizsgalata, amelyekben ezeket az aminosavakat
pontmutaciok segitségével megvaltoztatjuk. A mutans enzimek elkészitése eldtt, egy ilyen,
a kinon kotésben részt vevé aminosavat érintd mutacio hatasat in silico molekuladinamikai
modszerekkel vizsgaltuk: egy pontmutans SqrF fehérje szerkezeti modelljének elkészitésével
¢s a protein-ligand kolcsonhatasok elemzésével. Az F366A enzimvarians in silico
molekulamodellje a 3.6.2 fejezetben alkalmazott modszerekkel, a vad tipust SqrF enzim
homologia modellje alapjan késziilt el. A meglévé vad tipusu modellezett szerkezetben a
nagyobb térigényli, aromas Phe366 csoport a kisebb, hidrofob alaninra lett cserélve. A két
aminosav kozott a benzolgylri jelenléte vagy hidnya a kiilonbség.

A molekuladinamikai analizist a vad tipusu SqrF esetén részletesen leirt (3.6.2 fejezet,
4.1.1.2 fejezet) REST modszerrel végeztik el. A 250 ns szimulécids idStartam alatt, 300 — 400
K hémérséklet tartomanyban 10 kiilonb6z6o homérséklet értéken végzett molekuladinamikai
alapt modellezéssel 2500 szimulalt dUQ kotd SqrF F366A szerkezetet hoztunk létre. Ez

feltehetden teljes mértékben reprezentalja a lehetséges komplex szerkezeteket (23. abra).
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23. abra: A REST modszerrel szimulalt T. roseopersicina SqrF F366A-dUQ szerkezetekben azonositott
aminosav-ligand koélcsénhatasok. Az idévonal abrazolja a szimulacioban meghatarozott egyes
molekuldadinamikai szerkezetekben az aminosav-ligand kolcsonhatasokat. A piros nyilak jelolik az F366A
fehérje varians azon aminosavait, amelyek kolcsonhatasa a kinon molekulaval a modellezett szerkezetek nagy

részében kimutathatd

A vad tipust SqrF analizise soran kapott eredményekkel Osszehasonlitva a Val331
aminosavhoz kisebb gyakorisaggal kotodott a dUQ. Azonban megnétt azoknak a modell
fehérje-ligand szerkezeteknek az aranya, amelyekben az Ile333-mal keriilt kolcsonhatasba a
kinon szubsztrat. (23. abra, 19. abra). A vad tipust SqrF fehérjében a Phe366-tal nagy
gyakorisaggal alakitott ki kapcsolatot a dUQ az egész szimulacio alatt (19. abra), alaninra
cserélésével azonban jelentésen csokkent a kotésgyakorisag (23. abra). A Trp369 aromas
aminosavval nagyobb aranyban 1épett kdlcsonhatasba a szubsztrat (23. abra), mint a vad
tipusban (19. abra). Valamint az SqrF F366A mutans esetében jelentésen nagyobb volt
azoknak a modelleknek a szama, amelyekben kolcsonhatas volt a dUQ és a Tyrd0 kozott (23.

crer

modellben keriilt kapcsolatba (19. abra).
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24. abra: Masodlagos kdlcsonhatasok a T. roseopersicina SqrF F366A varians ¢s a dUQ ligand kozott

A kialakul6 kémiai kolcsonhatasok tipusainak vizsgalataval megallapithato, hogy az
SqrF F366A cserével megvaltoztak a vad tipust SqrF enzim aminosavai és a dUQ kozott 1évo
kapcsolatok (20. abra, 24. abra). A Tyr40 aminosavval féként hidrogénkdotésen keresztiil 1épett
kapcsolatba a szubsztrat, mig a Val331 csoporttal leginkabb hidrofob volt a kevés kialakulo
kolcsonhatas (10% alatti). Az 11e333 aminosavval a kolcsonhatasok leggyakrabban
hidrogénkotésen keresztiil valosultak meg, de eléfordult hidrofob é€s vizes kotés is a szimulaciod
soran (24. abra). Az SqrF F366A varians kiilonboz6 lehetséges modelljeinek kb. 20%-aban az
Ala366 a dUQ-val, elsdsorban viz hid koétésen keresztiil 1épett kapcsolatba, Kisebb részben
hidrofoéb volt a kapcsolat kozottik (24. abra). A vad tipust SqrF-ben a Phe366-dUQ
(nagyrészt) hidrofob kapcsolat kdzel 60% volt a szimulalt modellekben (20. abra). A Trp369
aminosavval a dUQ az SqrF F366A modellek kb. 50%-ban, tlnyomorészt hidrofob kapcsolatot
hozott 1étre (24. abra), ami hasonlé volt a vad tipussal végrehajtott szimulacidhoz (20. abra).

A vad tipusu SqrF és SqrF F366A fehérjék homoldgia modellje alapjan (25. abra) a
fenilalanin alaninra cserélésével a dUQ a fehérje tobb aminosavaval tudott kapcsolatba 1épni,
koztiik sok olyannal, amelyek nagyobb tavolsagra helyezkednek el az enzim kinon kot
csatorngjatol. A fenilalanin alaninra cserélésével a csatorna mérete nagyobb lett a benzilgyiiri
hidnya kovetkeztében. Ennek eredményeként megnétt a csatorna flexibilitasa, és a dUQ el6tt
utak nyiltak meg a fehérje olyan régidiba is, amelyekbe a vad tipust fehérjében nem tud eljutni.
Ennek kovetkeztében a dUQ a pontmutans fehérje aktiv centrumanak nagyobb kornyezetében,

tobb aminosavval képes kapcsolatot kialakitani.

56



Phe358

25. abra: A T. roseopersicina SqrF vad tipust (A) és SqrF F366A (B) mutans harmadlagos szerkezeteinek

homologia modellje a dUQ-val kélcsonhatast kialakitani képes aminosavak abrazolasaval

4.1.3 AT. roseopersicina SgrF kinon koétéhelyét alkoto aminosavak funkcioja

Az in silico vizsgalatok felfedték a kinon kotShelyet kialakito aminosavakat, amelyek a
Val331, Ile333 és Phe366 vad tipusti T. roseopersicina SqrF esetében. Az SqrF F366A
bioinformatikai modellezése és in silico analizise alapjan a fenilalanin alaninra cserélése, ami
kisebb helyet foglal el a szerkezetben, hatassal volt a kinon kothelyre. Ezért, a célunk a kinon
kotéhelyet kialakitd aminosavak kinon redukcioban betoltott szerepének felderitése volt

kisérletes modszerekkel és mutansok 1étrehozasaval.

4.1.3.1 Kinon kotohely ¢és C-terminalis o-hélix mutans T. roseopersicina SqrF
valtozatokat termelé T. roseopersicina torzsek létrehozasa

In silico analizisek alapjan a Val331, [1e333 és Phe366 apolaris aminosavak és a Phe366
aminosavat is tartalmazé C-terminalis a-hélix szerepet jatszanak a T. roseopersicina SqrF
kinon kot6 csatorna szerkezeti elemének a kialakitasaban. Célunk az azonositott aminosavak a
kinon kot6hely kialakitasaban betoltott szerepének kisérletes modszerekkel valo igazolasa volt.
Tovabbi célunk volt a kinon redukcio katalizisének folyamataban betdltott funkciojuk
meghatarozasa. Emellett a T. roseopersicina SqrF C-terminalis régi6 egyetlen a-hélixének a
membrankdtésben  betoltott szerepének a meghatarozasa is célunk volt. Ehhez az
aminosavakban pont-, -dupla és triplamutans, valamint egy C-terminaliS o-hélix delécids

mutans SqrF fehérjét termeld T. roseopersicina torzseket hoztunk 1étre. Az SqrF fehérje korabbi
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vizsgalatai soran elkészitett rekombinans €s cisztein mutans enzimeket termeld térzseknél
alkalmazott iranyitott helyspecifikus mutagenezis modszerrel, a pBSQNNS vektor (10.2
melléklet) felhasznalasaval hoztuk 1étre a torzseket (3.3.9 fejezet) (Duzs és mtsai. 2018, 2021).
A C-terminalis a-hélix delécios mutanst (CTD) a fehérje utolsé a-hélixének eltavolitasaval (26.
abra) hoztuk létre. Ehhez helyspecifikus mutagenezissel harom TGA nukleotidot tartalmazé
stop kodont helyeztiink az a-hélix els6, a 356. treonin aminosavat kodold nukleotidok elé az
sqrF génbe.

A pontmutins sqrF géneket tartalmazd vektorokat konjugicios eljarassal T.
roseopersicina sejtekbe juttattuk, és stabilan fenntarthaté transzformans sejtvonalakat
izolaltunk. Az azonositott rekombinans T. roseopersicina sejtvonalak SqrF fehérje
termeloképességét a fehérje N-terminalisahoz fuzionaltatott Strep II affinitds peptidre

specifikus antitesttel igazoltuk Western-blot segitségével.
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26. abra: A T. roseopersicina SqrF fehérje kinon k6té csatornajat kialakito aminosavak és a C-terminalis a-hélix
elhelyezkedése a fehérje harmadlagos szerkezetében. Az SqrF modell harmadlagos szerkezetét szalagmodell
abrazolja. A C-terminalis a-hélix lilaval szinezett. Kék: laza a-hélix. Fehér: SqrF fehérje harmadlagos

szerkezete. Golyo-palcika modellel pedig a FAD kofaktor és az aktiv centrum aminosavai vannak kiemelve

A Val331, I1e333 és Phe366 aminosavakat apolaris alaninra (V331A, I333A, F366A) és
aromds aminosavakra (V331F, 1333F, F366Y) cser¢ltiik. Ezeken feliil késziiltek dupla alanin
mutansok (V331AI333A, V331AF366A, [333AF366A) ¢és egy harmas alanin muténs
(V331AI333AF366A) fehérjevaltozat is. Az alanin a legegyszeriibb oldallancu aminosav,
aminek a fehérje adott pontjara torténd beépitésével a lanckonformacidé nem valtozik meg és
nem okoz elektrosztatikus €s sztérikus valtozast. Az izoleucin fenilalaninra cserélésének oka az
volt, hogy az A. ferrooxidans SqrA fehérjében két aromas aminosav fogja kozre a kinon gyfrtit,

amelyekbdl az egyik az 11e333 a T. roseopersicina SqrF esetében. Erdekes lehet a masik, a
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Val331 aromas fenilalaninra cserélése is. A fenilalanin esetén egy masik, polarisabb aromas
aminosav, a tirozin hatassal lehet az enzim tulajdonsagaira, mitkodésére, mivel csak egyetlen -

OH csoporttal tér el az eldbbitol.

4.1.3.2 Kinon kotéhely és C-terminalis a-hélix mutans T. roseopersicina SqrF variansok
termeltetése és tisztitasa

A 3.1.2 fejezetben részletesen leirt modszer szerint novesztettiik fel és tartottuk fent a
mutans T. roseopersicina SqrF enzimvaltozatokat expresszalo torzseket. Az egyes torzsekbol
tobb sejtvonalat tartottunk fenn parhuzamosan. A folyadékkulturaban tobbszords atoltast
kovetden is stabilan ndvekedni képes sejtvonalak sejtkulturaibol mintét vettiink. Ezt kovetden
ellendriztiik, valamint Osszehasonlitottuk kiilonb6zd sejtvonalak rekombinans SqrF fehérje
termeld képességét denaturald gélelektroforézissel kapcsolt Western blot hibridizacios
modszerrel. A legjobb rekombinans SqrF termeld képességli sejtvonalak sejtkulturaibol vett,
teljes sejteket tartalmazo mintakat forraltuk, majd SDS-PAGE-t kovetden Strep 1l antitesttel
mutattuk ki az SqrF fehérje jelenlétét (27. abra). Az egyes sejtvonalak fehérjetermeld
képessége eltér (kvantitativ adatok nincsenek bemutatva), de minden esetben elegendd

rekombinans fehérje képzddott.

V331A V331F I333F F366A F366Y CTD

eiverenad o>

27.4abra: A T. roseopersicina SqrF kinon kotdhely és C-terminalis a-hélix delécios mutans torzsek

fehérjetermel6 képességének vizsgalata Western hibridizacioval

Ezt kdvetden a legjobban termeld torzseket nagy térfogati tapoldatba oltottuk le, annak
érdekében, hogy nagy mennyiségli biomasszat allitsunk el6 az SqrF fehérje expresszald
sejtvonalakbol. Megvizsgaltuk a megtermelt pont-, és delécios mutans SqrF fehérjék sejten
beliili elhelyezkedését. A nagy térfogata kulturak sejtjeibdl kiillonbozo sejtfrakciokat (teljes sejt,
periplazma-, citoplazma-, membranfrakcio) izolaltunk, amelyek Western blot hibridizacos
analizisével megallapithato volt, hogy mindegyik fehérjevaltozat a membranban volt jelen. A
vad tipust és tobb pontmutans SqrF fehérjét termeld torzs esetén is a fehérje tulnyomorészt a
teljes sejtes €s membran frakcidkban volt azonosithato (adatok nincsenek abrazolva). A CTD

mutans SqrF fehérje is a membranhoz kotédott (28. abra B).
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28. abra: A vad tipusu (A) és a C-terminalis a-hélix delécios mutans (B) SqrF fehérje sejten beliili
elhelyezkedése. A fehérje termeld sejtekbdl izolalt sejtfrakciokban az SqrF enzimek jelenléte kimutathato volt
Western blot analizissel Strep I1-tag specifikus antitesttel a periplazma (PF), citoplazma (CF) és membran
frakcidkban (MF). Az elsé sav a fehérje molekulasuly marker (M) (Thermo Scientific™PageRuler™P|us

Prestained Protein Ladder)

A nagy térfogatd (10 L) sejtkultirakban vald novesztést kovetéen feltartuk az
Osszegylijtott sejteket, membranfrakciojukat izolaltuk, amib6l kaotrop s6 kezeléssel
felszabaditottuk az SqrF fehérjét. Majd a Strep II peptiddel fuzionaltatott variansokat affinitas
kromatografiaval tisztitottuk. Az 1333A, dupla- és harmas mutansokat azonban tobbszori
probalkozasra sem sikeriilt tisztitani, annak ellenére, hogy a torzsek termelték a fehérjéket. Az
1 L sejtkultarabol tisztitott SqrF enzimvaltozatok mennyisége hasonlo volt (45,5£24,9 pg).
Ezeket az eredményeket a 280 nm hullamhosszisagl fény elnyelési értékeibdl kiindulva
meghatarozott fehérje minta koncentraciobol szamitottuk Ki.

Az 1 L sejtkulturabol tisztitott SqQrF CTD mutans fehérjék mennyisége kiemelkedden
magas volt (320+77,8 pg) a tisztitott vad tipusit SqrF enzimmintdk mennyiségéhez képest
(48,2+7,7 ng). A vad tipusu és mutans tisztitott SqrF enzimeket tartalmaz6 mintak mindségét
SDS-PAGE modszerrel ellendriztiik. Ez alapjan mindegyik fehérje minta nagy tisztasagtinak
bizonyult. A denaturalo elektroforézis gélben az SqrF fehérjék a 44 kDa molekulasulynak
megfeleld helyzetben adtak savot, ami megfelel az SqrF fehérjék szamitott
molekulatomegének. Az SqrF fehérjéket tartalmazd savon kiviil az akrilamid gélben mas

fehérjék jelenlétére utald savok nem voltak lathatok (29. abra).
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29. abra: A tisztitott vad tipusu (VT) és mutans SqrF enzimvariansok SDS-PAGE analizise. Az els6 zseb (M) a
fehérje molekulasuly marker (Thermo Scientific™PageRuler™Plus Prestained Protein Ladder). A: Blue Silver
festékkel festett gélkép az SqrF fehérje detektalasara. B: A festetlen, UV fénnyel megvilagitott SDS-PAGE

gélkép a FAD kofaktor fluoreszcens jelének azonositasara

4.1.3.3 Kinon kotéhely és CTD mutans SqrF valtozatok spektroszkopiai analizise

Megvizsgaltuk az SqrF variansok abszorpcios spektrumét annak érdekében, hogy
meghatarozzuk a pontmutaciok hatasat az SqrF fehérje FAD kofaktor tartalmara és redox
allapotara. Az egyes fehérje mintak esetében megmért spektrumokat a 280 nm hullamhosszon
mért abszorbancia értékekre normaltuk az Osszehasonlithatosaguk érdekében, és az igy
Osszehangolt abszorbancia spektrumokat abrazoltuk. A mutans SqrF fehérjék abszorpcios
spektrumat gsszevetettiik a vad tipust enzim fényelnyelési mintazataval (30. abra). A tDBDF
csalad tagjai, koztik az SQR enzimek 360 és 480 nm hullamhossz kozott jellegzetes
abszorpcios csucsokkal rendelkeznek, amelyek a FAD kofaktor fényelnyelési maximumai
(Macheroux 1999). Az 6sszes SqrF mutans esetén azonosithatoak voltak ezek a csucsok, tehat
tartalmaztak a kofaktort a vad tipusu SqrF-hez hasonléan (30. abra).

Az SDS-PAGE sordn a gélben elvélasztott denaturdlt fehérjék UV fénnyel torténd
megvilagitasaval is vizsgalhato a fehérje mintak FAD kofaktor tartalma, illetve ezzel a
modszerrel informacié nyerheté a fehérjék kofaktor kotésének modjardl is. A denaturalt
allapotii SqrF fehérje mintak UV gerjesztés hatasara detektalhatd fluoreszcens emisszidja is
igazolja, hogy minden fehérje valtozat FAD kofaktort tartalmazott, ami kovalensen kotodott
hozzajuk (29. abra).
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A fehérjék FAD tartalma annak extinkcios koefficiensének (11,3 mMtcm™ 450 nm-en)
a segitségével Kiszamithato (Macheroux 1999; Dawson 1989). Az eléallitott és tisztitott kinon
kotéhely mutans enzimek atlagos FAD-fehérje aranya 62% volt. Ez hasonl6 a vad tipusu SqrF
enzim értékéhez, ami esetében 1 mol tisztitott SqrF fehérje 0,74 mol FAD-ot tartalmaz (Duzs
¢és mtsai. 2018). A tisztitott enzimvaltozatok koziil az 1333F mutans mintajaban kevesebb volt
a FAD-ot kot fehérjék aranya, mivel esetiikben a kofaktort tartalmaz6 fehérjék aranya 43%.

A 675 nm hullamhossznal mért maximum fényelnyelési értékkel azonosithato volt egy
széles csucs az SqrF fehérjék abszorpciods spektruman (30. abra), ami egy atmenetileg kialakuld
kémiai szerkezetnek, a toltésatadasi komplexnek (CTC) koszonhets. A CTC komplex az
elektrondonor és a FAD kozotti elektronatadas soran kialakulo szerkezet. Ez az SQR enzimek
(Mishanina és mtsai. 2015; Griesbeck és mtsai. 2002) és a II. tipusi NADH:kinon
oxidoreduktazok (Sena és mtsai. 2018; Sousa €s mtsai. 2017) katalitikus mitkodése soran jon
létre. Ha ennek a kémiai szerkezetnek az abszorpcios spektrumon magas az értéke, az arra utal,
hogy az enzim katalitikus miikodésében eltérés lehet mas enzimvariansok mikodési
folyamatédhoz képest, a CTC komplex életideje hosszabb a mintdkban levé enzimek nagyobb
részében. A CTC komplex jelenléte vad tipusu és a kinon kotéhelyben mutans SqrF enzimekben
is kimutathato6 volt, kivéve az SqrF 1333F enzimvarians esetén.

Tovabba a tisztitott fehérje mintak abszorpcids spektrumaiban 410 nm-nél azonosithatd
volt egy kis magassagii csucs (30. abra), ami egybeesik a c-tipust citokrom fehérjék
fényelnyelési maximumaval (a hem csoport extinkcios koefficiense ezen a hullamhosszon 170
mM-1cm™) (Blum és mtsai. 1998). A citokrom c fehérjék mennyisége az SqrF enzimhez képest
azonban elhanyagolhat6 volt a tisztitott enzim mintakban, SDS-PAGE gélen a detektalasi hatar
ala esett, ezért nem volt azonosithatd az SqrF fehérjemintak mellett.

Az abszorbancia spektrum alakja a 350-500 nm hullamhossz tartomanyban a kofaktor
oxidaltsagi allapotarol is informacidt ad. Minél magasabb az abszorbancia érték annél nagyobb
aranyu az oxidalt FAD-ot kotd fehérje a vizsgalt mintaban. A kiilonb6z6 mintdk abszorbcios
spektrumait 280 nm hullamhosszra normaltuk. A vad tipust és a pontmutans SqrF enzimek
abszorpcids spektrumai a 350-500 nm tartomanyban hasonlé formajuak voltak. Az intenzitasuk
azonban eltért, aminek az oka a fehérjék eltéré koncentracioja volt. Tehat a vad tipusu és
pontmutans SqrF enzimekben a kofaktor nagyrészt oxidalt allapotban volt. Azonban a CTD
mutans esetén alacsonyabb volt az abszorbancia a 448 nm hullamhossz értéknél a tobbi SqrF
fehérjével Osszehasonlitva. Ez arra utal, hogy magasabb aranyban voltak a redukalt allapota
FAD-ot kot6 fehérjék a T. roseopersicina sejtekbdl tisztitott delécios mutans fehérjék kozott,

vagy alacsonyabb volt a mintaban a FAD kofaktort kot6 fehérjék aranya.
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30. abra: A vad tipusu (VT: barna) és kinon ko6téhelyben mutans SqrF enzimvariansok (V331A: sotétzold,
V331F: vilagoszold, I333F: narancssarga, F366A: sotétkék, F366Y: vilagoskék, CTD: piros) abszorpcios

spektrumai

A tisztitott CTD mutans redox allapotanak vizsgalatahoz natrium-ditionitot adtunk a
fehérjéhez, amely egy erds redukaloszer, és a FAD kofaktort abiotikus iton hatékonyan képes
redukalni, a fehérje mintdban levé Osszes SqrF fehérjét redukalt allapotuva alakitva. Ezt
kovetden DQ hozzdadasaval az enzim minta teljesen oxidalt allapotba kertilt. Utobbi
hozzaadasat kovetden 360 és 448 nm hulldamhosszaknal Gjra megjelent az abszorpcids csucs €s
a korabbitol eltérd format vett fel a CTD varians spektrumaban. A citokrom c fehérje jelenlétére
utald 410 nm-es cstcs is eltlint a natrium-ditionit hozzdadasat kdvetéen. Ez a cslics azonban az
oxidacié utan nem volt azonosithato, tehat az SqrF fehérjék abszorpcids spektrumahoz
hozz4dad6doé csucsot okozd, a tisztitott fehérje mintakban feltehetden jelen levo fehérje képes

volt reagalni ditionittal, azonban DQ-t nem hasznalta szubsztratként (31. abra).
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31.4bra: A C-terminalis a-hélix delécios mutans SqrF abszorpcios spektruma a tisztitast kdvetd (piros), a

natrium-ditionittal redukalt (sziirke) és a DQ-val oxidalt (lila) allapotban

4.1.3.4 A tisztitott kinon kotohely és CTD mutans SqrF fehérjék szulfid-fiiggé kinon
redukalé aktivitasa

Kutatocsoportunk korabban felderitette, hogy a T. roseopersicina SqrF enzim az
ubikinon tipust kinonokkal mutatja a legnagyobb aktivitast, kiilonosen DQ-val és dUQ-val
(Duzs és mtsai. 2018). Az enzim kinon kotShelyét érinté mutaciok hatasanak részletesebb
vizsgalata érdekében a pontmutans ¢s CTD SqrF enzimeknek megmértiik a szulfid fiiggd kinon
redukald aktivitdsat mindkét kinonnal (32. abra). A vad tipust enzimhez képest mindegyik
varians alacsonyabb aktivitast mutatott.

Az SqrF V331A mutansnak nem volt DQ redukalé aktivitasa, dUQ-val pedig kevesebb,
mint a fele volt (42%) a vad tipusu SqrF enzim aktivitasanak. Az SqrF V331F csere
csokkentette az aktivitast DQ alkalmazasaval (64%), de dUQ szubsztrattal kisebb mértékii volt
az aktivitas csokkenése (79%), mint a V331A esetén (32. abra).

Az SgrF 1333F mutans DQ-val mért aktivitasa 64%-a volt a vad tipusénak. Tovabba ez
a varians rendelkezett a legalacsonyabb specifikus aktivitassal dUQ szubsztrattal mérve (23%)
az Osszes mutanssal 6sszehasonlitva (32. abra).

A legnagyobb mértékli aktivitas csokkenést DQ szubsztrat alkalmazasdval a Phe366
aminosav alaninnal és tirozinnal val6 helyettesitése eredményezte. Az SqQrF F366A aktivitasa
13%-a, az SqrF F366Y varians aktivitasa pedig 6%-a volt a vad tipusu SqrF enzimének. A
Phe366 aromas aminosavra cserélése azonban kisebb hatassal volt a szulfid fiiggé dUQ
redukciora (54%), mint az alaninnal valo helyettesités (26%) (32. abra).

A C-terminalis o-hélix teljes eltavolitasa kevésbé volt hatassal az aktivitasra, mint az o-
hélixen elhelyezked6 Phe366 megvaltoztatasa (F366A, F366Y). A CTD varians aktivitasa DQ
szubsztrat alkalmazasaval kb. 44%-kal, valamint dUQ szubsztrattal kb. 17%-kal csokkent a vad

tipushoz képest (32. abra).
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32. abra: A tisztitott vad tipusu és SqrF mutansok szulfid fiiggd DQ (csikos oszlopok) és dUQ (egyszinii

oszlopok) redukalo specifikus aktivitasa

4.1.3.5 Kinon kotéhely és C-terminalis o-hélix mutins SqrF enzimek Kinetikai
paramétereinek meghatarozasa

Az SqrF enzimvariansok kinetikai paramétereit is vizsgaltuk a kinon kotohelyet alkotd
aminosavak szerepének megismerése érdekében. Az enzimek Osszehasonlitdsdra hasznalt
mérési kortilmények alkalmazasaval (3.5.5 fejezet) kiilonb6z6 DQ és dUQ koncentraciok
mellett megmértilk az enzimek aktivitasat. A mért értékekre nem-linearis regresszios
modszerrel illesztett gorbék (3.5.6 fejezet) alapjan meghataroztuk az egyes enzimvariansokra
jellemz6 katalitikus sebességi allandot (Kcat), az 6sszes SqrF varians maximalis sebességének a
feléhez tartozd szubsztrat koncentraciot. Tovabba meghataroztuk a Michaelis-Menten
konstanst (Km), ami az enzim affinitasanak mértéke a szubsztrathoz, valamint a kinon redukalé
aktivitas katalitikus hatékonysagat (Kcat/Km). Ezeket 6sszehasonlitottuk a vad tipust SqrF enzim

meghatarozott enzimkinetikai paraméter értékeivel (1. tablazat).
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1. tablazat: A vad tipust és mutans SqrF enzimek kinetikai paraméterei és aktivacios energiai

Keat /KM AKktivacios
-1
Fehérje Keat (57) Km (uM) (uM1sD) energia
DQ duQ DQ duQ DQ duQ (kJ Kt mol?)

SqrF

Nas 1.25+0.04 8.37+0.33 27.39+2.47 24.47+6.42 10.046 0.342 35.8
SqrF .

V331A 0 2.47+0.33 n.a. 18.99+6.10 na 0.130 48.5
Squ **k **k * *

V331F 0.72+0.02 3.64+1.06 40.23+7.36 12.33+0.86* |0.018 0.295 66.7
SqrF x .

1333F 0.72+0.21 1.20+0.48 102.7+69.9 13.98+7.20 |0.007 0.086 66.2
Squ *%* ** ** *

F366A 0.26+0.01 1.97+0.28 46.19+2.53 9.38+1.97* 1[0.006 0.210 67.2
FSS%%I; 0.57+0.08** 3.17+0.82** |79.30+14.68**  10.03+1.39* |0.007 0.316 52.3
SqrF o

CTD 0.96+0.24 4,90+0.80 70.71+44.78 18.99+0.67 1(0.014 0.268 84.2

p<0,01, **p<0,001; n.a: nincs adat

A Keat értékek Osszhangban voltak az SqrF variansok 4.1.3.4 fejezetben leirt modon
meghatarozott specifikus aktivitas értékeivel. Minden varians esetében a szulfid-fiiggé kinon
redukcié lassabban ment végbe, mint a vad tipusu SqrF fehérjénél.

Az 0sszes enzimvaltozat esetében nétt azok DQ szubsztratra vonatkozo K értéke, tehat
csokkent az affinitdsuk ehhez a koszubsztrdthoz, valamint a katalitikus hatékonysaguk is
jelentdsen esett a vad tipusu SqrF-hez képest. A mutansok affinitasa a dUQ-hoz azonban egyik
esetben sem csokkent.

Az SqrF V331A Kpy értéke hasonld volt a vad tipushoz, katalitikus hatékonysaga
azonban jelentdsen csokkent. Ezzel ellentétben a V331F csere a dUQ szubsztrathoz nagyobb
affinitdst mutatd enzimet eredményezett az alanin mutanssal Osszehasonlitva, katalitikus

hatékonysaga pedig a vad tipusti enziméhez volt hasonl6 (1. tablazat).
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Az SgrF I333F enzimvarians Kn értéke kisebb volt, mint a vad tipust SqrF fehérje
esetében mért, tehat nétt az affinitasa dUQ-hoz. Azonban ebben az esetben volt a
legalacsonyabb a katalitikus hatékonysag a tobbi valtozattal 6sszevetve (1. tablazat).

Az SqrF F366A ¢és az SqrF F366Y mutansok K értéke egymashoz nagyon hasonl6 volt.
Mindkett6 jelentGsen alacsonyabb volt a vad tipust SqrF enzim dUQ alkalmazasaval mért Km
értékéhez, vagyis szamottevéen nagyobb volt az affinitasuk a dUQ szubsztrathoz a vad tipussal
Osszehasonlitva. Az SQrF F366A Kca/ Km értéke kisebb volt, mint a vad tipusu SqrF enzimé.
Azonban az SqrF F366Y Kkatalitikus hatékonysaga volt a legmagasabb az eléallitott kinon
kotéhelyben mutans fehérjék koziil, és szinte azonos volt a vad tipust enziméhez (1. tablazat).

A C-terminalis a-hélix eltavolitasaval a dUQ szubsztrathoz valo affinitas és a katalitikus

hatékonysag nem valtozott jelentsen a vad tipushoz képest (1. tablazat).

4.1.3.6 Kinon kotohely és C-terminalis a-hélix mutans SqrF enzimek aktivitasanak
homérséklet fiiggése, aktivalasi energiai

Vizsgaltuk az SqrF enzimvariansok aktivitasanak homérséklet fiiggését a kinon kotd
csatornat kialakitd aminosavak funkcidjanak részletesebb megismerése céljabol. Ennek
érdekében a kiilonbozé SqrF mutansok szulfid fliggd dUQ redukald aktivitdsat kiilonbozo
homérsékleteken mértilk meg (33. abra). Az enzimek Gsszehasonlitasara alkalmazott mérési
koriilményeket hasznaltuk (3.5.5 fejezet) 10-70 °C hémérséklettartomanyban. Ezeket a vad
tipusu SqrF enzim homérsékletfiiggés gorbéjével vetettiik 6ssze, ami a maximalis aktivitast 45

°C hémérsékleten mutatta.
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33. abra: A vad tipusu és SqrF enzimvariansok szulfid fiiggé dUQ redukal6 aktivitasuk homérsékletfiiggése
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Az 0sszes mutacid csokkentette az enzimvariansok maximalis aktivitasat, bar eltérd
mértékben. A Val331 aminosav alaninra és fenilalaninra cserélése a fehérjében 55 °C-ra emelte
az SqrF enzim maximalis aktivitasanak a hémérsékletét. Az SqrF I333F enzimvaltozat és a
Phe366 mutansok esetében (F366A, F366Y) alacsonyabb hémérsékleten (40-45 °C) volt a
legmagasabb az enzim aktivitasa. A C-terminalis o-hélix eltavolitdsa eredményezte a
legalacsonyabb homérsékleti optimumot, ami 30 °C volt.

Az SqrF enzimvariansok aktivacios energiait az enzimeknek a T. roseopersicina sejtek
szdmara fizioldgids homérséklet tartomanyban (10-35 °C kozott) mért szulfid fliggd dUQ
redukalo aktivitas értékek linearizalasaval, a meredekségébol szamoltuk ki (3.5.7 fejezet) (1.
tablazat). Mindegyik SqrF mutansnak magasabb Vvolt az aktivacios energiaja, mint a vad tipusa
enzimé. A legkisebb emelkedés az SqrF V331A és az SqrF F366Y mutansoknal volt
megfigyelhetd, a legmagasabb aktivacids energidja az SQrF CTD mutansnak volt, tobb mint

kétszerese a vad tipusu T. roseopersicina SqrF enzim aktivacios energiajanak.

4.1.3.7 A C-terminalis a-hélix mutins SqrF enzim héstabilitasa

Az SqrF enzimvaltozatok aktivitasanak homérsékletfiiggése alapjan a C-terminalis a-
hélix delécios mutans aktivitasa nagyobb mértékben héérzékeny, mint a tobbi mutans. Az ok
kideritése érdekében vizsgaltuk az SqrF CTD mutans hdstabilitasat. Ehhez az enzimmintak
aktivitasanak valtozasat kovettik nyomon kiilonb6zd hdémérsékleti értekeken torténd
inkubacidjuk soran. Az SqrF CTD varidnst ¢és a vad tipusu SqrF enzim mintait kiilonboz6
homérsékleten (50-65 °C), kiilonb6z6 id6tartamon keresztiil (0-60 perc) inkubaltuk. Majd a
kezelt enzimmintakkat 25°C-ra visszahtitottiikk és mértiik az aktivitdsukat. A C-termindlis a-

hélix jelenlétében és hianyaban is hasonld volt az SqrF enzim héstabilitasa (34. abra).
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34. abra: A vad tipusu (szaggatott vonalak) (Duzs és mtsai. 2018) és az SqrF CTD mutans (egyszinii vonalak)
SQrF enzimek hdstabilitasa. A kiilonbozo hémérsékleteken (50-65 °C) torténd inkubacio fehérjékre gyakorolt
hatasanak vizsgalata dUQ redukalo aktivitasuk 60 perc idGtartam alatti meghatarozasaval tortént. Inkubacios

hémérsékletek: 50 °C (kék), 55 °C (z61d), 60 °C (sarga), 65 °C (piros)

4.2 T. roseopersicina SqrF Glu163 enzimmiikodésben jatszott szerepének feltérképezése

A csoportunk altal korabban jellemzett konzervalt ciszteineken, valamint az 5.1
fejezetben bemutatott modon részletesen vizsgalt kinon kotOhelyen talalhatdé konzervalt
apolaris aminosavakon kiviil més aminosavak is szerepet jatszhatnak az SQR enzimek
katalitikus mukodésében. Ilyen lehet az SQR enzimek aktiv centrumban elhelyezkedd
glutaminsav, ami az SQR fehérjék kozott nagymértékben konzervalt. Homologja a T.
roseopersicina SqrF enzimben is megtalalhato (Glu163) (8. abra).

Az R. capsulatus SqrA enzimben szintén jelen van ez a glutaminsav (Glul165) (8. abra)
¢s az enzim mikddési modellje szerint a szulfid oxidacios 1épésben a proton transzfer
folyamataban jatszhat szerepet (Griesbeck és mtsai. 2002). Ennek ellenére nagyon kevés
informacioval rendelkeziink az SQR enzimek aktiv centrumaban levé glutaminsavnak a
katalizisben betoltott szerepérdl. Ezt kisérletes modszerekkel még egy SQR enzim esetében
sem vizsgaltak. Nem késziiltek a glutaminsavban mutans enzimvaltozatok, amelyek jellemzése

lehetdvé tehetné az aminosav katalitikus szerepének felderitését.

421 A Glul63 mutans T. roseopersicina SqrF enzimvariansokat termelé torzsek
létrehozasa

A T. roseopersicina SqrF enzim Glul63 aminosav katalitikus mechanizmusban
betoltott szerepének vizsgalatat, funkcidjdnak megismerését a glutaminsav cseréjével
létrehozott mutansokon tanulmanyoztuk. A Glul63 karboxil csoportja az aktiv centrumban
helyezkedik el a FAD kofaktor és a Cys332 kozelében (35. abra). Az utobbi aminosavrol
korabbi vizsgalataink kimutattak, hogy szerepet jatszik a szulfid oxidacio folyamatanak

katalizisében.
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35. abra: T. roseopersicina SqrF homologia modellje a Glu163, valamint a FAD kofaktor jelolésével

A Glul63 aminosavat kémiai tulajdonsagaikban, toltésiikben, polaritdsukban vagy
méretilkben hasonlo, illetve eltérd aminosavakkal helyettesitettiikk. A glutaminsav negativ
toltésli savas aminosav, amit alaninra, aszparaginsavra, lizinre, glutaminra és szerinre
cseréltiink ki egyes SqrF fehérje valtozatokban. Az alanin a legegyszertibb, apolaris aminosav,
amelynek rovid oldallanca egyetlen metil-csoport. Az aszparaginsav savas, negativ toltésti, csak
méretében tér el a glutaminsavhoz képest. A lizin bazikus oldalldnct, pozitiv toltésli aminosav,
amely nagyobb méretii, mint a glutaminsav, valamint az SqrB csoportba tartozo6 eukariota SQR
fehérjékben konzervaltan ez az aminosav taldlhato. A glutamin polédros, toltéssel nem
rendelkezd aminosav. A szerin szintén polaros, nem rendelkezik tdltéssel, azonban kisebb
méretli a glutaminsavnal.

A glutaminsav mutansokat hasonld moddszerrel hoztuk Iétre, mint a kinon kotéhely
aminosav mutans enzimvariansokat (3.3.9 fejezet). Igy késziltek el a muténs torzsek:
FRNSQNNE163A, FRNSQNNE163D, FRNSQNNE163K, FRNSQNNE163Q,
FRNSQNNE163S.

4.2.2 A Glu163 mutans SqrF fehérjék termeltetése és tisztitasa

A Glul63 mutans SqrF enzimvaltozatokat expresszalé T. roseopersicina torzseket
felnovesztettik a 3.1.2 fejezetben részletezett modszerrel. Az izolalt parhuzamos, stabil
transzformans, SqrF expresszalo sejtvonalak fehérje termeld képességében eltérések voltak. A
Western blot analizis alapjan a legtobb fehérjét tartalmazo mintak sejtvonalait hasznaltuk a
fehérjék eldallitasara (36. abra).

E163A E163D E163K E163Q E163S
—— — T G W—
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36. abra: A Glul63 mutans SqrF enzimvaltozatokat expresszald T. roseopersicina sejtvonalak fehérjetermel6
képessége. A kiilonbozé Glul63 mutans fehérjék jelenléte a sejtkulturakbol vett mintdkban Western

hibridizacioval Strep II antitest alkalmazasaval vizsgalva

Ezt kovetéen nagy mennyiségli biomasszat allitottunk elé a legjobb fehérje termeld
képességgel rendelkezo torzsekbdl. A kiillonbozo frakciok (teljes sejt, periplazma, szferoplaszt,
sejt extraktum, citoplazma, membran frakcio) Western blot hibdirizacidjaval azonositottuk,
hogy a kiilonb6z6 SqrF Glul63 varians fehérjék mely frakciokban voltak jelen (37. abra, 38.
abra). A sejtmembrant NaBr kezeléssel szolubilizaltuk, majd affinitds kromatografiaval
tisztitottuk a kiilonb6zd SqrF varidnsokat. Az SqrF E163K mutanst expresszald sejtekbdl izolalt
membran mintak tartalmaztak ugyan a fehérjét (36. abra), de ezt a valtozatot az alkalmazott

affinitas kromatografids eljarassal tisztitani tobbszori probalkozasra sem sikertilt.

TS PF SP SE CF MF

37. abra: Az egyes sejtfrakciokban jelen 1évo T. roseopersicina SqrF E163K mutans fehérje kimutatasa Western
blot analizissel (TS: teljes sejt, PF: periplazma frakcid, SP: szferoplaszt, SE: sejt extrakt, CF: citoplazma frakcio,

MF: membran frakcio)

Az SqrF E163D variansbol tobb sejtvonallal tobbszor megismételve sikeriilt fehérjét
tisztitani. Az affinitds kromatografias tisztitas utan azonban nemcsak az elucio, de az atfolyo is
nagy mennyiségben tartalmazott rekombinans SqrF fehérjéket, tehat az SqrF enzim kis hanyada
kotédott fel az oszlopra. Tovabba az SqrF E163D elucidban jelentdsen kevesebb SqrF fehérje

volt detektalhatd, mint a vad tipust enzim esetében (38. abra).
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38. abra: Kiilonboz6 SqrF E163D sejtvonalak fehérje termeltetése és tisztitasi folyamata kozben gyijtott
frakciok Western-blot analizise. (TS: teljes sejt, PPF: periplazma frakcio, SE: sejt extrakt, CF: citoplazma
frakcio, MF: membran frakcio, NaBr UCSN: NaBr kezelés és ultracentrifugalas utani feliiliszo frakcid, NaBr
UCSN atfolyo: az NaBr kezelt, ultracentrifugalt feliiliszo affinitds kromatografian ateresztett frakcidja, elucio:
affinitas kromatografiaval tisztitott fehérje frakcio, VT elucio: vad tipust SqrF tisztitott fehérje frakcid). M:

fehérje molekulastaly marker (Thermo Scientific™PageRuler™Plus Prestained Protein Ladder)

A vad tipusu és tisztitott SQrF E163A, E163D, E163Q ¢és E163S enzimeket tartalmazé
mintdk mindségét SDS-PAGE-el ellendriztiik. Ez alapjan az SqrF fehérje mintak nagy
tisztasaguak voltak, azonos, 44 kDa molekulasuly magassagban jelentek meg a vad tipusu és
mért fényelnyelési értékekre normalt abszorpcids spektrumokbol (40. abra) szamoltuk ki. A
mintakbol 1 pg fehérjét vittiink fel. Az SqrF E163D mutans koncentracidja az abszorpcids
spektrum 280 nm csucs alapjan magasabb Volt a valodi koncentracional. Ugyanis, SDS-PAGE
gélképen sokkal kevesebb a detektalhatod fehérje 6sszehasonlitva a vad tipusu SqrF fehérjével
(39. abra). Ez arra utal, hogy az SqrF E163D tisztitott minta tartalmaz valamilyen

szennyez6dést, ami ugyanezen a 280 nm-es fényelnyelési maximumon abszorbeal.
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39.dabra: Az 1 pg vad tipusu (VT) és a tisztitott Glu163 mutans SqrF enzimek vizsgalata SDS-PAGE analizissel.
Az els6 0szlop (M) a fehérje molekulasuly marker (Thermo Scientific™PageRuler™Plus Prestained Protein
Ladder)

4.2.3Glul63 mutans T. roseopersicina SqrF valtozatok spektroszképiai analizise

A Glul63 tisztitott SqrF varians fehérjék abszorbancia spektrumanak felvételével
vizsgaltuk a FAD tartalmukat és a fehérjék redox allapotat. Osszevethetdségiik érdekében a vad
tipusu és mutans SqrF spektrumokat ebben az esetben is a 280 nm-en mért abszorbancia
értekeik alapjan normaltuk. Ha az enzimmintaban talalhatdo FAD, akkor a kofaktor
fényelnyelésének maximumai 360-480 nm kozotti hullamhossz tartomanyban azonosithatoak a
spektrumon. Az SgrF E163A, E163Q és E163S mutansok abszorbancia spektrumaban lathatéak
voltak az oxidalt kofaktorok fényelnyelése miatt kialakuld cstGcsok. Tehat ezekben a
fehérjevaltozatokban a vad tipust SqrF-hez hasonloan jelen volt a FAD. Az SqrF E163D
spektruma teljesen eltért a tobbi enzimétdl, a kofaktor fényelnyelési maximumai egyaltalan nem
voltak azonosithatoak, tehat az enzimnek ez a valtozata valoszintileg nem tartalmazott FAD-ot
(40. abra). Az abszorpcios spektrum 350-500 nm tartomanya a kofaktor oxidaltsagi allapotarol
ad informaciot. Az SQrF E163A és E163S mutansok teljesen oxidalt allapotban voltak, ugyanis
magasan jelentek meg a kofaktor fényelnyelési csucsai (40. abra). A vad tipusu SqrF enzim
kevésbé volt oxidalt allapoth Gsszehasonlitva a két varianssal. Az SqQrF E163Q mutans
spektruma eltért a tobbi variansétol. Ennek a variansnak alacsonyabbak voltak a csucsok a
kofaktor fényelnyelési maximumainal. Ennek az oka az lehet, hogy alacsonyabb aranyu volt a
FAD kot6 fehérje jelenléte a vizsgalt tisztitott fehérje mintdkban, vagy redukaltabb allapotban
1év6 kofaktor kotd fehérjék voltak jelen (40. abra).

73



0,2

=4
-

N\

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Hullimhossz (nm)

Abszorbancia

\\

—VT E163A E163Q E163S8 E163D

40. abra: A vad tipusu (VT: kék) és SqrF Glu163 enzimvariansok (SqrF E163A: narancssarga, SqrF
E163Q: sziirke, SqrF E163S: mustarsarga, SqrF E163D: rozsaszin) abszorpcios spektrumai

Mindegyik abszorpcios spektrumon azonosithaté volt 410 nm-nél egy cstcs (40. abra),
amelyet ezeknél a fehérje mintaknal is feltételezhetden a citokrom-c fehérje jelenléte okozhat,
mint a tobbi tisztitott SQrF mintanal. Ennek a mennyisége az SqrF enzimhez képest azonban
elhanyagolhat6 volt, a megfestett SDS-PAGE gélen (39. abra) a detektalasi hatar ala esett, ezért

nem volt azonosithato az SqrF fehérjemintak mellett.

4.2.3.1 Az SQrF E163A mutans fehérjék redukalhatésaga

Meghataroztuk a vad tipusu és SqrF E163A mutans fehérjék fényelnyelési spektrumat
300-600 nm hullamhossztartomanyban a FAD redox allapotanak azonositasa és ennek a
glutaminsavnak a tovabbi funkcionalis vizsgélata érdekében. Mindkét SqrF varians tartalmazta
a kofaktort. Kétféleképpen redukaltuk a fehérjéket. Az egyik esetben natrium-ditionitot adtunk
hozz4juk. Ennek hatasara a vad tipusu és a mutans SqrF mintak teljes fehérjetartalma redukalt
allapotba keriilt. Ezt az oxidalt allapott FAD molekuldkra jellemzd, a 360 és 450 nm-nél
azonosithatd spektrum csticsok megsziinése jelezte (41. abra A, B). Az ilyen mdédon redukalt
fehérjék oxidalasahoz DQ elektronakceptort alkalmaztunk. Ennek a hatasara mindkét
enzimvaltozat mintaiban levl Osszes fehérje oxidalt allapotba keriilt. Ugyanis a kezelést
kovetden az oxidalt allapotu kofaktort jellemzd csucsok ismét azonosithatoak voltak az
abszorbancia spektrumokban (41. abra A, B). Ha a fehérjékhez redukaloszerként a természetes
szubsztratjat, a szulfidot adtuk, akkor redukalt allapotba keriilt az Gsszes vad tipusi SqrF
fehérje, majd DQ hozzaadasaval ismét oxidalt allapota volt a kofaktor (41. abra C). Azonban
az SqrF E163A mutans spektruma nem valtozott a szulfid hozzaadasat kdvetden, ugyanolyan

oxidalt allapott maradt a FAD (41. abra D).
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41.abra: A vad tipusu és SqrF E163A fehérjék redukalhatosaga €s oxidalasa. Tisztitott formaban, a
tisztitas pillanatanak megfelel oxidalt allapotban 1év6 fehérjék (piros, A, B, C, D), natrium-ditionittal
redukalt vad tipust (z6ld, A) és SqrF E163A (z6ld, B) fehérjék, szulfiddal redukalt vad tipusu (kék, C)

és SqrF E163A (kék, D) enzimek, DQ-val oxidalt vad tipusu (barna A, C) és SqrF E163A fehérjék
(barna, B)

4.2.4 A Glu163 varians SqrF fehérjék szulfid-fiiggé kinon redukalé aktivitasa
A Glul63 varians SqrF enzimek redox allapotara és redukalhatésaguk vizsgalatanak
eredményeire alapozva megmértiik a szulfid fiiggd kinon redukalé aktivitasukat. Ezeket mind

DQ-val, mind dUQ-val meghataroztuk a tovabbi funkcionalis vizsgalatok érdekében.
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42.abra: A vad tipust (kék) és SqrF Glul163 mutans (SqrF E163A: narancssarga, SqrF E163Q: sziirke,
SgrF E163S: mustarsarga, abiotikus: z6ld) fehérjék DQ (A) és dUQ (B) redukalé aktivitasa

A kiilonb6z6 SqrF Glul63 enzimvariansoknak nem volt DQ redukal6 aktivitasa. Ezzel
ellentétben a vad tipustu SqrF enzim katalizalta a szulfid-fiiggé kinon redukciot (42. abra A).

Csoportunk korabbi eredményei alapjan tudjuk, hogy a vad tipusti enzim koriilbeliil
Otszor nagyobb sebességgel redukalja a dUQ-t, mint a DQ-t (Duzs és mtsai. 2018). A dUQ
képes kozvetleniil redukalodni az enzim jelenléte nélkiil is az elektrondonor, szulfid hatasara.
Ezt a reakciot nevezziik abiotikus kinon redukcionak. Az SQR tipust fehérjék katalitikus
aktivitasanak kovetkeztében a szulfid-fiiggd kinon redukcid az enzim jelenlétében az abiotikus
redox reakcional nagyobb sebességgel megy végbe. Emiatt, ha dUQ-t alkalmazunk az SQR
enzimek aktivitis mérése soran elektronakceptor szubsztratként mindig sziikkség van egy
abiotikus kontroll reakciora, amiben csak a szubsztratok, szulfid és dUQ vannak jelen. Az
enzim aktivitasanak meghatarozasahoz az abiotikus uton torténd dUQ redukcid sebességét ki
kell vonni az enzim jelenlétében végbemend kinon redukci6 folyamatanak sebességébdl.

A glutaminsav mutans SqrF enzimek esetén dUQ alkalmazasaval egy szokatlan aktivitas
volt megfigyelhetd, amit mas vizsgalt vad tipusti és mutans SQR enzimek esetén nem mutattak
ki. Az SqrF Glul63 variansok vagy az abiotikus reakcioval kozel azonos sebességgel
katalizaltak a kinon redukciot vagy még az abiotikus reakcional is kisebb sebességii volt a dUQ

redukcio (42. abra B).

4241 A Glul63 mutins SqrF enzimek Kkatalitikus aktivitasanak fiiggése az
enzimkoncentraciotol

A Glul63 aminosavban mutans SqrF fehérjék jelenlétében megfigyelheté volt az
abiotikus reakcional kisebb sebességii kinon redukcio. Ennek a tovabbi tanulmanyozasahoz
kiilonb6z6 mennyiségli enzimekkel vizsgaltuk a dUQ redukcié folyamatat. Az enzimek
Osszehasonlitasara hasznalt mérési koriilmények kozott 1 pg fehérje kertilt a reakcioelegybe.
Emellett vizsgaltuk 2 és 3 ug fehérje hozzaadasaval a kinon redukcié sebességét. Valamint

minden kisérlet mellett kontrollként szerepelt egy abiotikus reakcio.
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43. abra: A dUQ redukci6 sebessége kiillonbdz6 mennyiségli SqrF enzimvaltozatok jelenlétében. A
vonaldiagramokon a dUQ redukcio kinetikaja keriilt abrazolasra. Az oszlopdiagramokon a mért kinon redukalé
aktivitasok lathatoak. A zold jeloli az abiotikus kinon redukciot. A sarga az 1 pg, a piros a 2 pg, abordé a 3 pg

enzimmel mért aktivitast jeloli

A vad tipusu SqrF fehérje aktivitdsa az enzimmennyiség novelésével emelkedett.
Valamint mar az 1 pg enzimmel mért kinon redukcidjanak a sebessége is jelentésen magasabb
volt, mint az abiotikus reakcioban végbemend dUQ redukcio sebessége (43. abra VT).

Az SqrF E163A mutans aktivitasa 1 pg enzimmel nagy mértékben csokkent a vad
tipushoz képest, kdzel azonos volt az abiotikus reakcidoval. Az enzimkoncentracid novelésével
pedig az abiotikus reakcional lassabb reakcié ment végbe (43. abra SqrF E163A).

Az SqrF E163Q varians esetén mar 1 pg enzimmel is az abiotikusnal lassabb dUQ
redukald reakcid jatszodott le. Az enzimmennyis€ég kétszeresére novelésével az abiotikus
reakcional még lassabb volt a reakcio, viszont 3 pg enzim mellett mar nem lassult tovabb (43.
abra SqrF E163Q).

Az SgrF E163S mutansnal a leglassabb a dUQ redukcid sebessége az abiotikus és tobbi
varians aktivitasdval Osszehasonlitva. A reakcioelegyben a legkisebb mennyiségben
alkalmazott enzim jelenléte esetén is minimalis, nullat megkozelité a dUQ redukcio sebessége.
Ez az aktivitds nem véltozott szamottevéen az SQrF E163S mutdns enzim mennyiségének

novelésének hatasara (43. abra SqrF E163S).
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4.2.4.2 Az SqrF E163A enzimvarians Kkatalitikus aktivitasanak kinon koncentraciotol valo
fiiggése

Az abiotikus kinon redukcional kisebb sebességli enzimes reakcié megjelenésének
analizise érdekében kiilonb6zé reakciokoriilmények kozott vizsgaltuk a jelenség el6fordulasat.
Az enzimek Osszehasonlitasara hasznalt szulfid fiiggd kinon redukalod aktivitds mérési
koriilmények kozott 50 uM dUQ-t, 1 ug SqrF E163A enzimet és 200 pM szulfidot tartalmazott
areakcioelegyben (3.5.5 fejezet). Az enzimes reakcid sebessége nagyobb volt, mint az abiotikus
kinon redukcid. Az enzim mennyiségének novelésével azonban megfigyelhetové valt az eltérd
aktivitas, ugyanis a dUQ redukci6 sebesség jelentésen csokkent (kb. 70%-kal) az abiotikus
reakciohoz képest (44. abra). Alacsonyabb dUQ koncentracio mellett volt a legnagyobb
mértékii a csokkenés, amelyre az enzimmennyiség novelése nem volt hatassal (44. abra). A
kinon koncentracio 100 uM-ra novelésével az enzim aktivitasa az abiotikus kinon redukcio
aktivitasaval megegyezett. Megndvelt kinon koncentracio és enzimmennyiség mellett az SqQrF
E163A aktivitasa kis mértékben csokkent az abiotikus reakcid aktivitashoz képest (44. abra).
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44. abra: Az SqrF E163A enzimvariansok aktivitasanak dUQ koncentraci6 fiiggése 1 ug és 3 ug
enzimmennyiség alkalmazasaval. A vonaldiagramokon a reakciok kinetikaja keriilt abrazolasra. Az
oszlopdiagramokon a mért dUQ redukalé aktivitasok lathatok. A z6ld az abiotikus kinon redukciot, a

piros az enzimmel kiegészitett reakciokat jel6li
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4.2.4.3 Az SQrF E163A varians katalitikus aktivitaisanak pH- fiiggése

A Glul63 mutins SqrF enzimeknek az abiotikus reakcional kisebb sebességli dUQ
redukcids aktivitasanak tovabbi analizise érdekében a pH hatasat vizsgaltuk. A vad tipust SqrF
¢és az SqrF E163A varians egyes pH értékeken mért aktivitasait Gigy hataroztuk meg, hogy a
reakcidk aktivitas értékeibdl kivontuk az abiotikus reakciok aktivitas értékeit.

Korabbi eredmények alapjan a vad tipusu SqrF enzim legmagasabb aktivitdsa DQ és dUQ
szubsztratokkal a pH=8,00 értéken volt mérhetd (csak a dUQ-val mért eredmények abrazolva
a 45. abra A-n) (Duzs és mtsai. 2018). A vad tipust enzim aktivitasa alacsonyabb és magasabb
pH-n is csokkent (45. abra A). Az SqrF E163A pH=8,00 pufferben mutatja a legalacsonyabb
aktivitast. Ennél alacsonyabb vagy magasabb pH tartomanyban nagyobb aktivitasok voltak
mérhetdk (45. abra B). Az SqrF E163A pH fliggésének gorbéje tiikkorképe a vad tipusu SqrF

pH fiiggésének.
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45. abra: A vad tipusu SqrF (A) és az SqrF E163A (B) enzimek aktivitasanak pH fiiggése. A kék szin jel6li a
vad tipust SqrF fehérjét, a piros az SqrF E163A varianst
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5. DiszKkusszio

5.1 A T. roseopersicina SqrF enzim kinon kotohelyének azonositasa

Az SQR enzimekben a katalizis folyamata két részbdl all. A reduktiv fazis soran a
szulfidrdl az elektronok az aktiv centrumban 1évé FAD-ra keriilnek a konzervalt ciszteinek
részvételével, majd a kofaktorrdl az elektronok a bioenergetikai membranokban 1évé kinon
raktarak molekulaira jutnak (5. abra). A szulfid oxidacidjanak mechanizmusat, a szulfid-FAD
elektrontranszfer folyamatot €s a ciszteinek ebben jatszott szerepét mar tobb, az 1., II., V. és V1.
csoportba tartozd SQR enzim esetében vizsgaltak (6. abra. 7. abra, 15. abra). Azonban az
oxidativ fazisrol, a FAD-kinon elektrontranszfer katalizisrél és a résztvevo aminosavakrol
kevés informacio all rendelkezésre. Ahhoz, hogy az SQR enzimben a szulfidrdl a kofaktorra
keriil6 elektronok a végsé elektron akceptor Kinonra jussanak, az enzimben a kinon
molekulanak az aktiv centrumban taldlhato FAD redox csoportjdhoz elegendden kozel kell
keriilnie, hogy kozottik kozvetleniil vagy kozvetetten, aminosavak részvételével
megtorténhessen az elektronatadas. Ez egy C-terminalis doménben elhelyezkedd csatornan
keresztiil tud megvaldsulni. Ezt nevezziik kinon kétéhelynek, ami a fehérje felszinét sszekoti
az enzim aktiv centrumaban 1év6 kofaktor izoalloxazin gytriijével (12. abra). A kiilonbozo
SQR enzimek a fehérje szekvencidjaban nagyfoku hasonldésagot mutatnak, benniik a kinon
kotOhely szerkezete is nagyon hasonld. A csatornat felépitd harom aminosav koziil kettd a
polipeptidben egymashoz kozel helyezkedik el, a harmadik pedig a C-terminalis irdnyaban
tavolabb, valtozo helyen (17. abra). A kiilonb6z6 SQR enzimek kinon kotéhelyét kiilonbzo
apolaris és aromas aminosavak épitik fel, amelyek igy egy apolaris fehérje felszint hoznak 1étre.

Munkam elsédleges célja a T. roseopersicina SqrF enzim kinon kotéhelyének
azonositasa, ¢és a csatornat kialakitdé aminosavak katalizisben jatszott szerepének vizsgalata
volt. Mivel a T. roseopersicina SqrF enzimnek a szerkezete sem kinon k&td, sem a szubsztratot
nem kotd allapotban nincs meghatarozva krisztallografidas modszerrel, igy a fehérje kinon
csatornajat kialakito aminosavakat dUQ-t kot6 formaban kristalyositott SqrA fehérjék (Cherney
¢s mtsai. 2010) szekvenciaival valdé Osszehasonlitas alapjan azonositottuk. Eszerint a T.
I1e333 és a Phe366 aminosavak hozzak 1étre (18. abra).

Az 1. tipusu SQR-ek kozott a legrészletesebben jellemzett az ismert kristalyszerkezettel
rendelkez6 A. ferrooxidans SqrA fehérje. Ennél a kinon fejet két aromas fenilalanin, valamint
egy apolaris valin fogja kozre szendvicsszerlien (12. abra A) (Marcia és mtsai. 2009). Azonban

az SQR-ek kozott gyakoribb, az A. aeolicus SqrA fehérjénél is megfigyelhetd kinon kotéhely
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szerkezet, amelyben a kinon k6t6 csatorna egyik falan izoleucin, a masikon fenilalanin talalhato
(12. abra B) (Cherney és mtsai. 2012, 2010). Az SQR fehérjékben a T. roseopersicina SqrF
Phe366 aminosavaval homoldg pozicidban leggyakrabban fenilalanin talalhat6, néhény esetben
azonositottak mas aromas aminosavat (tirozint és triptofant), vagy treonint (Cherney és mtsai.
2010; Marcia és mtsai. 2009). A T. roseopersicina SqrF fehérjében tehat a jellemzébb apolaris
aminosav-aromas aminosav elrendezédés figyelheté meg a kinonkotd csatornanal, ezért ez az
enzim megfeleld modell lehet a tobbi SQR kinon kotéhely szerkezetének és funkcidjanak
megismeréséhez.

Az SqrF enzim altal megkotott dUQ és a fehérje kozti kdlesonhatasok felderitéséhez az
enzim-dUQ komplex szerkezetének ismerete sziikséges, amit in silico modellezéssel
hataroztunk meg. Mivel a dUQ feltehetben nem egyféle pozicidban helyezkedhet el a
fehérjében, az SqrF-dUQ komplex tobbféle szerkezetli lehet, ezért egy molekuladinamika alapt
modszert alkalmaztunk a lehetségesen kialakulo fehérje-szubsztrat szerkezetek modellezésére.
Az eljarassal szimulalt szerkezetek feltehetden teljeskdrien reprezentaljak a kiilonb6zo
lehetséges komplex szerkezeteket. Ez a megkdzelités a komplex szerkezetének krisztallografias
meghatarozasadhoz képest tobb informéciot adhat az enzim ¢€s a szubsztrat kozti kapcsolatokrol,
mivel az utobbi maddszer segitségével a dUQ-nak a csak kristalyokba beépiilt fehérje forméakban
val6 elhelyezkedése és kolcsonhatdsai ismerhetok meg.

A modellezett SqrF-dUQ komplex szerkezetek analizise megerdsitette, hogy a Val331,
[1e333 és a Phe366 aminosavak alakitjak ki a dUQ SqrF fehérjébe valo belépését biztositd
csatornat, mivel a modellezett komplex szerkezetek tobbségében a dUQ molekula ezekkel a
csoportokkal 1ép kolcsonhatasba (19. abra, 20. abra).

A vad tipust T. roseopersicina SqrF homoldgia modellje alapjan a Trp369 a fehérje
felszinén, a kinon kot6 csatorna bejaratanak kozelében helyezkedik el (22. abra). Az in silico
szimulacid alapjan a Trp369 a dUQ decil oldallancaval 1ép kapcsolatba hidrofoéb kotésen
keresztiil (20. abra, 22.abra). Az A. ferrooxidans SqrA-ban levé Trp369-el homolog aminosav,
a Tyr397 szintén a kinon kotohely bejaratanal helyezkedik el és hidrofob kotést alakit ki a dUQ
decil oldallancéval. Errél az aminosavrol azt feltételezik, hogy a kinon feji csoport
protonalasaban is részt vesz (Zhang és mtsai. 2016; Cherney és mtsai. 2010;). Lehetséges, hogy
a Trp369 csoport a T. roseopersicina SqrF enzimben is betolt ilyen funkcidt. Azonban az SqrF
enzim szerkezetének in silico modellezése vizes kézegben, vizdobozban elhelyezett fehérjével
tortént. Lehetséges, hogy in vivo koriilmények kozott a T. roseopersicina SqrF fehérjének a
membrannal érintkezd felszinén levd Trp369 a sejtmembrannal alakit ki kapcsolatot, nem pedig

a dUQ decil lancaval.
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A modellek szerint a dUQ oxo csoportjai hidrogénkotéssel kapesolddnak a Val331 vagy
az 11e333 peptid-lanc amino-csoportjaihoz (20. abra). A vad tipust T. roseopersicina SqrF in
silico modellezése alapjan a kinon egyféle orientacioban helyezkedik el a fehérje kinon
csatornajaban, csak egy adott iranyban allva képes a kotéhelyére belépni. Ezt alatamasztja az
csoporttal tud kotést kialakitani (21. abra).

Az SqrF-dUQ szerkezeti modellek szerint az enzimben kotott dUQ benzokinon feji
annak O2 atomjahoz (21. abra), hasonléan a dUQ-nak az A. ferrooxidans SqrA fehérjében
megfigyelhetd elhelyezkedéséhez. Azonban a tavolsag a dUQ O4 atomja és az izoalloxazin
csoport O2 atomja kdzt az SqrF fehérjében (5,3 £0,3 A) (21. abra) kdzel kétszer nagyobb, mint
ami a kristalyositott A. ferrooxidans SqrA fehérje szerkezetében mérhet6 a kofaktor és a
szubsztrat ezen legkdzelebbi atomjai kozott (3 A). Ez a nagyobb tavolsag szintén lehetévé teszi
még, hogy az SqrF fehérjében is kozvetleniil valosuljon meg az elektron transzfer a kofaktor és
a ligand kozott (Cherney és mtsai. 2010). Illetve a nagyobb tavolsagu elektron transzfer a
molekulak kozt magyarazatul szolgalhat arra, hogy a T. roseopersicina SqrF enzim kisebb
specifikus aktivitast az SQrA enzimek aktivitdsdval dsszehasonlitva (Duzs és mtsai. 2018).

Annak érdekében, hogy vizsgaljuk az aminosav csere hatdsat az SqrF fehérje
szerkezetére és a csatorna-dUQ komplex kapcsolatokra, a Phe366 aminosavat a Kisebb
helyigényli, egyszeriibb felépitésii alaninra cseréltiik. Az SqrF F366A valtozatban a dUQ a
fehérje sok olyan aminosavaval is kialakitott kolcsonhatast, amelyekkel a vad tipusu SqrF-ben
nem lépett kapcsolatba. Ellenben a Val331, Ile333 ¢és Ala366 aminosavakkal a lehetséges
szerkezetek kisebb részében hatott kolcson a dUQ (23. abra). A fenilalanin benzil
oldalcsoportjanak hidnyaban tehat nem tudott kialakulni a vad tipust SqrF fehérjében
megfigyelhetd kinon csatorna. Az SqrF F366A fehérje a mutacido kovetkeztében sokkal
flexibilisebbé, lazabb szerkezetiivé valt, aminek mélyebben elhelyezkedd részeibe is el tudott
jutni a dUQ molekula (25. abra). Ez ravilagitott a dUQ és a Phe366 benzil csoportja kozti
kolcsonhatéds fontossagara a normal kinon csatorna létrejottében, illetve arra, hogy az enzimbe
belépd dUQ hozzdjarul a fehérje szerkezetének kialakitasahoz, stabilizdlasdhoz a kinon
kotohely aminosavak és a dUQ kozt 1étrejovo kémiai kotések révén.

Erdemes megemliteni, hogy a T. roseopersicina SqrF aminosav szekvenciaja alapjan a
Val331 és 11e333 (a kinon redukcios folyamat résztvevoi) kozott talalhatd a polipeptidben a
konzervalt Cys332 (a katalizis szulfid oxidacios 1épésében jatszik szerepet) (17. abra). A C-

terminalis domén els6 B-lemezének egyik oldalan elhelyezkedd valin apolaris oldallanca a 63-
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lemez sikjahoz képest ellenkez6 iranyba néz, mint a masik oldalon elhelyezked6 cisztein. Ez a
szerkezeti elrendezés az enzimben végbemend redox reakcidsor két 1épését valasztja el
egymastol. Azonban a kinon csatornat felépitd valin €s izoleucin megvaltoztatisa hatassal lehet

a koztiik levo cisztein térbeli helyzetére, igy a szulfid oxidacié folyamatara is.

5.2 A T. roseopersicina SqrF kinon kotohely szerepe a katalitikus folyamatban

Az in silico médszerekkel azonositott kinon kotéhelyet kialakité aminosavak részvételét
a T. roseopersicina SqrF redox reakcidjanak oxidativ 1épésében pontmutans fehérjék
segitségével vizsgaltuk. Ezekben az aminosavakat alaninra és valamelyik mas aromas
aminosavra cseréltiik. Koziilik az SqrF I1333A mutaciét hordoz6 fehérjék nem voltak
tisztithatok. Ez arra utal, hogy az Ile333 aminosav ilyen megvaltoztatasanak nagyobb, a kinon
kotéhely modosulasanal tavolabb kifejtett hatasa is van. Ennek kovetkeztében ezek az
enzimvaltozatok affinitds kromatografids oszloptdltethez nem képesek kapcsolodni.

Korébbi eredmények alapjan a VI. tipust SQR enzimek szaméra az ubikinon tipusu
kinonok (pl. DQ, dUQ) (10.4 melléklet) a legmegfeleldbb elektron akceptor szubsztratok,
mivel ezek alkalmazasaval a legmagasabb az SqrF enzimek aktivitdsa (Duzs és mtsai. 2018). A
DQ egy tetrametil-p-benzokinon hidrofob oldallanc nélkiil, mig a dUQ redox csoportjanak a
gylirijéhez a metil csoport mellett két metoxi csoport kapcsoldadik, valamint egy erdsen apolaris
decil-lanc (10.4 melléklet). A T. roseopersicina SqrF feltételezett természetes szubsztratja az
ubikinon-8 (UQS8), melyhez a dUQ felépitése hasonlit jobban (Duzs és mtsai. 2018). Az SqrF
pontmutansok aktivitdsdnak DQ-val és dUQ-val valé meghatarozésa ravilagitott a dUQ apolaris
hidrofob oldallancénak a szerepére is. A DQ egy benzokinon gytirii molekula, ami valdszintileg
a gyuri barmelyik részével be tud Iépni a kinon kot csatornaba. Ezek kozt lehet olyan
orientacio, amellyel nem, vagy kisebb valoszinliséggel megy végbe a FAD-kinon
elektrontranszfer az SQR enzimben. Ezzel szemben a dUQ felépitésébdl adédoan a molekula
egyik oldalaval tud belépni a kinon kotd csatornaba, igy csak egyféle, az elektron transzfer
hogy az SqrF enzim szulfid fiiggé kinon redukalo aktivitasa dUQ-val magasabb, mint DQ-val.

Minden valtozas hatasara csokkent az egyes SqrF enzimvariansok aktivitasa (32. abra).
Az affinitasuk vagy nem valtozott vagy ndtt a vad tipusu SqrF-hez képest dUQ-val (1.
tablazat). Ez az alaninra cserélt mutansok esetén a kinon csatorna kiszélesedésének, az aromas
aminosavakra torténd cserével modositott enzimeknél a szubsztrat és a fehérje kozti apolaros
kolcsonhatasok novekedésével magyarazhatd. Minden esetben csokkentik viszont a mutaciok

az enzim affinitasat a DQ-hoz (nagyobb Km érték) (1. tablazat). Ennek oka az lehet, hogy a
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megvaltozott geometridju kinon csatornaban a kis méretii kinon molekula még szabadabban,
valtozatosabb poziciokban helyezkedhet el.

A Val331 aminosav megvaltoztatasa (V331A, V331F) inaktiv, vagy alacsony aktivitasa
enzimet eredményezett (32. abra). A V331F mutans aktivitasa annak ellenére csokkent, hogy
affinitasa a dUQ szubsztrathoz nétt (1. tablazat). Tehat az ilyen modon két aromas aminosav
altal kialakitott csatornaju kinon kotdhely nem noveli meg az enzim aktivitasat.

Az abszorpcios spektrum alapjan az SqrF I1333F muténsban lehetséges, hogy nem tudott
kialakulni a CTC komplex (30. abra), amelyen keresztiil végbe megy a szulfid és a FAD
kofaktor kozotti elektronatadas. Ez arra utal, hogy a mutacionak tehat nemcsak a T.
roseopersicina SqrF katalizisének oxidativ fazisara van hatassal, hanem feltehetden kdzvetetten
a szulfid oxidaciot is befolyasolja. Ez lehet az oka annak, hogy ennél a variansnal volt mérhetd
a legalacsonyabb aktivitas (32. abra). Az A. ferrooxidans SqrA Phe357 aminosav ugyanabban
a pozicioban helyezkedik el, mint a T. roseopersicina SqrF 11e333. A Phe357 alaninra
cserélésével a mutans specifikus aktivitdsa a vad tipust enzim aktivitdsanak kortilbeliil 10%-a
volt (Zhang és mtsai. 2016). Az 1. tipusu SQR-ek kozott nem a fenilalanin a gyakoribb a T,
roseopersicina SqrF Ile333-nak megfeleld pozicioban, az R. capsulatus SqrA-ban leucin, az A.
aeolicus SqrA esetén pedig izoleucin talalhato ezen a helyen.

A Phe366 alanin ¢és tirozin cseréje nagymeértekii aktivitds csokkenést eredményezett,
amellett, hogy az affinitas a dUQ-hoz itt n6tt a legnagyobb mértékben, a vad tipusu és tobbi
varians SqrF-el 6sszehasonlitva (1. tablazat). Az SqrF F366A varians kinon kot6 csatornajanak
mérete novekedett, az SqrF F366Y mutansnal azonban méretbeli valtozas nem tortént. Ennek
az enzim valtozatnak a hatékonysaga csak kis mértékben csokkent a vad tipushoz képest (1.
tablazat). Feltételezhetéen a FAD és a kinon k6z6tt az elektron-atadas valoszintisége kisebb a
nem optimalis elhelyezkedés kovetkeztében a fenilalanin mutdns SqrF-ek esetén. Az
irodalomban elérhetd adatok alapjan a homoldg aminosavnak mas SQR fehérjében valo cseréje
is hasonlé aktivitas csOkkenést eredményezett. Az A. ferrooxidans SqrA enzimében levé
megfeleld Phe394 aminosav alaninra cserélése, valamint a C. maquilingensis SqrC Phe362
alaninnal, tirozinnal vagy triptofannal valo helyettesitése szignifikdns csokkenést
eredményezett az aktivitasban (Lencina és mtsai. 2020; Zhang és mtsai. 2016).

Mindezek mellett céljaink kozott szerepelt egy olyan fehérjének a létrehozasa a
megfeleld T. roseopersicina torzs segitségével, amelybdl hianyzik a C-terminalis a-hélix (SqrF
CTD). Az SgrF-ek kozott, igy a T. roseopersicina fehérjében is csak egy a-hélix talalhato a C-

terminalis régidban és az is rovidebb, mint a tobbi SQR enzimé (Marcia és mtsai. 2010a).

84



Az SgrF CTD mutans, a vad tipusu és a tobbi SqrF varianshoz képest nagyobb aranyban
tartalmazott olyan fehérjéket, amelyekben redukalt volt a FAD (30. abra, 31. abra), azonban a
redox aktiv kofaktor képes volt katalizalni a szulfid fliggé kinon redukciot (32. abra). Tovabba
¢z a varians a tobbihez hasonléan a membranhoz kotott allapotban volt jelen a sejtekben (28.
abra). Azonban jelent6sen nagyobb mennyiségben (6,5-sz6r tobb, mint a vad tipusu SqrF)
sikeriilt tisztitani az SQrF CTD mutanst a vad tipushoz képest. Ez arra utal, hogy a C-terminalis
a-hélix hidnyaban kdnnyebben szolubilizalhat6 a fehérje. Tehat ez a hélix kapcsolatban van a
membrannal, de kevesebb kolcsonhatassal, gyengébben kotddik hozza. Tehat
a T. roseopersicina SqrF C-terminalis a-hélix részt vesz a membranhoz horgonyzddasban, de
nem esszencialis ehhez. Korabbi feltételezések alapjan az SQR fehérjék C-terminalis domén
a-hélixeinek egyik szerepe a membranhoz vald kihorgonyzas (Cherney és mtsai. 2010).
Azoknal az SQR enzimeknél, ahol két a-hélix talalhatod, példaul C. maquilingensis SqrC-nél
kisérletesen vizsgaltak, hogy az egyik vagy mindketté C-terminalis a-hélixének eltavolitasaval
szolubiliss¢ és inaktivva valik a fehérje, tehat nélkiilozhetetlen a membranhoz
horgonyzodasban (Lencina és mtsai. 2020, 2013), valamint az oligomerizacioban is szerepe
lehet (Cherney és mtsai. 2010).

A Phe366 mutacioi nagyobb aktivitas csokkenést eredményeztek, mint a C-terminalis
a-hélix eltavolitasa (32. abra). Ez az aminosav, ugyantgy, mint a Trp369 ezen a C-terminalis
a-hélixen helyezkedik el a T. roseopersicina SqrF enzimben (26. abra). A delécidos mutans
enzim affinitdsa a dUQ molekulakhoz és a hatékonysaga hasonlo volt (1. tablazat), aktivitasa
azonban kozel a fele volt, mint a vad tipusu SqrF enzimnek (32. abra). A C-terminalis a-hélix
eltavolitasaval a dUQ konnyebben tudhat hozzakotddni az SqrF fehérjéhez, mert szélesebbé
valik a kinon csatorna (46. abra B), igy a kinon kdnnyebben a FAD izoalloxazin gytiriijének
kozelébe keriil az aktiv centrumban. Azonban fontos elemek hidnyoznak az SqrF CTD varians
fehérjébdl a szubsztratnak az elektronataddshoz megfeleld optimalis helyzetben valo
megkotéséhez. Az egyik fontos elem a C-terminalis doménen elhelyezkedd Phe366 aminosav,
ami a kinon kotésében vesz részt, valamint az egész a-hélix. Jelentds mértékben gyengiil az
enzim-ligand komplex stabilitasa, igy az elektrontranszfer kisebb valdszintiséggel kovetkezik
be. A mutacid hatasai 6sszess€égében a termindlis a-hélix delécids mutans SqrF enzim kisebb
katalitikus aktivitasat eredményezik.

Az SgrF CTD varians alacsony homérsékleten (30 °C) mutatott maximalis ativitisa a
FAD-kinon kozotti alacsonyabb stabilitast kapcsolatra utal (33. abra). Ennek a variansnak a
legmagasabb az aktivacios energidja Osszehasonlitva a vad tipusu €s pontmutans SqrF

enzimekkel (1.tablazat). Tehat az elektrontranszfer szamara a FAD és a kinon ebben a
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fehérjében van a legkedvezdtlenebb helyzetben, itt a legmagasabb az elektrontranszfer reakcio
soran atlépendd energiagat. Ugyanakkor a nem optimalis térbeli szerkezetben kotott kinonnal
is végbe tud menni az elektrontranszfer.

Az SgrF CTD mutans a hémérséklet novelésével nem veszitett a stabilitasabol (34.
abra). Tehat a katalitikus képesség nagyfoku hoéérzékenységének nem a fehérjeszerkezet
alacsony hostabilitasa az oka. A fehérje C-termindlisan levd a-hélix hidnya nem okozza a
fehérjeszerkezet stabilitasanak csokkenését. Azonban a hdmérséklet novelésével a C-terminalis
régio flexibilitasa nd, igy tobbféle orientacioban tud beépiilni a dUQ. Ez rontja az elektron-
atadas valoszinliségét, ellenben a vad tipusu SqrF esetén a C-terminalis régio flexibilitasa
kisebb mértékii (46. abra). Irodalmi adatok a C-terminalis a-hélix eltavolitasaval tisztitott SQR
fehérjék részletes jellemzésérdl nem allnak rendelkezésre, mert csak inaktiv fehérjét sikeriilt

eddig izolalni.

46.abra: A vad tipust (A) és a CTD mutans (B) T. roseopersicina SqrF enzim szerkezeti modellje (C-

terminalis a-hélix: lila, feketével kiemelve a vad tipusti SqrF fehérjén elhelyezked6 Phe366).

Az eredmények alapjan Osszegzésképpen levonhaté az a kovetkeztetés, hogy
a T. roseopersicina VI. tipusu SQR katalizisének oxidativ 1épésében, a Val331, I1e333 és
Phe366 aminosavak jatszanak szerepet, méghozza a hidrofob kinon kot csatorna kialakitasaval
(26. abra). Ezek az aminosavak hidrofob és hidrogénkotésekkel optimalis pozicioban tartjak a
szubsztrat benzokinon gytirtijét a FAD-kinon elektronatadashoz. A dUQ kolcsonhatasai a kinon
csatorna két oldalat alkotd aminosavakkal a fehérjeszerkezet stabilitasahoz is hozzajarulnak.

Ezen feliil az [le333 megvaltozasa hatassal van a katalizis szulfid oxidacios 1épésére, a
szulfid és FAD kozotti elektronatadasra is. Ez feltehetéen az SqrF fehérjének ezen a pontjan
kialakitott mutacié kozvetett hatisa. Tovabba a Trp369 a kinon hidrofob odalldncanak

megkotésében vesz részt a membranhoz nem kapcsolddo allapotban levd, vizes kézegben
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elhelyezked6 fehérjékben. Lehetséges, hogy ez a csoport in vivo koriilmények kozott nem koti
a dUQ decil oldallancot, mivel a fehérjének a membrannal érintkezd felszinén helyezkedik el
az SqrF enzimben.

A T. roseopersicina SqrF C-terminalis egyetlen a-hélixének hianya ellenére a fehérje
képes a membranhoz kotddni. Valamint, ezen régid nélkiil a szubsztrat egy szélesebb
csatornaba tud belépni, azonban nem megfeleld orienticioban is kotddhet. A kiszélesedett
csatornaba belépd kinon és a FAD kozott meg tud valdsulni az elektrontranszfer, de kisebb
kotésében, valamint a stabil, optimalis szerkezetli enzim-kinon kapcsolat 1étrejottében az ennek
a létrejottét biztositani tudd megfeleld felépitésii kinon csatorna kialakitdsaban valo

részvétellel.

5.3 A Glu163 konzervalt aminosav szerepének vizsgalata T. roseopersicina SqrF enzimben

Az SQR enzimek aktiv centruméaban a konzervalt ciszteineken kiviil mas nagyfoku
konzervaltsdgot mutaté aminosav is megtalalhat6, melyeknek szerepe lehet a katalitikus
miitkodésben. A T. roseopersicina SqrF enzimben az egyik ilyen aminosav a Glul63, ami a
FAD kofaktor kozelében helyezkedik el (35. abra). Ez a csoport minden SQR enzimben
megtalalhato, kivéve a IlI. tipust, eukariota sejtekben jelen levéd SQR fehérjéket, amelyekben
lizin foglal helyet ebben a pozicioban (8. abra). Az SQR enzimek aktiv centrumaban lev savas
aminosavak szerepérdl csak feltételezések taldlhatoak az irodalomban, €s ezeket kisérletes
modszerekkel még nem igazoltak. Egy miikodési modell szerint a Glu163 R. capsulatus SqrA
enzimben megtalalhaté homoldgja a szulfid-FAD kozti redox reakcid katalizisében az elektron
transzfert kisér6 protonatadassal vesz rész (9. abra) (Sousa és mtsai. 2018). Az A. ambivalens
SqrE enzim két aktiv centrum kozeli aszparaginsav csoportjarol ugyanakkor azt feltételezik,
hogy az enzimbe belépd szulfidot hidrogénkdtésekkel kotik, igy biztositva a szubsztrat
reakciohoz (Brito és mtsai. 2009).

A T. roseopersicina SqrF Glul63 szerepének vizsgalata érdekében létrehozott
kiilonb6z6 pontmutans SqrF variansok mindegyike kovalensen koti a FAD-ot, ami alapjan a
glutaminsavnak nincs szerepe a kofaktor kotésében. Az SqrF E163Q abszorpcios spektrumaban
alacsonyabbak a redukalt redox allapotu FAD kofaktor fényelnyelési maximumainal talalhato
csticsok (40. abra). Ez alapjan ennek a mutacionak a kovetkeztében vagy olyan médon valtozik
a fehérje szerkezete, hogy a FAD kevésbé képes az SqrF-be valo beépiilésre, vagy nagyobb

aranyban vannak redukalt FAD-ot tartalmazé enzimek a tisztitassal eldallitott mintdkban.
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Annak ellenére, hogy az SqrF E163D varians hasonlit a legnagyobb mértékben a vad tipusu
SqrF enzimre, ebbdl a mutansbdl csak nagyon kis mennyiséget lehetett eléallitani (38. abra,
39. abra). Ennek oka az lehet, hogy a fehérje olyan konformaciot vehet fel, amiben az N-
terminalis Strepll peptid fedésben van és igy nem kotddik hatékonyan az affinitas
kromatografiahoz hasznalt oszloptoltethez. Az SqrF E163D mutans esetében nagyobb a
redukalt FAD kofaktort tartalmazo enzimek aranya, mint a tobbi tisztitott mintaban (40. abra).
Ez arra utalhat, hogy az ezeket expresszald T. roseopersicina sejtekben redukalodott enzimek
nem, vagy nehezebben tudnak oxidalt allapotba keriilni, vagyis ennek a mutacionak hatasa van
az elektronoknak FAD-rdl a kinonokra val6 tovabbadasara.

A Glul63 szerepét a szulfid oxidacido folyamatdban az SqrF E163A mutanson
vizsgaltuk, mivel ezt a varianst sikeriilt a legnagyobb mennyiségben tisztitani. Az SQrF E163A
mutans natrium-ditionittal redukalhat6 volt, azonban a szulfid jelenlétében nem valtozott meg
a fehérje, és igy a kofaktor redox allapota (41. abra). Tehat a 163. glutaminsavnak esszencialis
szerepe van az SqrF enzim mikodésének szulfid oxidacios 1€pésében, mivel hianyaban a
szulfid-FAD elektronatadas nem valosul meg. Ez megfelel a homolog R. capsulatus SqrA
enzim miitkodésében feltételezett szerepének, mivel a protontranszfer hianyaban a szulfid és a
FAD kozti elektron transzfer itt sem tud végbemenni (Griesbeck és mtsai. 2002).

Az SqrF E163A, E163Q és E163S enzimvariansok aktivitasa DQ-val nem volt mérhet6
(42. abra), dUQ-val azonban mas SQR enzimeknél és azok mutansainal még nem tapasztalt
jelenség volt megfigyelhetd. A Glul63 kiilonb6zé pontmutans SqrF enzimvariansok
jelenlétében az abiotikus reakcional kisebb sebességii dUQ redukcid jatszodott le (43. abra). A
megfigyelt jelenségnek magyarazata lehet, hogy a Glul63 mutans enzimeket tartalmazo
reakcioelegyekben redukalt kinon fiiggd szulfid oxidacio kovetkezik be. FeltehetGen a
redukalddott kinonok lassabb sebességili keletkezését az okozhatja, hogy az enzimtdl
fliggetleniil végbemend szulfid és dUQ kozti elektron-atadasban redukalédé kinon molekulak

ujra oxidalodnak az SqrF Glul63 aminosav mutansainak jelenlétében (47. abra).
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47.4abra: A szulfid fiiggé dUQ redukcio sematikus abraja vad tipust SqrF enzim (A) és Glul63 SqrF
varians jelenlétében (B). A z6ld szin jeldli az abiotikus reakciot, a kék a vad tipust SqrF enzim altal

katalizalt reakciot és a piros a Glu163 SqrF enzimvariansok altal katalizalt reakciot

Az enzimmennyiség novelésével csokkent a katalizis sebessége (43. abra), azonban a

crer

crer

nagyobb mennyiségli enzim jelenlétében csokken a dUQ redukalodasanak a sebessége.
Lehetséges, hogy a kevés kinon esetén gyorsabban lejatszodik az abiotikus reakcido a
reakcioelegyben, mint hogy ott fehérjével talalkozzon a kinon.

Az SqrF E163A mutans aktivitdsdnak ugyanugy pH=8,00 értéken van a maximuma,
mint a vad tipust SqrF enzim normal SQR aktivitasanak (45. abra). Tehat a mutansok altal
feltehetden katalizalt kinon oxidaciora hasonld hatassal van a pH, mint a vad tipusi SqrF
aktivitasara.

Osszegezve az eredményeket levonhaté az a kovetkeztetés, hogy a konzervalt 163.
pozicidju glutaminsavnak a T. roseoperosicina SqrF enzimben szerepe van a katalitikus
milkodésben. Részt vesz a szulfid oxidacios 1épésben, mivel a szulfid-FAD elektrontranszfer

folyamata nem megy végbe protontranszfer nélkiil.
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8. Osszefoglalas

A szulfid a legredukaltabb kénvegyiilet - bizonyos koncentracio felett a sejtek szamara
toxikus, annak ellenére, hogy szamos fiziologias folyamatukban fontos szerepet jatszik. A
szulfid szintjének szabalyozasaban, a homeosztazis fenntartasaban a szulfid:kinon
oxidoreduktazoknak (SQR) van kiemelked6 szerepe. Ezek a membrankotott enzimek az
¢lovilaghan mindenhol megtalalhatéak a ndvényeket kivéve. Hat alcsaladba soroljuk Oket.
Koz0s jellemz6jiik az aktiv centrumban taldlhaté FAD kofaktor €s a konzervalt ciszteinek. Az
SQR enzimek egy két 1épéses redox reakciot katalizalnak. Az els6 a szulfid oxidacié vagy
reduktiv fazis, ami soran a szulfidrol az elektronok a FAD kofaktorra jutnak. Ezt kdveti a kinon
redukcio vagy oxidativ fazis, amikor a kofaktorrdl az elektronok a prokariotak esetén a
sejtmembranban, eukariotaknal a mitokondrium belsé membranjaban 1évé kinonokra kertilnek.
Az SQR enzimek koziil csak néhanynak ismert a szerkezete és a miikddési mechanizmusukrol
is keveset tudunk. Tanulmanyozasuk fontos az alkalmazasuk szempontjabol. Tobbek kozott a
human szervezetben néhany betegség megeldzésében szerepet jatszhat, példaul a vastagbél rak
vagy a természetben a szennyvizekben a szulfid koncentracid csokkentésében vehetnek részt.

A munka soran a Thiocapsa roseopersicina volt a modellorganizmusunk, ami egy
anaerob, fototrof, bibor kénbaktérium. Genomjaban megtalalhat6 egy VI. tipusi SQR enzimet
kodold gén. A kutatocsoportunk az SqrF fehérjére kidolgozott egy homolog rekombinans
fehérjetermeltetési €s tisztitasi modszert. Az SqrF enzimet csoportunk jellemezte biokémiai és
spektroszkopiai modszerekkel. A tobbi vizsgalt SQR enzimhez képest magasabb aktivacios
energiaval és szulfidhoz valo affinitassal rendelkezett, azonban aktivitasa jelentGsen
alacsonyabb volt ezeknél. Kutatocsoportunkkal vizsgaltuk a konzervalt ciszteinek szerepét
alanin pontmutansok létrehozasaval. Ez alapjan a szulfid oxidacios lépésére felallitottunk egy
lehetséges katalitikus modellt, amely szintén eltért az eddig meghatarozasra kertilt SQR-ek
esetében leirtakétol.

A doktori munka soran célul tiiztiik ki a T. roseopersicina SqrF kinon redukcigjaban
részt vevé aminosavak azonositasat, azok szerepének meghatarozasat. A kinon a C-terminalis
région elhelyezkedd, hidrofob aminosavakkal bélelt csatornan keresztiil keriil a FAD kofaktor
kozelébe, hogy az elektronok atjussanak ra. Tovabbi célunk volt a C-terminalis régio
glutaminsav lehetséges szerepének felderitése. Ez az aminosav az Gsszes ismert SQR-ben
konzervalt, az SqrB enzimekben lizin helyettesiti. A Glu163 a szekvenciaanalizisek és in silico

homologia modellezés alapjan az egyik konzervalt cisztein kozelében helyezkedik el
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(T. roseopersicina Cys332). Ennek a ciszteinnek a szulfid oxidacidban van szerepe, ezért
feltételezhetden ez a glutaminsav is a reduktiv fazishoz kothetd.

A kutatdomunka fobb eredményei Osszegezve: A korabbi irodalmi eredmények, a
decilubikinon (dUQ) szubsztrattal kristalyositott SQR szerkezetek és a kutatocsoportunk altal
1étrehozott T. roseopersicina SqrF homoldgia modell alapjan azonositottuk a kinon koétéhelyet
az SqrF fehérjében. Az SQR enzimek szekvencidinak Osszehasonlitasa és az SqrF enzim
homologia modellje alapjan harom aminosav, a Val331, Ile333 és Phe366 alakitjak ki a kinon
kotod csatornat. Az SQR-ek konzervaltsagot mutatnak abban, hogy ezt a csatornat apolaris és
aromas aminosavak épitik fel. A legrészletesebben jellemzett, kristalyositott A. ferrooxidans
SqrA kinon koté csatornajat két aromds fenilalanin alkotja, de mas irodalmi eredmények
alapjan ugy tiinik, hogy nem ez az altalanos. A T. roseopersicina SqrF-ben két apolaris és egy
elrendezddés az altalanosabb az SQR fehérjékben. Ezért a T. roseopersicina SqrF megfelelébb
modell lenne az SQR enzimek kinon kétéhelyének megismerésére, a kinon redukcios folyamat
vizsgalatara.

REST bioinformatikai modszerrel meghataroztuk, hogy a vad tipust SqrF fehérjében a
Val331 és az I1e333 aminosavakkal a dUQ hidrogénkétéssel kapcsolodott, a Phe366-tal pedig
hidrofob koélcsonhatast alakitott ki. Tovabba a Trp369 hidrofob kotéssel kotott a dUQ decil
oldallancahoz. A szimulalt SqrF-dUQ komplex szerkezetek alapjan, ha a dUQ a valinnal
kotodott, akkor az izoleucinhoz mar nem tudott hozzakapcsolodni vagy forditva. Ellenben a
vizsgalt 2500 szerkezet tobbségében a Phe366 csoporthoz mindkét esetben képes volt kotédni
az elektronakceptor. Ha a homolégia modellben a Phe366-t a kisebb térigényii alaninra
cseréltiik, akkor kolcsonhatasba 1éphetett a dUQ olyan aminosavakkal is, melyekkel a vad
tipust SqrF-ben nem. Feltehetden azért, mert a régio szerkezete flexibilisebbé valhatott és 1;
utak nyilhattak meg a dUQ molekula szamara a fehérjébe valo belépésre, €s emiatt a csatornatol
tavolabb elhelyezkedé aminosavakkal is képes volt kotést 1étrehozni.

A Dbioinformatikai eredmények aldtamasztasara az azonositott aminosavak
pontmutansait hoztuk létre iranyitott helyspecifikus mutagenezissel. Mindharom kinon kot6
csatornat felépitd aminosavat az egyik legegyszeriibb szerkezetii aminosavra, az alaninra
cseréltiik. Tovabba a Val331 és Ile333 aminosavakat fenilalaninnal helyettesitettiik. A Phe366-
t az aromas tirozinra is lecseréltiik. Valamint 1étrehoztunk minden variacidban dupla-, és egy
tripla mutanst is. Mindemellett eltavolitottuk a C-terminalis régio egyetlen a-hélixét (CTD)
azért, hogy megvizsgaljuk annak szerepét és hidnyanak hatasdt a membranhoz vald

horgonyzodasban. Azokat az enzimvaltozatokat, amelyek az 1333 A mutéciot hordoztadk nem
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sikeriilt tisztitani. Az SqQrF CTD fehérje a tobbi tisztitott SqrF varianshoz hasonléan a
membranhoz kapcsolodott. Ez azért meglepd, mert a C. maquilingensis SqrC fehérje esetén az
egyik vagy mindkét a-hélix eltavolitasa szolubilis, inaktiv fehérjét eredményezett. A sikeresen
tisztitott SqrF variansok kovalensen kototték a FAD-ot az SDS-PAGE alapjan. A kofaktor
kotddése a fehérjékhez az abszorpcids spektrumuk alapjan is igazolhatéd volt. A CTD muténs
spektroszkopiai adatai szerint a tobbi fehérje mintdhoz képest jelentdsen nagyobb aranyban
tartalmazott redukalt allapota FAD-ot kot6 fehérjéket, DQ hozzaadasaval azonban képes volt
teljesen oxidalt allapotba keriilni. Tehat csak a redox allapota tért el a tobbi varianstol. A
tisztitott SqrF variansok szulfid fuggd DQ és dUQ redukalo aktivitasa alacsonyabb volt a vad
tipushoz képest. A CTD varians kisebb aktivitascsokkenést eredményezett, mint az a-hélixen
elhelyezkedé Phe366 megvaltoztatasa. A CTD mutans hasonld Kinetikai paraméterekkel
rendelkezett, mint a vad tipust SqrF. Azonban a hdmérsékletfiiggés adatok alapjan alacsonyabb
homérsékleten érte el a maximum aktivitast a vad tipushoz és az Osszes tisztitott SqrF
varianshoz képest. A CTD mutans aktivacids energiaja is jelentdsen megemelkedett.
Aktivitasanak a hdmérséklet emelkedésére mutatott nagyfoku érzékenysége miatt vizsgaltuk a
delécios mutans fehérje hdstabilitasat, amely a vad tipushoz nagyon hasonldé. Mindezekbdl
megallapithato, hogy a C-termindlis a-hélix eltavolitdsaval a szerkezet stabil maradt.
Feltételezhetden ebben a mutansban nagyobb lesz a hely a dUQ szamara a fehérje belsejébe
jutashoz és tobb aminosavval is kapcsolatba tud 1épni az aktiv centrumban, azonban az
elektronatadas valoszintisége kisebb, mert ehhez kedvezbtlenebb a FAD-kinon helyzet.
Osszegezve a Val331, Ile333, Phe366 alakitjdk ki a kinon kot csatornat a T.
roseopersicina SqrF-ben. Az Ile333 kozvetetten hatassal lehet a szulfid oxidaciora is.
Mindhérom aminosav részt vesz a szubsztrat orientalasaban. A C-termindlis a-hélix hidnya egy
szélesebb csatornat eredményez a fehérjében. Ebben a csatornaban is el tudnak jutni a kinon
molekuldk az SqrF enzim aktiv centrumaban 1évé FAD kofaktor izoalloxazin gyliriijéhez.
Azonban ebben az esetben a kinon nem megfeleld orientacioban is helyet foglalhat a fehérjében,
ezért az elektrondtadas valoszinlisége csokken. Ennek a régidnak a membranhoz
horgonyzodasban is szerepe van, ezt a funkcidt azonban nem csak ez az a-hélix latja el, ugyanis
hidnyadban membran kotott allapotban marad a fehérje, de sokkal konnyebben szolubilizalhato.
A konzervalt ciszteineken kiviil az aktiv centrumban levd konzervalt aminosav koziil a
Glul63-nak is szerepe van a katalizis reduktiv fazisaban. Ennek a glutaminsavnak a funkciojat
kisérletesen még nem vizsgaltdk az SQR enzimekben. A Glul63 szerepét az SqrF fehérjében
pontmutansok segitségével vizsgaltuk. A glutaminsavat alaninra, aszparigansavra, lizinre,

glutaminra és szerinre cseréltiik. Az SqrF E163K mutanst a membran frakcidban lehetett
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azonositani, azonban nem sikeriilt tisztitani. Az SqrF E163D-t tobb sejtvonalabdl is
tisztitottunk, azonban nagyon kis mennyiségi tisztitott fehérje mintat tudtunk eléallitani ebbdl
az enzimvaltozatbol. Az SqrF E163A és SqrF E163S mintak csak oxidalt allapota FAD-ot kot
fehérjéket tartalmaztak a 360 és 450 nm csucsok alapjan. Az SqrF E163Q spektruma alapjan
redukalt allapota fehérjék is voltak a mintaban. Az SqrF E163A natrium-ditionittal redukalhato,
DQ-val oxidalthatoé volt, azonban szulfid jelenlétében nem valtozott a spektruma, tehat a
katalizis folyamata, a szulfid és a FAD kofaktor kozti elektron transzfer a glutaminsav
hianyaban nem ment végbe. Az enzimaktivitast vizsgalva DQ-val egyik variansnal sem volt
mérhet6 aktivitas. A dUQ-val pedig az abiotikus reakcional kisebb sebességii kinon redukcio
volt megfigyelhet6 a reakcioelegyekben, amely az enzimmennyiség novelésével és/vagy a dUQ
koncentracié csokkentésével tovabb csokkent. Az SqrF E163S mutaciot hordozd enzim
jelenlétében szinte nem tortént kumulativ kinon redukcio.

Osszegezve eredményeinket, a Glul63 a T. roseopersicina SqrF enzim katalizisének
szulfid oxidacios 1épésében vesz részt. Megvaltoztatasaval a szulfid jelenlétében természetes
koriilmények kozott végbemend kinon redukcional alacsonyabb sebességli reakciot katalizald
enzimvaltozatok jonnek létre. Feltételezhetd, hogy a Glul63 cseréjének hatasara az enzim

képes a redukalt kinont oxidalni oxidalt allapoti kén, mint elektronakceptor kozremitkodésével.
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9. Summary

Sulfide - as the most reduced sulfur compound - is extremely toxic for cells over a
certain concentration despite it has important role in various physiological processes.
Sulfide:quinone oxidoreductases (SQR) are critical enzymes in controlling cellular sulfide
levels and can be involved in maintaining of homeostasis. These ancient, membrane-bound
enzymes are ubiquitous in all organisms of life except plants. SQR proteins are classified into
six subfamilies. SQRs have common characteristic motifs: a FAD cofactor and conserved
internal cysteines in the active centre of the enzyme. SQR enzymes catalyze a complex two-
step redox reaction. The first sulfide oxidation or reductive phase of the redox reaction is the
two-electron get over from the sulfide to the FAD cofactor under oxidation of sulfide to
elemental sulfur and reduction of FAD. The second quinone reduction or oxidative phase is
transfer of two electrons from the reduced FAD to the quinone molecule which located within
the cytoplasmic membrane of prokaryotes or the inner mitochondrial membrane of eukaryotes.
Only several SQRs have been structurally characterized and the mechanism of the catalyzed
reactions of SQRs are poorly understood. Investigation of SQR enzymes is important in the
aspect of their application. SQRs may have role i.a. in prevention of some human diseases, for
example colon cancer or in reduction of sulfide concentration of sewage in nature.

Modelorganism for my research is Thiocapsa roseopersicina which is an anaerobic,
photosynthetic purple sulfur bacterium. In the genome of T. roseopersicina, a type VI SQR
protein encoding gene has been identified. Our group developed a protocol for homologous
recombinant protein expression and purification. Our group analyzed the SqrF enzyme
biochemical and spectroscopic methods. This T. roseopersicina SqrF has higher activation
energy and affinity to sulfide, however the activity was lower as compared to other SQR
enzymes. We examined the role of conserved cysteine residues via cysteine to alanine mutant
protein variants. We created a proposed model for catalytic mechanism of sulfide oxidation step
of T. roseopersicina SqrF that is different than the other SQRs proposed catalytic processes.

The aim of this PhD thesis is to understand the molecular background of the quinone
reduction phase of type VI SQR-catalyzed redox reactions. During this process quinone enter
into the active centre near the FAD for the electron transfer via a channel which is forming by
hydrophobic amino acids in the C-terminal domain. Our aim was to identify the amino acids of
quinone binding site and to disclose the role of the C-terminal region of T. roseopersicina SqrF
in this process. Additional aim was to get deeper insight into the role in sulfide oxidation of

Glul63 of T. roseopersicina SqrF. This amino acid is conserved amongst all SQRs, but it is
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replaced by lysine in SqrB enzymes. Based on sequence analysis and in silico homology model
this Glul63 is positioned next to one of the conserved cysteine residues (T. roseopersicina
Cys332). This cysteine has role in sulfide oxidation phase of catalytic process, and this is the
reason why it is assumed that this glutamic acid has a role in reductive phase.

Summarize of the main results of my research. Quinone binding site of SqrF was
identified based on the results of previous studies, structure of crystallized SQRs with
decylubiquinone (dUQ) and the homology model of T. roseopersicina SqrF. According to the
sequence comparison of SQR enzymes and homology model of SqrF, the quinone binding site
is formed by three amino acids: Val331, 11e333 and Phe366. This highly conserved gquinone
channel is built by apolar and aromatic amino acid residues. A. ferrooxidans SqrA is the well-
characterized and crystallized SQR, in which two aromatic phenylalanine residues on both sides
of the quinone binding site near the benzoquinone ring of dUQ have been identified. This
arrangement was nearly identical to the quinone channels characterized previously. For this
reason, T. roseopersicina SqrF is a better model for investigation of quinone binding site and
quinone reduction process of SQR enzymes because in this case the arrangement is more
common: two apolar amino acids and an aromatic residue near the head group of dUQ.

REST, being a bioinformatic analysis method, indicated that Val331 and 1le333
alternately connected with the dUQ via hydrogen bonds and Phe366 bound the quinone via
hydrophobic interaction. Furthermore, Trp369 interacted with the decyl chain of dUQ via
hydrophobic bond. Based on simulation of SqrF-dUQ complex structures, Phe366 binds the
quinone in most of the investigated 2500 structure. If Phe366 was replaced by alanine, which
size is smaller in homology model, the dUQ could be able to interact to new residues in the
quinone channel. Presumably dUQ could get deeper near the FAD in the active centre of SqrF
due to the more flexibility of SqrF structure.

To support the bioinformatical results, amino acid likely participating in quinone
binding were substituted by site-directed mutagenesis in the wild type SqrF. Alanine variants
for each of three primary candidates for binding the quinone in T. roseopersicina SqrF were
generated. Furthermore, Val331 and 11e333 were replaced by phenylalanine and Phe366 by
aromatic tyrosine. In addition, we created double alanine point mutants and a triple alanine
point mutant. Furthermore, a C-terminal a-helix deletion T. roseopersicina SqrF variant was
generated for understanding the role of the helix in membrane anchoring. The variants
containing 1333A mutation could not be purified. The CTD variant could be purified from the
membrane fraction similarly to the other mutants. It was surprising since truncation of one or

two a-helices from the C-terminal region of C. maquilingensis SqrC resulted in a soluble,
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cytoplasmic protein without catalytic activity. The purified SqgrF variants bound the FAD
covalently based on SDS-PAGE analysis. The absorption spectra of pure SqrF variants were
recorded to verify the presence of the cofactor. According to spectroscopic data, the CTD
variant had higher proportion of reduced proteins compared to the other SqrF samples. After
the addition of DQ to the CTD mutant could be fully oxidized. The CTD mutant was different
from the other SqgrF variants only in the redox state. All SqrF variants catalyzed the sulfide
dependent DQ or dUQ reduction with lower specific activity than the wild type SqrF enzyme
did. The CTD mutant had a smaller effect on the quinone reducing activity than the Phe366
point mutants (F366A, F366Y). It was unexpected, because this Phe366 residue is positioned
on the single a-helix of T. roseopersicina SqrF. The CTD variant exhibited similar Kinetic
parameters as the wild type SqrF enzyme. However, the CTD mutant had the lowest
temperature optimum and highest activation energy as compared with wild type and SqrF
variants. Due to temperature sensitivity of CTD mutant we examined the thermostability. The
thermostabilities of CTD variant and the wild type SqrF enzyme were similar, indicating that
deletion of C-terminal a-helix had no destabilizing effect on the enzyme structure. Presumably,
the CTD mutant had a larger quinone binding pocket and dUQ might be able to enter the channel
more easily and could interact with more amino acids in the active centre of the enzyme.
However, the electron transfer and stability of the enzyme-ligand complex were impaired.

In conclusion, the Val331, 11e333 and Phe366 residues participate in the formation of
the guinone binding site of T. roseopersicina SgrF. 11e333 has an indirect effect on the sulfide
oxidation step of catalytic process. These three residues play a role in the orientation of substrate
by keeping the benzoquinone ring of quinone in proper position. Removing the C-terminal a-
helix reveals a wider quinone channel. The dUQ is able to get closer to the isoalloxazine ring
of FAD in the active centre and may interact with more amino acids. The dUQ can enter the
quinone channel in various orientations which result in impaired electron transfer. This C-
terminal region has a minor effect on membrane anchoring, since deletion of this region
eventuate membrane bound SqrF enzyme, but it could be solubilized more easily.

Near to the conserved cysteine residues other amino acids may also participate in the
reductive phase of catalytic process, for example Glu163. Function of this glutamic acid have
never been investigated with experimental methods. Glutamic acid point mutants were
constructed to investigate the function of this residue in T. roseopersicina SqrF. It was replaced
by alanine, asparatic acid, lysine, glutamine, and serine by site-directed mutagenesis. SqrF
E163K was detected in the membrane fraction by Western analysis, but it could not be purified.
SqrF E163D variant was purified from more cell lines, but the purified protein amount was
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extremely low. SgrF E163A and SqrF E163S samples had almost fully oxidized proteins
according to the absorption peaks of 360 and 450 nm. The absorption spectra of the SqrF E163Q
variant differed, it had higher proportion of reduced proteins. To estimate the redox state of the
purified SqrF E163A mutant, the protein was reduced by sodium-dithionite and re-oxidized by
DQ. But the spectra did not change after sulfide addition. These data indicated that lack of this
glutamic acid altered the catalytic process, electron transfer between sulfide and FAD is not
occured. None of the Glul63 variant had activity with DQ. Interestingly, all glutamic acid
mutants had lower dUQ reducing activity than the activity of abiotic reaction. Furthermore, this
activity of Glu163 variants were more appreciable by increasing amount of enzyme and/or by
decreasing the dUQ concentration. Presence of SqrF E163S variant cumulative quinone
reduction was not measured.

In conclusion, Glul63 has role in the sulfide oxidation step of catalytic mechanism of
T. roseopersicina SqrF. Substituting this residue results in T. roseopersicina SqrF catalyzing
the dUQ reduction less than the abiotic reaction. Probably the reduced quinone could get into
oxidized state. Presumably T. roseopersicina SqrF Glul63 mutant may catalyze a reduced

quinone oxidation in presence of oxidizied sulfur as electron acceptor.
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10. Fiiggelék

10.1 Felhasznalt baktérium torzsek

Baktérium torzs

XL-1 Blue MRF’

S17-1 A pir

FOQRON

V331A
V331F
1333A
1333F
F366A
F366Y
V331AI333A
V331AF366A

1333AF366A

V331AI1333AF366A

CTD
E163A

E163D

Genotipus
Escherichia coli

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
SUpE44 relAl lac [F’ proAB lacl®

ZAM15 Tn10 (Tet)]

294 (recA pro res mod) Tp" Sm’
(pRP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7) Apir

Thiocapsa roseopersicina

HynSL::Sm" hupSL::Gm’
AfeedsqrDAsqrF

FOQRON + pDSQNNSV331A
FOQRON + pDSQNNSV331F
FOQRON + pDSQNNSI333A
FOQRON + pDSQNNSI333F
FOQRON + pDSQNNSF366A
FOQRON + pDSQNNSF366Y

FOQRON + pDSQNNSV331AI333A

FOQRON + pDSQNNSV331AF366A

FOQRON + pDSQNNSI333AF366A

FOQRON +
PDSQNNSV331AI333AF366A

FOQRON + pDSQNNSCTD
FOQRON + pDSQNNSE163A

FOQRON + pDSQNNSE163D

Referencia

Stratagene

(Palagyi-Mészaros
2006)

(Duzs és mtsai. 2021)

Jelen dolgozat
Jelen dolgozat
Jelen dolgozat
Jelen dolgozat
Jelen dolgozat
Jelen dolgozat
Jelen dolgozat
Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat
Jelen dolgozat

Jelen dolgozat
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E163K FOQRON + pDSQNNSE163K Jelen dolgozat
E163Q FOQRON + pDSQNNSE163Q Jelen dolgozat

E163S FOQRON + pDSQNNSE163S Jelen dolgozat

10.2 Felhasznalt plazmidok felsorolisa

Plazmidok Genotipus Referencia
pBluescriptSK + ColE1, Amp’ Stratagene
pDSK509 alapu expresszids vektor,
o (Balogh személyes
pDSK6CRTKmM amely a T. roseopersicina crtD gén Kozlés)
ozles
prométerét tartalmazza, Km'
N-terminalison Strepll affinitas
pPBSQNNS peptiddel fazionaltatott sQrF gén a (Duzs és mtsai. 2018)
pBluescriptSK(+) plazmidban
V331A pontmutaciéo a pPBSQNNS
pBSQNNSV331A Jelen dolgozat
vektorban
V331F pontmutacio a pBSQNNS
pBSQNNSV331F Jelen dolgozat
vektorban
1333 A pontmutéacié a pPBSQNNS
pPBSQNNSI333A Jelen dolgozat
vektorban
1333F pontmutacié a pPBSQNNS
pBSQNNSI331F Jelen dolgozat
vektorban
F366A pontmutacio a pBSQNNS
PBSQNNSF366A Jelen dolgozat
vektorban
F366Y pontmutacio a pBSQNNS
pBSQNNSF366Y Jelen dolgozat
vektorban
V331AI333A pontmutacié a pPBSQNNS
pPBSQNNSV331AI333A Jelen dolgozat
vektorban
V331AF366A pontmutacio a
pPBSQNNSV331AF366A Jelen dolgozat

pBSQNNS vektorban

112



PBSQNNSI333AF366A

pPBSQNNSV331AI333AF366A

pBSQNNSCTD

PBSQNNSE163A

pPBSQNNSE163D

pPBSQNNSE163K

PBSQNNSE163Q

PBSQNNSE163S

pBSQNNSE163K

PBSQNNSE163Q

PBSQNNSE163S

PDSQNNS

PDSQNNSV331A

pDSQNNSV331F

1333AF366A pontmutacié a pPBSQNNS

vektorban

V331AI333AF366A pontmutacio a
pBSQNNS vektorban

C-terminalis a-hélix delécids mutacio a

PBSQNNS vektorban

E163A pontmutéacié a pPBSQNNS
vektorban

E163D pontmutacio a pBSQNNS

vektorban

E163K pontmutacié a pPBSQNNS
vektorban

E163Q pontmutacié a pPBSQNNS

vektorban

E163S pontmutacié a pPBSQNNS

vektorban

E163K pontmutéacié a pPBSQNNS

vektorban

E163Q pontmutacié a pPBSQNNS

vektorban

E163S pontmutacié a pPBSQNNS

vektorban

N-terminalison Strepll affinitas
peptiddel fuzionaltatott sqrF gén a
pDSK6CrtKm expresszios vektorban,
Km'

V331A pontmutacié a pDSQNNS
expresszios vektorban
V331F pontmutacio a pDSQNNS

expresszios vektorban

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

(Duzs és mtsai. 2018)
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pDSQNNSI333A

pDSQNNSI331F

pDSQNNSF366A

pDSQNNSF366Y

pPDSQNNSV331AI333A

PDSQNNSV331AF366A

PDSQNNSI333AF366A

PDSQNNSV331AI1333AF366A

pPDSQNNSCTD

pDSQNNSE163A

pDSQNNSE163D

pDSQNNSE163K

PDSQNNSE163Q

PDSQNNSE163S

pPDSQNNSE163K

pDSQNNSE163Q

PDSQNNSE163S

1333 A pontmutacio a pDSQNNS
expresszios vektorban
1333F pontmutéaciéo a pDSQNNS
expresszios vektorban
F366A pontmutacié a pDSQNNS
expresszios vektorban
F366Y pontmutaciéo a pDSQNNS

expresszios vektorban

V331AI333A pontmutacié a pDSQNNS

expresszios vektorban
V331AF366A pontmutacio a
pDSQNNS expresszids vektorban

[333AF366A pontmutacié a pDSQNNS

expresszios vektorban
V331AI333AF366A pontmutacio a
pDSQNNS expresszios vektorban

C-terminalis o-hélix delécids mutaciod a

pDSQNNS expresszids vektorban
E163A pontmutacié a pDSQNNS
expresszios vektorban
E163D pontmutacié a pDSQNNS
expresszios vektorban
E163K pontmutéacié a pDSQNNS
expresszios vektorban
E163Q pontmutéacié a pDSQNNS
expresszios vektorban
E163S pontmutacié a pDSQNNS
expresszios vektorban
E163K pontmutacié a pDSQNNS
expresszios vektorban
E163Q pontmutacié a pDSQNNS
expresszios vektorban
E163S pontmutacio a pDSQNNS

expresszios vektorban

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat

Jelen dolgozat
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10.3 Felhasznalt oligonukleotidok és szekvenciaik

Név Szekvencia (5°-3°)
onV331AF 5’CTTCAAGGTCGAGCTGGCGTGCATCGTCGACGCCAACS’
onV331AR | >GTTGGCGTCGACGATGCACGCCAGCTCGACCTTGAAG3’
onV331AE @ 5’GGCGTCGACGATGCACG3’
onV331FF 5’GACCTTCAAGGTCGAGCTGTTCTGCATCGTCGACGCCAACG3’
onV331FR 5’CGTTGGCGTCGACGATGCAGAACAGCTCGACCTTGAAGGTC3?
onV331FE 5’GACCTTCAAGGTCGAGCTGT®

onl333AF 5’GAGACCTTCAAGGTCGAGCTGGTCTGCGCCGTCGACGCCAACGATACGGGCAT
GCTG3’

onl333AR 5’CAGCATGCCCGTATCGTTGGCGTCGACGGCGCAGACCAGCTCGACCTTGAAGGT
CTC3’

onl333AE 5’GTTGGCGTCGACGGCGCAGA3’

onl333FF 5’GAGACCTTCAAGGTCGAGCTGGTCTGCTTCGTCGACGCCAACGATACGGGCATG
CTG3®

onl333FR 5’CAGCATGCCCGTATCGTTGGCGTCGACGAAGCAGACCAGCTCGACCTTGAAGGT
CTC3

onl333FE 5’CAAGGTCGAGCTGGTCTGCT3’

onF366AF 5’CACTGGATGAAGCTCGGCGCCGAGTGGTGGTATCTGC3’

onF366AR | 5’GCAGATACCACCACTCGGCGCCGAGCTTCATCCAGTG3’

onF366AE 5’CAGATACCACCACTCGGC3’

onF366YF 5’CACTGGATGAAGCTCGGCTACGAGTGGTGGTATCTGC?’

onF366YR | 5S’GCAGATACCACCACTCGTAGCCGAGCTTCATCCAGTG3’

onF366YE 5’GCAGATACCACCACTCGT3’

onCTDF 5’CAACTGGGTGCTGCCCTCGACATGATGATGACGGTTCTTCCACTGGATGAAG3’
onCTDR 5’CTTCATCCAGTGGAAGAACCGTCATCATCATGTCGAGGGCAGCACCCAGTTGY’
onCTDE 5’GAAGAACCGTCATCATC3’

OnE163AF 5’GCGCGGCGGACCCATCTTCGCATTCATCTTTGGGATGGACAGY’
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onE163AR
onE163AE
onE163DF
onE163DR
onE163DE
onE163KF
onE163KR
onE163KE
onE163QF
OnE1630QR
OonE163QE
onE163SF

onE163SR

onE163SE

5’CTGTCCATCCCAAAGATGAACGTGAAGATGGGTCCGCCGCGCI’

5’GCCGATCCCAAAGATGAACG?’

5’GCGCGGCGGACCCATCTTCGACTTCATCTTTGGGATGGACAGS’

5’CTGTCCATCCCAAAGATGAAGTCGAAGATGGGTCCGCCGCGEY

5’TGTCCATCCCAAAGATGAAG3’

5’GCGCGGCGGACCCATCTTCAAGTTCATCTTTGGGATGGACAG3’

5’CTGTCCATCCCAAAGATGAACTTGAAGATGGGTCCGCCGCGC3’

5’GCGCGGCGGACCCATCTTCAY’

5’GCGCGGCGGACCCATCTTCCAGTTCATCTTTGGGATGGACAG3’

5’CTGTCCATCCCAAAGATGAACTGGAAGATGGGTCCGCCGCGC3’

5’TCCATCCCAAAGATGAACTG3’

5’CGATGCGCGGCGGACCCATCTTCTCGTTCATCTTTGGGATGGACAG3’

5’CTGTCCATCCCAAAGATGAACGAGAAGATGGGTCCGCCGCGCATCGS’

5’GTCCATCCCAAAGATGAACGY’

10.4 A munka soran el6forduld kinonok szerkezete

Durokinon Decilubikinon
0 (0]
HiC. _CH;, H;CO._ CH,(CH;)sCH;
HiC | “CH, H,CO “CH,
0] 0
Ubidekarenon (decil koenzim Q) Ubikinon-8
0 o] | CH, |
H3CO_‘H _CH,4 H3CO.\ A~ tH
- 8
HyCO T M HyCO~ “CH,
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