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Bevezetés

A dolgozatban egy citokrom, ¢elfedezéséil és tulajdonségairol
szamolunk be, melyet aThiocapsa roseopersicinabibor
kénbaktériumbdl tisztitottunk. A citokrone, fehérjét kombinalt
redox és abszorpciés, illetve CD spektroszképiai dsmérrel
karakterizaltuk, s felhasznaltunk DSC mérésekeA imérési adatok
alapjan a fehérjét a ,c citokromok csaladjaba sorolhatjuk.
Kifejlesztettiink egy Uj tomegspektroszkopiai modiszenellyel
meghataroztuk a fehérje szekvenciajat. A szekveasléi@masztotta,
hogy valéban egy citokrém, éehérjét izolaltunk. Ez az digisztitott
€s azonositott citokromc, fehérje, melyet anaerob fototréf

baktériumbdl izolaltak.

Célkitiizések

Elsddleges célunk az volt, hogy redox fehérjéket tisatik a
Thiocapsa roseopersicinéotoszintetizalé bibor kénbaktériumbal.,
hogy megértsik az elektron transzport lanc szetéezes
mitkodését.

Ezen belll figyelminket egy citokrom fehérjére ftottuk, s
meghataroztuk

» az elédleges szerkezetét a legujabb tdmegspektrometriai

modszerekkel,



» a fehérje hem tartalmat, s az egyes redox centrumok
redox potencialjat,

* oxigén érzékenységét, ami annak fényében kilondsen
érdekes, hogy az organizmus csak anaerob korllrkénye
kozott fotoszintetizal,

o érzékenységét a magasénmérsékletre, mivel az
organizmus magassmérsékleten életképtelen,

* az oxigén és admérséklet hatasat a fehérje szerkezetére,

e valamint megvizsgéltuk a fehérje filogenetikai
kapcsolatait is.

Végil az 0dsszes fent emlitett informacié birtokdban
kovetkeztetéseket vontunk le a citokrom funkcidijas elhelyeztiik

azt a fototrof baktériumok elektron transzport kimen is.

Anyagok és Mddszerek

A fehérjéket aThiocapsa roseopersicinaejtekldl acetonos
kezeléssel vontuk ki. A keletkezett fehérje port &an keresztil
desztillalt vizben kevertettik, hogy az oldhtadéigdket megkapjuk.
A tisztitas el§ 1épése egy anioncsefédbatch kromatografia, melyet
hidroféb kromatogréafia és két ujabb anioncserktomatogréafia
kovetett. A kromatografalasokat egy FPLC késziilégitségével
végeztik. A fehérje frakciok tisztasagat és az egjehérjék

molekulasulyat SDS-PAGE segitségével hataroztuk meg



A citokrdm hem tartalmat a piridin-hemokromogén seetrel, a
fehérje koncentracidkat pedig a Bradford médszehafaroztuk
meg.

A tdmegspektrometriai mérésekhez hasznalt emésgterigia
soran a fehérjét harom kulonkioz proteolitikus enzim
kombinaciéjaval hasitottuk, mely négy kilénBozemésztett
fragmentumot eredményezett. Minden mérést az ITCRThibrid
készlléken végeztink. A legtbbb mérés esetén azzédséket a
készilékhez kapcsolt reverz-fazisi micro-folyadékmatograffal
valasztottuk el. A frakciok ezutan keriltek a tosmektrografba. A
teljes tomegspektrumokat az FTICR-ban mértik mdgy&asztott
ionokat (MS/MS) pedig az IT-ban analizaltuk. A pdmzekvenciak
tobbségét az MS/MS spektrumokbdl allapitottuk megiiszerhez
tartozo szoftver segitségével.

A citokrom redox potencidljat egy hazi készitéspektro-
elektrokémiai cellaban mértiik meg. A kivant redoxepcial értéket
egy potenciosztat segitségével allitottuk be.

A CD spektrumokat a tavoli UV (190-250 nm) és adtbV —
lathatd (250-700 nm) tartomanyban vettuk fel. &n@érsékletfligd
méréseket anaerob és aerob kériilmények kozott tiddez

Homérsékletfiig§ abszorpcids (UV-lathatd) és DSC mérések

szolgaltattak tovabbi informacidkat.



Eredmények és megbeszélésiik

A citokrom c, két hemet tartalmaz molekulanként, amitsebr a
piridin hemokromogén maodszerrel allapitottunk meg,amit a
tomegspektroszkoppal kapott szekvencia adatoknadéztottak.

A proteolitikus emésztégéb szarmazod peptidekeveréket
tomegspektrograffal analizaltuk. A leggyakrabbaifaetuld ionokat
tablazatba foglaltuk. Minden egyes peptidet eze&nuMS/MS
analizissel szekvenaltunk. A maximum 14 aminosdsettlmazo
peptideket (kb. 1500 Da tdmegig) viszonylag egyszeolt
szekvenalni. Az ennél hosszabb peptidek szekvemajasal
nehezebb feladatnak bizonyult. Az 06sszes peptidsreia
Osszekapcsolasa eredményezighcapsa roseopersicingitokrom
c; szekvenciajat. Legjobb tudomasunk szerint pillayitag ez a
leghosszabb  fehérje amit  kizarolag tomegspetrosakop
modszerekkel szekvenaltak.

TDGHQAAAPQ VGDPQAGEAK ANGVCLACHG PQGNSLVPLW
PKLAGQHPEY | VKQLMDFKQ RRANEQVITPM AMPLTDQEVL
DLAAYYATQP KTPGAADPEL ASKGESLYRW GNPETGVPAC
SGCHGPAGGA GQSLAKFPRL SAQHADYTKQ TLEHFRGALR
ANDPNGWWRG AAARLSDQEL AAVSQYLQGL SQ

Az altalunk kidolgozott témegspektroszkdpiai méoasggakran
gyorsabb és egyszeriibb mint a fehérje szekvencghatérozasa
géntechnol6giai médszerrel.

A citokrom c, hétiré fehérjének bizonyult, amennyiben anaerob
korilmények kozott tartjuk. Bebizonyitottuk, hogy agas

hémérsékleten az oxigén irreverzibilis konformaciédstazast okoz ,
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valoszinuleg bekétlik a hem hatodik ligand pozici6jaba, mely
magas Bmérsékleten felszabadul a metionin kdtésKimutattuk,
hogy a metionin-Fe kotésnek meghatarozd szerepeavéghérje
szerkezet fenntartdsaban valamint kulcsszerepsrikaa fehérje
denaturalodasaban.

A citokrom c,—nek eddig a légzési elektron transzport lancban
volt feltételezett szerepe, kdzel az elektron zpog lanc termindlis
oxidal6 végéhez. Egy ilyen citokrom felfedezése emyaerob
fotoszintetizalé organizmusban kétségessé tesziaeritevést. A
Thiocapsa roseopersicindban a citokrom ¢, a fotoszintetikus
elektron transzport lancban kell helyet foglaljdlivel a redox
potencialja 237 £ 5 mV, illetve 268 + 6 mV a ké&nm esetében, Ugy
gondoljuk, hogy a citokrona, a citokrémb/c; és a reakciécentrum
tetrahem citokromja kozott foglal helyet.

Filogenetikai vizsgalédasaink azt mutattak, hoggitakrom c,
igen elterjedt ay-proteobaktériumok kozott. Ez valOsigiti, hogy
periplazmikus elektron hordoz6 szerepe altalaniostle

A bibor nem-kén baktériumok esetében ezt a szepepitbkrom
C, jatssza. Kézenfekvfeltételezni, hogy a bibor kénbaktériumok
esetében a dihem citokrom koti 6ssze a kén metabolizmust a

fotofoszforilacios ciklussal.



Tézispontok

» Kitisztitottunk egy U0j citokromot a Thiocapsa
roseopersicinBol. Ez az el§ fotoszintetikus baktériumbdl tisztitott
és azonositott citokrém.

* Meghataroztuk a citokrone, szekvenciajat. AThiocapsa
roseopersicina citokrom ¢ a legnagyobb fehérje melynek
szekvencigjat kizar6lag tomegspektroszkopiai maeskel
meghataroztak.

» Kidolgoztunk egy U], tdmegspektroszképot felhasanal
szekvenalasi modszert, mely versenyképes az indifS alapu
szekvenalasi modszerrel.

e Meghataroztuk a citokrbmc, CD és abszorpciés
spektroszképiai tulajdonsagait, s korrelaltuk atoka fehérje
strukturdlis tulajdonséagaival.

* Meghatéroztuk aT. roseopersicinacitokrom ¢ redox
potencial értékét.

» Felfedeztik, hogy a citokrérn, hétirs fehérje, s redukalt
allapotban, oxigénmentes kornyezetben igen stabdrkezettel
rendelkezik. Oxigén jelenlétében, oxidalt allapotbanelegités
hatasara irreverzibilis konformacios valtozasokarsik le, melynek
sordn az oxigén a hem csoport felszabadul6 hatdidiand
poziciojaba kot be, s ezzel inicializalja a konféaoids valtozasokat.

» Filogenetikai vizsgalddasaink soran megallapitothdgy ez
a fajta citokrom igen elterjedt a-proteobaktériumok korében,

kiléndsen az Oceanospirillales és a Chromatialegeiden.



» A citokrom c4-et eddig a légzési elektrontranszport lancban
helyezték el. Ezzel szemben mi kimutattuk, hogy #ob
kénbaktériumokban a citokront, az anaerob fotoszintetikus

elektrontranszport lancban foglal helyet.
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