Bevezetes

A dolgozatban egy citokrom c4 felfedezésérdl és tulajdonsagairdl szdmolunk be,
melyet a Thiocapsa roseopersicina bibor kénbaktériumbol tisztitottunk. A citokrom cq4
fehérjét kombindlt redox és abszorpcios, illetve CD spektroszkopiai moddszerrel
karakterizaltuk, s felhasznaltunk DSC méréseket is. A mérési adatok alapjan a fehérjét a
¢4 citokromok csalddjaba sorolhatjuk. Kifejlesztettiink egy 1) tomegspektroszkdpiai
modszert, mellyel meghatdroztuk a fehérje szekvencidjat. A szekvencia alatamasztotta,
hogy valoban egy citokrom c, fehérjét izolaltunk. Ez az elsé tisztitott és azonositott

citokrom ¢4 fehérje, melyet anaerob fototrof baktériumbol izolaltak.

Célkitiizések

Elsédleges célunk az volt, hogy redox fehérjéket tisztitsunk a Thiocapsa
roseopersicina fotoszintetizald bibor kénbaktériumbdl., hogy megértsiik az elektron
transzport lanc szerkezetét és miikodését.

Ezen beliil figyelmiinket egy citokrém fehérjére forditottuk, s meghataroztuk

e azelsddleges szerkezetét a legujabb tomegspektrometriai modszerekkel,

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

e oxigén érzékenységét, ami annak fényében kiilondsen érdekes, hogy az
organizmus csak anaerob koriilmények kozott fotoszintetizal,

o ¢rzékenységét a magas homérsékletre, mivel az organizmus magas
hémérsékleten €letképtelen,

e az oxigén és a hdmérséklet hatasat a fehérje szerkezetére,

e valamint megvizsgaltuk a fehérje filogenetikai kapcsolatait is.

Végiil az 6sszes fent emlitett informacio birtokdban kovetkeztetéseket vontunk le a

crer

lancaban is.

Anyagok és Modszerek

A fehérjéket a Thiocapsa roseopersicina sejtekbol acetonos kezeléssel vontuk ki. A

keletkezett fehérje port 12 6ran keresztiil desztillalt vizben kevertettiik, hogy az oldhtad



fehérjéket megkapjuk. A tisztitds elsd 1épése egy anioncseréld batch kromatografia,
melyet hidrofob kromatografia és két Gjabb anioncseréld kromatografia kovetett. A
kromatografaldsokat egy FPLC késziilék segitségével végeztik. A fehérje frakciok
tisztasadgat és az egyes fehérjék molekulasulyat SDS-PAGE segitségével hataroztuk
meg.

A citokrobm hem tartalmit a piridin-hemokromogén modszerrel, a fehérje

koncentraciokat pedig a Bradford mddszerrel hataroztuk meg.

A tomegspektrometriai mérésekhez haszndlt emésztési stratégia soran a fehérjét
harom kiilonb6z0 proteolitikus enzim kombinacidjaval hasitottuk, mely négy kiilonb6z6
emésztett fragmentumot eredményezett. Minden mérést az IT-FTICR hibrid késziiléken
végeztiink. A legtobb mérés esetén az emésztéseket a késziilékhez kapcsolt reverz-
fazistt micro-folyadék kromatograffal valasztottuk el. A frakcidk ezutdn keriiltek a
tomegspektrografba. A teljes tomegspektrumokat az FTICR-ban mértik meg, a
kivalasztott ionokat (MS/MS) pedig az IT-ban analizaltuk. A peptid szekvencidk
tobbségét az MS/MS spektrumokbol allapitottuk meg a miiszerhez tartozo szoftver

segitségével.

A citokrom redox potencidljat egy hazi készitésii spektro-elektrokémiai cellaban
mértilk meg. A kivant redox potencial értéket egy potenciosztat segitségével allitottuk
be.

A CD spektrumokat a tavoli UV (190-250 nm) és a kozeli UV — lathato (250-700
nm) tartomanyban vettilkk fel. A hdémérsékletfiiggd méréseket anaerob és aerob
koriilmények kozott végeztiink.

Hoémérsekletfiiggd abszorpcids (UV-lathatd) és DSC mérések szolgaltattak tovabbi

informaciodkat.



Eredmények és megbeszélésiik

A citokrom ¢4 két hemet tartalmaz molekulanként, amit el0szor a piridin
hemokromogén moddszerrel allapitottunk meg, s amit a tomegspektroszkoppal kapott
szekvencia adatok alatdmasztottak.

A proteolitikus emésztésb6l szarmazd peptidekeveréket tomegspektrograffal
analizaltuk. A leggyakrabban el6forduld ionokat tabldzatba foglaltuk. Minden egyes
peptidet ezek utan MS/MS analizissel szekvendltunk. A maximum 14 amindsavat
tartalmazé peptideket (kb. 1500 Da tomegig) viszonylag egyszerii volt szekvenalni. Az
ennél hosszabb peptidek szekvenaldsa joval nehezebb feladatnak bizonyult. Az Gsszes
peptidszekvencia Osszekapcsoldsa eredményezte a Thiocapsa roseopersicina citokrém
cs szekvenciajat. Legjobb tudomasunk szerint pillanatnyilag ez a leghosszabb fehérje
amit kizarolag tomegspetroszkopiai modszerekkel szekvenaltak.

TDGHQAAAPQ VGDPQAGEAK ANGVCLACHG PQGNSLVPLW PKLAGQHPEY
IVKQLMDFKQ RRANEQMTPM AMPLTDQEVL DLAAYYATQP KTPGAADPEL
ASKGESLYRW GNPETGVPAC SGCHGPAGGA GQSLAKFPRL SAQHADYTKOQ
TLEHFRGALR ANDPNGMMRG AAARLSDQEL AAVSQYLQGL SO

Az altalunk kidolgozott tomegspektroszkopiai moddszer gyakran gyorsabb ¢és

egyszerilibb mint a fehérje szekvencia meghatarozasa géntechnoldgiai mddszerrel.

A citokrom c4 hottiré fehérjének bizonyult, amennyiben anaerob koriilmények kdzott
tartjuk. Bebizonyitottuk, hogy magas hdmérsékleten az oxigén irreverzibilis
mely magas hémérsékleten felszabadul a metionin kotésbol. Kimutattuk, hogy a
metionin-Fe kotésnek meghatarozd szerepe van a fehérje szerkezet fenntartasaban
valamint kulcsszerepet jatszik a fehérje denaturalodéséaban.

A citokrom cs—nek eddig a 1égzési elektron transzport ldncban volt feltételezett
szerepe, kozel az elektron transzport lanc termindlis oxidaldo végéhez. Egy ilyen
citokrom felfedezése egy anaerob fotoszintetizalo organizmusban kétségessé teszi ezt a
feltevést. A Thiocapsa roseopersicinaban a citokrom c4 a fotoszintetikus elektron
transzport lancban kell helyet foglaljon. Mivel a redox potencidlja 237 + 5 mV, illetve
268 £ 6 mV a két hem esetében, ugy gondoljuk, hogy a citokrém c4 a citokrom b/c; és a

reakciocentrum tetrahem citokrémja kozott foglal helyet.



Filogenetikai vizsgaloddsaink azt mutattdk, hogy a citokrom c4 igen elterjedt a y-
proteobaktériumok kozott. Ez valosziniisiti, hogy periplazmikus elektron hordozo
szerepe altalanos lehet.

A bibor nem-kén baktériumok esetében ezt a szerepet a citokrom c; jatssza.
Kézenfekvo feltételezni, hogy a bibor kénbaktériumok esetében a dihem citokrom cq4

koti 6ssze a kén metabolizmust a fotofoszforilacios ciklussal.

Tézispontok

o Kitisztitottunk egy 0j citokromot a Thiocapsa roseopersicindbol. Ez az elsd
fotoszintetikus baktériumbdl tisztitott és azonositott citokrom cy.

e Meghataroztuk a citokrom c¢4 szekvencidjat. A Thiocapsa roseopersicina
citokrom ¢4 a legnagyobb  fehérje melynek  szekvencigjat  kizardlag
tomegspektroszkopiai modszerekkel meghataroztak.

e Kidolgoztunk egy 1j, tomegspektroszkopot felhasznald szekvenalasi modszert,
mely versenyképes az indirekt, DNS alapt szekvenalasi modszerrel.

e Meghataroztuk a citokrom c4 CD és abszorpcios spektroszkopiai tulajdonsagait,
s korrelaltuk azokat a fehérje struktaralis tulajdonsagaival.

e Meghataroztuk a 7. roseopersicina citokrom c4 redox potencial értékét.

e Felfedeztik, hogy a citokrom cs hétiré fehérje, s redukalt allapotban,
oxigénmentes kdrnyezetben igen stabil szerkezettel rendelkezik. Oxigén jelenlétében,
oxidalt allapotban melegités hatdsara irreverzibilis konformécios valtozasok zajlanak le,
s ezzel inicializalja a konformacios valtozasokat.

o Filogenetikai vizsgalddasaink soran megallapitottuk, hogy ez a fajta citokrém
igen elterjedt a y-proteobaktériumok korében, kiilondsen az Oceanospirillales és a
Chromatiales rendekben.

e A citokrom c4-et eddig a 1égzési elektrontranszport lancban helyezték el. Ezzel
szemben mi kimutattuk, hogy a bibor kénbaktériumokban a citokrém c4 az anaerob

fotoszintetikus elektrontranszport lancban foglal helyet.
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