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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

3-HA: 3-hidroxi-alkansav

3-HB: 3-hidroxi-vajsav

3-HV: 3-hidroxi-valeridnsav

Amp: Ampicillin

DMSO: dimetil-szulfoxid

dNTP: dezoxinukleozid trifoszfat

dPHA: denaturalt polihidroxi-alkdnsav szemcse
EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav

EPS: exopoliszacharid

HT tdpoldat: a hidrogén termelési szakaszhoz haszndlt tdpoldat
Km: kanamicin

LB: Luria-Bertani tapoldat

NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADP: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NC: nitrogén fixal6 korilmények

nPHA: nativ polihidroxi-alkdnsav szemcse

ORF: nyitott leolvasasi keret

PC: fotoautotrof kdrilmények

PCR: polimeraz lancreakcio

PHA: polihidroxi-alkdnsav

ksIPHA: kdzepes szén-lancu polihidroxi-alkansavak
rsIPHA: révid szén-lancu polihidroxi-alkansavak
PHB: polihidroxi-vajsav

PHB4B: poli (3-hidroxi-vajsav-ko-4-hidroxi-vajsav)
PHBV: poli (3-hidroxi-vajsav-ko-3-hidroxi-valeriansav)
PR tapoldat: a polihidroxi-alkansavak raktarozasahoz hasznalt tapoldat
rATP: ribo-adenozin trifoszfat

rpm: percenkénti fordulatszam

SDS: natrium-dodecil-szulfat



“Igen, barataim, szentll hiszem, hogy a vizet egy szép napon még tlizel6anyagként fogjak
folhasznalni, és alkotéelemei, a hidrogén és az oxigén, egymastdl elkilonitve; de egylttesen
alkalmazva, kimerithetetlen hé- és fényforrast jelentenek majd, hatasfokuk pedig akkora
lesz, amekkora szénnel soha el nem érhetd. Egyszer még eljon az id6, amikor a g6z6s6k
kamrait és a mozdonyok szerkocsijat szén helyett slritett gdzzal toltik meg, amely sohasem
sejtett hatdsfoku hémennyiséget termel majd a kazanokban. Nincs tehat mit6l félniink. A
fold, amig csak lakott lesz, ki is elégiti lakoi sziikségleteit, s az emberiség sohasem szenved
majd hidnyt sem fényben, sem melegben, mint ahogy nem nélkiil6zi majd a névényvilag, az
asvanyvilag vagy az allatvilag termékeit sem. Hiszem tehat, hogy ha a szénbdnyak egyszer
csakugyan kimertlnek, az emberiség vizzel f(iti a gépek kazanjat s a lakdsok tlizhelyét. A viz a

jové szene.”

Jules Verne: A rejtelmes sziget (1874; Forditotta: Majtényi Zoltan)



2. BEVEZETES

A nagy mértékdl technikai fejl6dés kényelmesebbé tette életlinket, azonban dltala az
energiafelhasznalds nagysagrendekkel novekedett. A 21. szazadban driasi fenyegetést jelent
a globdlis kornyezeti és energia valsag, mellyel most mar elkerilhetetlenll szembe kell
néznie az emberiségnek. Az éIl6 anyagok az évmilliok alatt, szerves (fosszilis)
energiahordozéva alakultak at. Ezen energiahordozdk tartalékainak egyre gyorsuld tGtem(
felhasznaldsaval, a megkotott szén-dioxid néhany évtized alatt visszakerilt a légkorbe, ami a
globalis klimavaltozast eredményezett (Cammack és mts., 2001; Pimentel, 1991).

igy az emberiség el6tt alld egyik legfontosabb feladat a fosszilis energiahordozdk
minél el6bbi kivaltasa. A fosszilis energiahordozdkat felvaltéd energiahordozdkkal szemben
tdmasztott alapvetd elvdrdsok kozé tartozik, hogy megujuld forrasbdl szdrmazzanak,
kdrnyezetbaratok és konnyen tarolhatdak legyenek, valamint hosszu tdvon képesek legyenek
fedezni az egyre novekvd energia igényeket.

A molekularis hidrogén megfelel a fenti kovetelményeknek (Cammack és mts., 2001)
mivel egy nagyon tiszta energiahordozd, a bel6le torténd energia felszabaditas sordn csak viz
keletkezik.

A hidrogén el6allitdsdhoz protonokra és alacsony redox potenciallal rendelkezé
elektronokra van szilikség. A ma leggyakrabban hasznalt hidrogéntermeld eljarasokban a H,-t
kémiai maddszerekkel (pl.: a viz elektrolizise) allitjdk el6. A fosszilis energiahordozdk
felhasznaldsan alapuld kémiai moddszereket idGszer(i lenne felvaltania a bioldgiai uton
torténd H, elSallitasi folyamatoknak, mivel minden bioldgiai hidrogéntermelési folyamatban
az alapvetd energiaforras a Nap és az igy termelt hidrogénben eltarolt energia végss soron a
Napbdl érkezs6 és fotoszintézis soran megkotott fényenergiabdl szarmazik, ezért a bioldgiai
Uton el&allitott hidrogén (biohidrogén) megujulé energiahordozé.

A fotoszintézishez szdmos olyan biokémiai folyamat is kapcsolddik, amely sordn
értékes biopolimerek képz6dnek és raktdarozédnak a sejtekben (Fuller, 1995; Price és
Kheshgi, 2005). Ezek a fototrof mikroorganizmusok altal raktarozott biopolimerek (pl.
polihidroxi-alkdnsavak, glikogén stb.) szén és “redukald erd” forrast jelentenek, melyek
bontdsa soran felszabaduld elektronok, megfelel6 korilmények kozott H, termelésre is

felhasznalhatodak.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. BIOLOGIAI HIDROGEN TERMELES

A bioldgiai hidrogén termel6 folyamatok a kdvetkez6 képen csoportosithatdak:
1. Fotobioldgiai hidrogén termelés
a) Fotoautotrof hidrogén termelés
b) Fotoheterotrof hidrogén termelés
2. Sotét fermentdciohoz kapcsolt hidrogén termelés
3. Egyéb folyamatokhoz kapcsolt hidrogén termelés
A bioldgiai rendszerekben jelenleg két olyan enzimcsalad ismert, amely képes hidrogén

A hidrogendz enzimek olyan &si fehérjék, amelyek a természetben el6forduld
legegyszerlibb molekula, a H, képz6dését vagy elbontdsat katalizaljak, vagyis kizardlag a
hidrogén-metabolizmusra specializalddtak.

A nitrogenazok f6 feladata a légkori nitrogén megkotése, melynek soran jelentGs
mennyiségl H, szabadul fel.

Korabbi kézleményekben leirtdk, hogy a bioldgiai hidrogén termelés hatékonysagat
alapvetéen két f6 tényez6 hatdrozza meg: a hidrogenazok és nitrogendzok aktivitdsa és
mennyisége a sejtekben (Hallenbeck és Benemann, 2002), valamint a kiilonb6zé metabolikus
folyamatok soran, ezen enzimekre irdnyuld elektrondramlas mértéke (Jeong és Jouanneau,

2000).

3.2. FOTOBIOLOGIAI HIDROGEN TERMELES

A fotdbiolégiai hidrogén termelésre a fotoautotréf és fotoheterotrof
mikroorganizmusok képesek. A mikro algdk és a cianobaktériumok és egyes bibor
baktériumok fotdautréf hidrogén termel6k, mivel képesek a CO,—t, mint egyetlen szénforrast
fényenergia segitségével hasznositani. A fotoheterotrdf hidrogén termelék a nitrogén fixald

mikroorganizmusok, melyek a nitrogendz enzimet hasznaljak ehhez a folyamathoz.



3.2.1. FOTOAUTOTROF HIDROGEN TERMELES

A mikroalgadk és cianobaktériumok, az aerob fotoszintézis soran a fényenergia
segitségével, a CO,-t, energia gazdag szerves komponensek [C, (H;0),] szintézisére
hasznaljak fel.

Anaaerob korilmények kozott ezen organizmusok kettes fotokémiai rendszer (PSIl) a
kdzvetlen fotolizis révén a elhasitja a viz molekulat és a keletkez6 elektronok a ferredoxinon
(Fd) keresztul a hidrogenazra kertilnek és hidrogén termelésre felhasznalhatdak.

A hidrogenaz m(ikodését és a vizbontast mindenképp el kell valasztani egymastél (ez
a kozvetett fotolizis), mert a keletkez6 oxigén inaktivalja a hidrogenazokat (Sasikala és mts.,
1993) és expresszidjukat is gdatolja (Sawers és mts., 1999). Ha a két folyamatot idGben
elvalasztjuk egymadstdl a felszabaduld elektron energidja széndioxid asszimildcidra,illetve
keményit6képzésre forditédik és sotétben, anaerob korilmények kozott, amikor a
fotoszintézis szlinetel, a tartaléktapanyagban raktarozott energia hidrogéntermelésre
fordithatd.

Erre egy nagyon j6 példa a heterocisztds cianobaktériumok. A heterocisztak olyan
specializalédott sejtek, melyekben nem térténik vizbontds, igy a nitrogenaz védett az O,
gatld hatdsatdl. Ezen sejteket a vegetativ sejtek latjdk el szubsztratokkal és tapanyaggal.
Habar a kozvetlen biofotolizis kecsegtet6 lehetGséget kindl a hidrogén termelésre, a
hidrogenazok O, érzékenysége és a fényenergia atalitdsanak kis hatékonysaga limitalo
tényez6k.

A bibor kén fotoszintetizalé6 baktériumok néhany képvisel6je képes ugyancsak
fotoautotréf hidrogén termelésre, de mivel egyetlen fotorendszer(ik viz bontdsdra nem
képes, ezért elektrondonorként redukalt szerves kénvegyileteket hasznalnak (pl. Thiocapsa

roseopersicina ;Pfennig és Triipper, 1991).

3.2.2. FOTOHETEROTROF HIDROGEN TERMELES

A bibor fotoszintetizalé baktériumok csak egy fotokémiai rendszerrel rendelkeznek,
mely nem képes a viz bontdsara. Ezen baktériumok, anaerob korilmények kozott, kis szerves

szubsztratokbdl nyerik az elektronokat, melyek a membran, elektrontranszportban részt



vevé komponenseire keriil. Az elektrontranszport lanc mikddése sordan protongradiens
alakul ki, mely ATP szintézisre forditodik.

A hidrogén termelést itt a nitrogendzok katalizaljdk, a ferredoxin altal tovabbitott
elektronokat hasznalva. Ammodnia hidnydban ezen elektronok, az ATP-ben raktdrozott
energidt felhaszndlva, a légkori nitrogén fixdldsara forditédnak és melléktermékként
hidrogén képzddik. N, hidanydban ezen enzim ATP fligg6 hidrogendzként m(ikodik és az
Osszes, ferredoxin dltal tovabbitott elektront H, termelésre hasznalja fel (Thorney és Lowe,
1983; Liang és Burris, 1988).

Ezen hidrogéntermeld rendszer hatranya a reakcié nagy energiaigénye (4 ATP/ H,).

3.3. A SOTET FERMENTACIOHOZ KAPCSOLT HIDROGEN TERMELES

Szamos  anaerob  mikroorganizmus  képes  hidrogént termelni.  Ezen
mikroorganizmusok a szerves szubsztratokat (hexdz) kisméretl szerves savakkd (ecetsav,
vajsav, tejsav stb.) redukdljdk, mikdzben a sejten bellli folyamatok szamara elegendé
energiat termelnek (Akkerman és mts., 2003). Ezen folyamatokhoz nem sziikséges plusz
energiat befektetni, mint a fotobioldgiai hidrogén termelés esetében a fényenergiat.

Az anaerob és fakultativ anaerob mikroorganizmusokban a metabolikus
folyamatokhoz sajadtos mechanizmusok szilikségesek, hogy a sejtekben szabdlyozzdk az
elektronok dramldsat. Ezen szabalyozé mechanizmusok egyike a mikroorganizmusok azon
képessége, hogy a hidrogendzok altal termelt hidrogén formajdban képesek megszabadulni a
folosleges elektronoktdl. Nagyon gyakran ezen hidrogenazok képesek a hidrogén
visszavételére is. A hidrogén oxidacidja soran nyert elektronok a quinon raktaron keresztil a
NAD" redukcidjara forditddnak. Ezen hidrogenazok szerepe a redukalé dgensek termelése,
mely felhasznalhatdak a kiilonbo6z6 sejten beliili folyamatokban (Akkerman és mts., 2003).

A sotét fermentacidn alapulé hidrogén termelés egyik el6nye, hogy a
mikroorganizmusok szerves szubsztrdtokat hasznalva éjjel-nappal képesek hidrogént
termelni.

A szigoruan anaerob Clostridia fajok, egyes bél- és termofil baktériumok, mint

Caldicellulosiruptor fajok a legjobb hidrogén termel&k kozé tartoznak.
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A szigoruan anaerob fajok rendkivil érzékenyek az O, de kevert kultirdkban
alkalmazva, a fakultativ anaerobok nagyon gyorsan képesek elhasznalni az O, és a
bioreaktorban visszaallitani az anaerob koriilményeket.

A fakultativ anaerobok mintaként szolgalhatnak, hogy oxigén tolerans hidrogenazokat
taldljunk és az erre iranyuld kutatdsok nagyon igéretesek a biohidrogén jovéje

szempontjabdl (Duche és mts., 2005; Vincent és mts., 2007).

3.4. A HIDROGENAZOK

A hidrogenazok olyan fém tartalmu enzimek, amelyek képesek a hidrogén bontasat

és képzddését is katalizalni (Cammack és mts., 2001; Vignais és Billoud, 2007; Vignais, 2008).

2H" +2e = H, H, = 2H" + 2¢

A reakcid reverzibilis és irdnyitottsdga az enzimmel kélcsénhaté H,/H™ illetve a masik partner
aktualis redox potencialjatdl fligg.

Az enzimek sokszor elényben részesitik a hidrogén felvételét, vagy a hidrogén
termelését, de vannak “kétirdnyd” hidrogenazok, melyek mindkét folyamatot képesek
katalizalni a sejt redox allapotatdl fliggéen (Vignais és Billoud, 2007; Vignais, 2008).

A hidrogendzok f6leg Archeabaktériumokban és Eubaktériumokban fellelhet6
enzimek, de néhany eukariéta organizmusban (pl.: algdkban) is megtalalhatdak (Vignais,
2008).

A molekuldris hidrogénbdl szarmazé elektronokat szamos mikroba hasznositja aerob
vagy anaerob energia-konzervdlé folyamatokban (pl.: metanogenezis, szulfat redukcid,
fotoszintetikus CO, fixacio, anaerob légzés (Vignais és Billoud, 2001; Vignais, 2008).

A sejtekben taldlhatd hidrogenazok eltérhetnek sejten belil betoltott szerepikben,
elhelyezkedésiikben, redox partnereikben és felépitésiikben is.

A hidrogenazokat az aktiv centrum fém tartalma alapjan, harom f6 csoportba
soroljak: Ni és Fe atomot tartalmazé [NiFe]-, a két Fe atomot tartalmazo [FeFe]-, illetve Fe-S
kockdkat nem tartalmazé és specialis Fe tartalmu kofaktort tartalmazé hidrogenazok (Hmd

enzim, [Fe]-hidrogendzok). A hdrom f6 osztdlyon belil a hidrogenazokat tovabb
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csoportositjak a specifikus elektron donorok és akceptorok (NAD, citokrémok, F420 koenzim,
vagy ferredoxinok), illetve az enzim elhelyezkedése alapjan (membrdn kotott,

citoplazmatikus enzimekre (Vignais és Billoud, 2007).

3.4.1. A [NIFE] HIDROGENAZOK

A [NiFe]- hidrogendzok a leggyakoribb és a legalapbaab tanulmanyozott
hidrogenazokHeterodimer felépitésii enzimek, melyek egy kb. 60 kDa méretii nagy és egy
kb. 30 kDa-os kis alegységet tartalmaznak (1. dbra). Az alegységek mérete konzervalt. A nagy
alegység tartalmazza az aktiv centrumot. A kis alegység tartalmaz két [4Fe-4S] és egy [3Fe-
4S] kockat, melyek az elektronok az aktiv centrum/a fehérje felszini régiéi felé, vagy a redox
partner iranyaban torténd szallitasaban jatszanak szerepet (Cammack és mts., 2001). Ezen
hidrogenazok [NiFe] aktiv centruma a nagy alegységben taldlhaté, melyet négy cisztein
aminosav formalta diszulfid hidak rogzitik a fehérjéhez. A vas atomhoz specidlis ligandok, egy

CO és két CN' csoport kapcsolddik (Volbeda és mts., 1995; Fontecilla-Camps és mts., 1997).

Aktiv centrum

Nagy alegység

[Fe-S] kockak
Kis alegység

1. dbra. A Desulfovibrio vulgaris NiFe hidrogendzanak kristalyszerkezete (Frey, 2002).
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3.4.2. A [FEFE] HIDROGENAZOK

Ezen hidrogenazok az anaerob fermentativ, szulfatredukalé baktériumokban
fordulnak eld, és az egyetlen, eukaridtakban is megtalalhaté enzimek. A [FeFe] hidrogenazok
katalitikus centruma, az un. H-klaszter egy [4Fe-4S] kockat tartalmaz, melyet egy cisztein egy
2Fe alkotéshez kapcsol. Mindkét vasatomhoz egy-egy CO és CN’ ligand kotddik. A [FeFe]
hidrogenazok kozott taldlunk monomereket, homodimereket, de akdr heterotrimer vagy

heterotetramer szerkezet(eket is (Fritsche és mts., 1999; Vignais és mts., 2001).

3.4.3. A [FE] HIDROGENAZOK

A [Fe] hidrogenazokat szerepik alapjan Hmd (H2 termeb
meteniltetrahidrometanopteriredidrogendghidrogenazoknak is nevezik. Két, azonos méret(
(38 kDa) alegységet tartalmaznak. Methanothermobacter marburgensis-ben felfedezett és
leirt homodimer enzimek, melyek aktiv centrumaban egyetlen, nem redox aktiv Fe atom
helyezkedik el egy specialis piridon kofaktorhoz kototten (Shima és mts., 2007). Ezen
enzimek nem tartalmaznak [Fe-S] kockdkat. Szdmos metanogén baktériumban a CO, és a H,
metdnna vald konverzidéjat katalizaljak (Thauer, 1998), de nem képesek az aldbbi reakcidt

katalizalni: 2H" + 2 = H,.

3.5. A NITROGENAZOK

A nitrogén az élethez nélkilozhetetlen kémiai elem, szamos kulcsfontossagu
biomolekula (pl. fehérjék, nukleinsavak stb.) fontos komponense. A bioszféra legnagyobb
nitrogén raktara a légkori nitrogén (N;), ami kémiailag semleges N forrast jelent. Ez a legtobb
él6lény szamara elérhetetlen. A nitrogenazok alapvets szerepe a légkori N, bejuttatdsa a bio-
geokémiai N ciklusba. A N, redukcié sordn két molekula ammaodnia keletkezik. A nitrogenaz
egy nagy energia igényld, fémtartalmu katalizdtor, mely kizdrélag prokaridtakban
(Eubaktériumokban és Archeabaktériumokban) fordul elé.

Jelenleg négy kiilonb6z6 tipusu nitrogenazt ismeriink, melyek mindegyike egyedi
génkészlet altal kddolt (nif, vnf, anf, st), sajatos fémtartalmua aktiv centrummal rendelkezik

(Burgess és Lowe, 1996; Eady, 1996).
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A négy ismert nitrogenaz:
e amolibdén tartalmu nitrogenaz ([MoFe] nitrogenaz)
e avas tartalmu nitrogenaz ([FeFe] nitrogenaz)
* avanadium tartalmu nitrogenaz ([VFe] nitrogenaz)
* a Streptomyces thermoautotrophicus nitrogendaza (St-nitrogenaz)

A nitrogenazok els6é harom tipusa szerkezetileg hasonld. Eltérést csak az aktiv bimetal
centrumokban taldlunk, ahol a vas mellett molibdént ([MoFe] nitrogenaz), egy madsik vas
atomot ([Fe-Fe] nitrogenadz), illetve vanadium atomot ([V-Fe] nitrogenaz) tartalmaznak. A
legszélesebb korben el6fordulé a [MoFe] nitrogenaz, mely - az S. thermoautotrophicus-t
kivéve - minden nitrogén fixdlasra képes organizmusban el6fordul és az elsédleges
nitrogenaz.

A [Fe-Fe] illetve a [V-Fe] alternativ nitrogenazok el6forduldsa teljesen véletlenszer(
(Newton, 2005). A harom nitrogenaz kifejez6dését a kornyezet Mo és V tartalma hatarozza
meg (Pau, 1994). A nitrogenazok kifejez6désének “fémfliggésége” fizioldgiailag el6nyés,
mivel a nitrogén redukciot a leghatékonyabb a [Mo-Fe] nitrogenaz katalizdlja, ezt koveti a [V-
Fe] nitrogenaz, majd a [Fe-Fe] nitrogenaz, mely a legkevésbé hatékony.

A S. thermoautrophicus termofil baktériumban egy egyedi nitrogenazt (St-
nitrogenazt) irtak le, mely sajatos szerkezettel rendelkezik. A [MoFe] nitrogenazhoz valo
hasonldsaga kimeril abban, hogy a fehérje ugyancsak két alegységhdl épiil fel és Mo, Fe és

S* tartalmaz (Ribbe és mts., 1997).

3.5.1. A [MOFE] NITROGENAZ

A leggyakoribb és legismertebb nitrogendz, mely aktiv centrumdban [FeMo] kofaktort
helyezkedik el. Az enzim két alegységet tartalmaz: a [Fe] fehérjét (dinitrogendz reduktazt
vagy Il. komponenst) és molibdén-vas [MoFe] fehérjét (dinitrogendzt vagy |. komponenst).

A nitrogendz az alabbi reakcidt katalizalja:

N, +8e-+8H +16 ATP —— 2 NH;+ H, + 16 ADP +16 Pi
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3.5.11. A [FE] FEHERJE

A [Fe] fehérje (nifH) egy kb. 64 kDa méret(i két azonos alegységet tartalmazo fehérje.
Mindegyik alegység egy MgATP/MgADP kotS helyet tartalmaz a fehérje belsejében. A két
alegységet egyetlen [4Fe-4S] centrum kapcsolja 6ssze (Georgiadis és mts., 1992).

A N, fixalds mechanizmusaban a [Fe] fehérjének harom f6 szerepe van (Newton, 2005 ;
Burgess és Lowe, 1996 ):
* a[MoFe] fehérje elektron donorja,
e MgATP hidroliziséhez kapcsolt egyirdnyu- hatékony elektrontranszfert tesz lehetévé
a [MoFe] fehérje irdnyaba,
e részt vesz a [MoFe] fehérje bioszintézisében és érésében.

Tovabba, szerepe lehet az alternativ nitrogén fixald rendszerek szabalyozdsaban is.

35.12. A [MOFEJFEHERJE

A [MoFe] fehérje (nifDK) egy a, B, struktirat mutatd tetramer szerkezetl fehérje,
melynek molekulatémege 230 kDa. A fehérje két par sajatos csoportba szervez6d6 fém
centrumot tartalmaz: a P strukturat ([8Fe-7S]) és a [FeMo] kofactort ([7Fe-Mo-9S-
homocitrat-X]).

Minden a alegység belsejében egy-egy [FeMo] kofaktor helyezkedik el, mig a P struktura a
fehérje felszin kozelében, az ap alegységek 6sszekapcsoldédasanal lokalizalédik (2A. abra).

Szamos kisérlet igazolta, hogy a P struktura els6dleges funkcidja a [Fe] fehérjétdl
szarmazo elektronok taroldsa, majd tovabbitasa a [FeMo] kofaktorhoz kapcsolédd
szubsztratra (Peters és mts., 1997).

A [FeMo]-kofaktor a szubsztrat kotédés és redukcid helye. A fémkotések, [4Fe-3S] és a
[3Fe-Mo0-3S] centrumokba rendez6dnek, melyeket az ismeretlen X- atom és harom
szervetlen szulfid kapcsol dssze.

A Mo atomhoz tovdbbd kapcsolddik egy R-homocitrat is, melynek szerepe még

szintén nem teljesen tisztazott.
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Fe fehérje

(A) __®

ATP

ADP + Pi
3

Fe fehérje
ciklusa

”»NH3
/» MoFe fehérje
ciklusa

& N2

MoFe fehérje

2. abra. A [Fe] fehérje és a [MoFe] fehérje szerkezete (A) és ciklusa (B) (Seefeldt és mts.,

2009)

3.5.2. A [MOFE] NITROGENAZ ES A SZUBSZTRAT REDUKCIOJA

A szubsztrat redukcidhoz a [MoFe] és [Fe] fehérjék Osszekapcsolddasa sziikséges,

mely egy komplexet alkotva képes a MgATP hidrolizisére, illetve az ehhez kapcsolt
intramolekuldris elektron transzfer el&feltétele.
A rontgen krisztallografiai vizsgalatok (Jang és mts., 2000; Chiu és mts., 2001) azt mutatjak,
hogy az Azotobacter vinelandii nitrogendzaban a két fehérje egy (aPy.), szerkezet(i oktamer
strukturat vesz fel, melyben minden aB [MoFe] fehérje alegység egy [Fe] fehérjét (y,)
tartalmaz.

A nitrogenaz miikodésének atfogd kinetikai modellje (2B. abra) megmutatja a
katalitikus reakcid minden egyes |épését (Lowe és Thorneley, 1984). A modell alapjat két
egybefonddd ciklus képezi: a [Fe] fehérje és a [MoFe] fehérje redox ciklusa. A Fe fehérje

szerepe a nitrogenaz mikodésben egy hdrom Iépésbdl allo folyamatként hatarozhatd meg,
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mely soran két MgATP hidroliziséhez kapcsoltan, egy elektron tovabbitédik a [FeMo]
kofaktor felé.

A N, redukcidé sordn a [FeMo] kofaktornak nyolc elektront kell fogadnia, mikézben
minden [Fe] fehérje megkotésekor csak egy elektron tovabbitédik. A [Fe] fehérje egy
elektronos ciklusa és a [MoFe] fehérje 8 elektronos ciklusa (Eq—Eg) 0sszekapcsolddik, mely a
[MoFe] fehérje folyamatos redukaltsagahoz vezet.

A nitrogendz m(ikodésének ezen modellje, szamos lényeges megfigyelést dbrazol.
Példaul ismert, hogy a [MoFe] fehérjének harom vagy négy elektront (E3 vagy E4) kell
raktaroznia a N, megkotése el6tt (Thorneley és Lowe, 1985), tovabba a N, megkotése egy H,
molekula felszabaduldsaval jar (Liang és Burris, 1988; Simpson és Burris, 1984). A nitrogén
molekula hidnyaban, a [MoFe] fehérje csak alacsony redukaltsagi (En) allapotba juthat,
mikozben H,-t termel. A N, és proton mellett a nitrogenaz szdmos kisméret(l kettds illetve
harmas kotést tartalmazd vegyiletet képes redukdlni, pl. az acetilén (C,H,) redukcidja
etilénné (C,H4). Ez a leggyakrabban hasznalt mddszer a nitrogendz aktivitds nyomon

kovetésére (Burgess és Lowe, 1996).

3.5.3. A[VFE]-Es [FEFE]- NITROGENAZOK

Az aktiv centrumban vanadiumot tartalmazd [VFe] nitrogenazt talaltak szamos aerob-
(pl.: A. vinelandii), fototrof baktériumban (pl.: Anabena variabilis) illetve Archedban (pl.:
Methanosarcina barkeri) is.

A [FeFe] nitrogendzt el6sz6r A. vinelandii-ban azonositottak Chisnell és mts., (1988).
Tovabbi [FeFe] nitrogendzt talaltak, Rhodobacter capsulatus és Rhodospirillum rubrum
fajokban is.

Mind a [VFe], mind a [FeFe] fehérjék az a és B alegység mellett tartalmaznak, egy
harmadik & alegységet, melynek eredménye egy a,B,6, Osszetétel. A [VFe] és [FeFe]
nitrogenazok aktivitdsdhoz nélkilozhetetlenek a 6 alegységek (~15 kDa). Ezek a [VFe]
(feltehet6en a [FeFe] fehérjék esetében is) fehérjék bioszintézise soran és azt kovetben is a
fehérjéhez kapcsoltak. Ezzel ellentétben a [MoFe] fehérjék esetében a 6 alegység, az érés
nagyon késGi szakaszdban levalik a fehérjérél. A [VFe] és a [FeFe] fehérjék is tartalmaznak P

szerkezetet és kofaktorokat.
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A kilonb6z6 fajokbdl szarmazé [MoFe] nitrogendzok &sszehasonlitdsa soran
tapasztalt szekvencia azonossag, a kiilonbo6z6 [VFe], illetve a [FeFe] nitrogenazok esetében is
megfigyelhet6. Ez a nagyfokd azonossdg azt sugallja, hogy ezen nitrogenazok hasonlé

szerkezeti és miikddési sajatossagokkal rendelkezdé 6si enzimek.

3.5.4. A NITROGENAZOK SZEREPE A HIDROGEN TERMELESBEN

A kilonb6z6 katalitikus fémtartalommal rendelkez6 enzimek nagyon eltéré
hatékonysaggal termelnek hidrogént. Ugyan mindegyik enzim termel némi hidrogént
mikdzben a N,-t ammonidva redukaljak, de a sztéhiometridjuk nagyon kiilonb6z6 (Eady,

1996).

Molibdén enzimek: N, + 8H" + 8e™ = 2NH; + 1H,
Vandadium enzimek: N, + 12H" + 12e” = 2NH3 + 3H,
Vas enzimek: N, + 21H" + 21e” = 2NH; + 7.5H,

Mivel ezen reakciok meglehetésen nagy energia igénnyel rendelkeznek (2 ATP/
elektron; Eady, 1996), minden egyes H, molekula el6allitdsdhoz 4 ATP-re van sziikség. A N,
redukcidhoz kapcsolt H, termelés nagy pazarlasnak tlinik, de ez, az enzim megfelel6
mUkodéséhez nélkilozhetetlen folyamat. Emellett szdmos mikroorganizmus rendelkezik
hidrogén visszavételre képes (uptake) hidrogendzzal és igy képesek visszanyerni a
befektetett energia egy részét (Vignais és Billoud, 2007).

A nitrogendzok, N, hidnydban is meg6rzik protonredukalé aktivitdsukat. ATP fliggé
hidrogenazként m(ikédve az Osszes elektront H, termelésére forditjak, novelve a folyamat
hatékonysagat (Thorneley és Lowe, 1983; Simpson és Burris, 1984; Joshi és Tabita, 1996).

A. vinelandii sejtekben, a [Fe] fehérje hidnydban, a [MoFe] fehérje hidrogén
visszavevd aktivitdssal rendelkezik (Wang és Watt, 1984 ).

A nitrogén redukcid verseng a hidrogén termeléssel, vagyis ha a kisérletek a hidrogén
termelés fokozdasara iranyulnak, ajanlatos hogy a rendszer ne tartalmazzon N,-t, mert ha a
molekuldris N, jelen van a az elektronok kozel 75%-a nitrogén redukcidra forditddik és csak

az elektronok fennmaraddé 25%-a hasznalddik fel H, termelésére (Burris, 1991). A nagy
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energiaigény mellett, a nitrogenazok nagyon oxigén érzékeny, illetve viszonylag lasst (107s-
os) katalitikus ciklussal rendelkez6 enzimek.

A nitrogendzokat és a hidrogendzok hidrogén termelését Osszehasonlitva a
nitrogenazokhoz kapcsolt hidrogén termelés mellett szl a jelentés termodinamikai hajtéerd,

melyet az ATP hidrolizis szolgaltat.

3.5.5. A TARTALEK TAPANYAGOK SZEREPE A FOTOTROF MIKROORGANIZMUSOK

ANYAGCSEREJEBEN

A mikroorganizmusok azon képessége, hogy a folyamatosan vdltozd koridlmények
kozott a feleslegben levé tdpanyagokat elraktarozzak, ha a sejtek novekedés gatolt valamely
mas tapanyag(ok) hidnyaban a tulélést jelentheti. A fototrof kén baktériumoknal ez a
viselkedési forma nagyon gyakori, igy a novekedési korilmények fliggvényében tdbbféle
tartalék tapanyagot képesek raktarozni (elemi ként, glikogént, polihidroxi-alkdnsavakat
(PHA-k) és polifoszfatokat) (Dawes, 1992).

Ezen tartalék tdpanyagok leggyakrabban sejten bellil raktarozédnak és parhuzamosan akar
mindegyik jelen lehet a sejtben.

A Chromatiaceae csalad tagjai altal raktarozott elemi kén, SO,* -ig torténd oxidacidja
soran hat elektron szabadul fel, igy egy kivalé elektrondonor, a sejt metabolikus folyamatai
szamara. Sotétben anaerob kortlmények kozott a sejtek képesek életben maradni a glikogén
-mint energiaforras- bontasa soran felszabadulé energiat haszndlva, ellentétben a
polihidroxi-alkdnsavakkal, melyek ezen korilmények kozott nem bonthatéak. Fény
jelenlétében, azonban ezen tartalék tdpanyagok is nagyon értékes szubsztratjai a Iényeges
sejt komponensek bioszintézisének, illetve a bennik raktarozott redukald eré is
felhasznalhaté (Mas és Van Gemerden, 1995).

A PHA-k raktdrozdsa soran felhasznalt redukdléerd, a polimerek bontasa révén
felszabadul és bizonyos korilmények kozo6tt a hidrogendzok és nitrogendzok képesek

hidrogén termelésre is felhasznalni.
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3.6. A POLIHIDROXI-ALKANSAVAK (PHA-K)

3.6.1. A PHA-KFELFEDEZESE, TORTENELME

Az els6 PHA-t a poli-(3-hidroxi-butiratot) (PHB) { CH 'ﬁ‘ }
-

vagy poli-(3-hidroxi-vajsavat) (3. abra) az 1920-as

o] HEC CH
években fedezte fel a francia Maurice Lemoigne { J
1l
(Lemoigne, 1926). A biopolimerek , ujrafelfedezésére” PH3R

egészen 1958-1959-ig kellett varni. Ekkor jottek ra arra is, 3. 4bra. A 3-OH vajsav

hogy ezek a biopolimerek képesek lehetnek a maig monomer.

hasznalt petrol-kémiai alapi miUianyagok kivaltdsara.

Legf6bb el6nylik, hogy bioldgiai Uton lebonthatdak, igy a kdrnyezetet nem karositjdk. Ma
mar tébb mint 160 féle hidroxi-alkansav monomert ismeriink, melyek részt vehetnek a PHA-

k felépitésében (Luengo és mts., 2003).

3.6.2. A PHA-K RAKTAROZASA

A 3-OH-zsirsav  monomerekbél (4. abra). feléplil6 biopoliésztereket, szamos
baktérium képes raktarozni. B6séges C forras jelenlétében, ha a sejtek ndvekedése gatolt

valamely fontos elem (N, P, O, S) hidnyaban, vagyis a C/ N, P, O, S ardany megndvekedett,

R H O szamos mikroorganizmus polihidroxi-alkansavakat raktaroz
A PHA-k felhalmozdsa a szén és energiaraktarozds egyik
\60 gyakori formaja.
n

Szinte mindegyik prokariéta nemzetség képviselSi
B i i kozott taldlunk poliésztert raktarozé fajokat,
4. abra. A PHA-k harom szénatomos

beleértve az aerob-, anaerob-, fotoszintetikus- és

vaza.

Ciano- illetve Archeabaktériumokat is. A PHA-k

raktarozdsara tobb mint 300 kilénb6z6 Gram pozitiv és Gram negativ mikroorganizmus
(Cupriavidus necator, Bacillus spp. Pseudomonas fajok, E. coli, Alcaligenes spp., Aeromonas

hydrophilia, Rhodopseudomonas palustris stb.) képes. A C. necator baktériumok a sejtek
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szaraz tomegének akdr 90%-3dban is képesek PHA-kat raktdrozni (Steinblichel és Litke-
Eversloh, 2003).

A biopoliészterek szamos nano méretl, vizben oldhatatlan zarvany, granulum
formdjaban raktarozédnak a sejtben. A granulumokba rendez6dott poliészter idealis tartalék
tdpanyag, mivel kémiailag és ozmotikusan is semleges, ecetsavvad kénnyen visszaalakithato,
azaz konnyedén elérhetd szén- és redukalé eréforrast jelent (Rehm, 2007).

A legismertebb biopolimer a polihidroxi-vajsav (PHB), amely [R]-3-hidroxi-vajsav
monomerekbdl (3. abra) épiil fel, valdjaban csak az egyik tagja azoknak a természetes
polimereknek, melyek 3 szénatomos vazzal rendelkez6 monomerekbdl épilnek fel (4. abra).
Ehez a vazhoz a B vagy a 3-as pozicidban (R-el jelolt) tobbféle alkil csoport kapcsolédhat (1.
tablazat) (a PHB esetében ez egy metil csoport), ezzel mdédositva a molekula asszimetrikus
centrumat. A 3-as pozicidbeli R-csoport hossza metil (C1) és tridecil (C13) kozo6tt valtozhat. A
R-csoport mindsége hatarozza meg a molekula fiziko-kémiai tulajdonsdagait (pl.: olvadaspont,
flexibilitas), valamint azokat az enzimeket, melyek képesek szintetizalni, illetve lebontani a

polimereket (Lenz és Marchessault, 2005).

R-csoport Teljes név Roviditett név
CHs- Poli(3-hidroxi-vajsav) PHB

CH,-CH5- Poli(3-hidroxi-valeriansav) PHV
CH;-CH,-CH5- Poli(3-hidroxi-hexansav) PHHx

1. tablazat. Néhany PHA és a megfelel6 R-csoportok.

3.6.3. KOPOLIMEREK

A PHA-k esetében akkor beszélliink kopolimerekrdl, amikor a poliészter szintdz enzim
kilonbo6z6 tipusi monomerekbdl épiti fel a polimer lancot. Ha a mikroorganizmusoknak kevert
szubsztratot adunk, pl.: gliikdzt és valeridnsavat, akkor poli(3-hidroxi-vajsav-ko-3-hidroxi-
valeridnsav) (PHBV), vagy a poli (3-hidroxi-vajsav-ko-4-hidroxi-vajsav) (PHB4B) polimereket épit
(Yan és mts., 2005). Azonban leirtak mar révid és kozepes szénldnci monomereket tartalmazé

kopolimereket is (pl.: PHB-co-Hx), mely 3-hidroxi-vajsavat és 3-hidroxi-hexansav monomereket
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tartalmaz (Park és mts., 2005). Ha tobb szubsztrat keverékét haszndljuk véletlenszeri

kopolimerek alakulnak ki.

(a) A kopolimerek kialakitasaban nagyon

lényeges a polimerizaciot katalizalé enzim
(poliészter szintdz) szubsztrat specificitasa,
mivel ezen enzimek nagyon gyakran csak

vagy rovid, vagy kozepes szénlancu

monomereket képesek beépiteni a
5. dabra. (a) A polihidroxi-vajsav kopolimerek

névekedd polimer lancba és csak ritkan
altalanos képlete. (b)A poli (3-hidroxi-vajsav-ko-4-

minkét tipusi monomert (Rehm, 2003).
hidroxi vajsav szerkezete (az x és y a monomerek

szamat mutatja).
3.6.4. A PHA-K CSOPORTOSITASA

A polihidroxi-alkanokat legegyszerlibben az ,R” oldalldncaik hossza alapjan
csoportosithatjuk. E szerint megkilonboztetiink révid szén lancu polimereket (PHA.q), (pl.
PHB, PHV). Ebben az esetben az oldalldnc hosszusaga 1- 5 szén atom kozo6tt valtakozik. Ha az
oldallanc hossza 6 és 16 szénatom kozott mozog, akkor kozepes szén lancu (PHA) PHA-rél

beszélink (Rehm, 2007).

3.6.5. A PHA-KBIOSZINTEZISE

A PHB metabolizmusat a legrészletesebben C. necator-ban (kordbbi elnevezés
Ralstonia eutropha) tanulmanyoztak (Yuan és mts., 2001).

A PHB bioszintézise soran az elsG lépésben a 3-ketotioldz (PhaA) két acetil-CoA-t
egyesit aceto-acetil-CoA molekulava (6. abra). Az acetoacetil-CoA redukcidjat, NADH
felhasznaldsaval hidroxi-butiril-CoA-va az acetoacetil-CoA reduktdz (PhaB) katalizalja.

Az utolso Iépésben a PHB szintdz (PhaC) az (R)-3-hidroxi-vajsav-CoA enantiomereket épiti be
a novekvé polimer lancba. A polimeraz els6sorban [R]-izomereket ismer fel szubsztratjaként
(Lenz és Marchessault, 2005) és csak nagyon ritkan [S]-izomereket (Haywood és mts., 1991).

A baktériumok normalis novekedése soran a 3-ketotioldz enzim mikodését gatoljdk a

citromsav ciklusbdl kijuté szabad CoA-SH molekuldak. Abban az esetben, ha az acetil-CoA
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belépése a Krebs ciklusba gatolt — valamilyen szénen kivili tdpanyag hidnya miatt — a

felgyllemlett acetil-CoA poliészter szintézisre forditodik (Ratlege és Kristiansen, 2001).

cukrok, zsirsavak

l

AcetilCoA________, Citromsav ciklus

l 3-ketotioldz (phaA)
Acetoacetil-CoA

l Acetoacetil-CoA reduktaz (phaB)
[R])-3-hidroxibutirat-CoA

l PHB szintaz (pha()
PHB

6. abra. A PHB bioszintézise.

A mikroorganizmusok szamos szubsztratot képesek felhaszndlni a PHA-k szintézisére
(pl.: az olcsd cukoripari melléktermékek, novényi olajok és zsirsavak, alkdnok, egyszer(
szénhidratok stb.).

A kozepes szénlancu (ksl) PHA-ok bioszintéziséhez harom f& anyagcsereutvonal
termel ksIPHA monomereket. Az elsé a lanc hosszabbitas, mely soran az acil-CoA és a acetil
CoA oOsszekapcsolasa torténik, a mdsodik a zsirsavak B-oxidaciéja, a harmadik, pedig a
zsirsavak de novo bioszintézise (Kessler és Withholt 1999). A legtobb kclPHA-t raktarozé
baktériumban, a kdzepes szénlanci PHA-k bioszintézise a zsirsavak de novo bioszintéziséhez
és/vagy a zsirsavak B-oxidacidjahoz kapcsolt (Steinbiichel és Litke-Eversloh 2003).

A glikoz és glikonsav jelenlétében novesztett Pseudomonas putida és Pseudomonas
aerugenosa fajok olyan ksIPHA kopolimert raktaroznak, mely elsésorban 2-hidroxi-dekansav
monomerekbdl, illetve kisebb mennyiségben egyéb kozepes szénlancu 3-hidroxi-alkansav
monomerekbdl épul fel. Ezen baktériumok a de novo zsirsav bioszintézis utvonal
koztitermékeit hasznaljak az R(-)-ksl-3-HA-CoA zsirsav monomerek szintéziséhez (Steinbiichel

és Fuchtenbusch, 1998) .
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Szamos Pseudomonas fajnal (P. oleovorans, P. resinovovorans), a rovid- és kozepes
szénlancu PHA-k egylittes raktarozasat is megfigyelték (Doi és mts., 1995; Kang és mts.,

2001).

3.6.6. A POLIESZTER SZINTAZ

A poliészter szintazok a biopolimerek szintézisének kulcsenzimei. Az els6k kozott a C.
necator az |.-es osztalyu, valamint Allochromatium vinosum lll.-as osztalyu szintdzat, irtak le
és jellemezték (Yuan és mts., 2001). Nem sokkal ezutan egy harmadik és egy negyedik
osztalyba tartozd poliészter szintazt is sikerilt izoldlni. Ma mar tébb mint 68 kilénb6z6
baktériumban 88 kilénb6z8 PHA szintaz gént ismerink.

A PHA szintazokat szubsztratspecificitasuk, illetve felépitésiik alapjan 4 osztdlyba
soroljuk: (2. tablazat) (Rehm, 2003; Rehm, 2007):

l. és Il. osztdly: Ezek az enzimek csak egy alegységet tartalmaznak (PhaC), melyek

molekulatomege (M,,) 61 és 73 kDa kozott valtozik. Ezen két osztaly szubsztrat specificitasat
- in vivo és in vitro - megvizsgalva azt taldltdk, hogy a C. necator- l-es tipusu enzime a
kl6nb6z6 (R)-3-hidroxi-zsirsavak (3-5 szén atomot tartalmazé lancok) CoA tioésztereit , mig
a Il.-es osztalyba tartozo P. aeruginosa-szintaza — a 6-14 szén atomos (R)-3-hidroxi-zsirsavak
CoA tioésztereit ismerik fel szubsztratként (Rehm, 2003).

[ll. osztaly: llyen szintazt taldltak pl.: A. vinosumban. Ezek az enzimek két kilénb6z8
alegységbdl épilnek fel: 1) PhaC alegység (M, kb. 40 kDa). 2) PhaE alegység (M, kb. 40 kDa),
viszont nem hasonlit a PhaC alegységre. Ezen enzimcsaldd szubsztratjai ugyancsak a 3-5
szénatomos (R)-3-hidroxi-CoA tioészterek (Liebergessel és mts., 1992; Liebergessel és
Steinblchel, 1992). A |lll. osztilyba tartozd, kétkomponens(i PHB szintdzok a y-
Proteobaktériumok mellett (A. vinosum), a Cianobaktériumoknal is igen elterjedtek (Hai,
2001).

A. vinosum-ban a funkcionalisan aktiv Ill-as osztdlyu szintaz kifejez6déséhez, mind a
két alegység (PhaC és Phak) kifejez6dése sziikséges. Az egyedil kifejez6dé PhaE alegység
inaktiv, és a PhaC alegység is egyediil csak elhanyagolhato aktivitast mutatott (Miih és mts.,

1999).
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IV. osztaly: llyen tipusu szintaz taldlhatd példaul a Bacillus megaterium-ban. Ezen enzim
osztaly, hasonlé a lll.-as tipusu szintdzokhoz azzal a kiilonbséggel, hogy a PhaE alegységet itt

a PhaR (M, kb. 20 kDa) alegység helyettesiti (McCool és Cannon, 2001).

Osztaly Alegység Faj Szubsztrat
3HA,-CoA
I @ Cupriavidus necator 41(1:;31? X
~60-73 kDa SHA-CoA, 3MA.,-CoA
11 PhaC. Pseudomonas aeruginosa 3HA, o -CoA
~60-65 kDa (~=C3)
111 *@!L Allochromativm vinosin {3%§m_&fi'?$ﬁ_cg]1
~40kDa ~40 kDa 4HA-CoA, SHA-Cod)
1V PhaClPhaR, Bacillus megaterium IHA, . -CoA
i SCT

~40 kIDa ~22 kDa

2. tablazat. A poliészter szintazok 4 osztalya és szubsztratjaik (Rehm, 2003).

Ezen osztalyozds nem teszi lehet6vé minden PHA szintdz besorolasat a négy meglévé
osztalyba. Sajatos szintazzal rendelkezik példaul a Thiocystis pfennigii (korabban Thiocapsa
pfennigii), melynek mindkét alegysége a lll.-ik osztalyba sorolt szintazok PhaC alegységéhez,
vagy az Aeromonas punctata egy alegységes enzime, mely az l.-es osztdly enzimjeihez mutat
nagy hasonlésagot (Rehm, 2007).

Szdmos poliészter szintaz fehérje szekvencidjat Osszhasonlitva hat konzervalt
aminosav tombot, illetve nyolc konzervalt aminosavat sikerilt azonositani. A szekvenciak
egymasra illesztése sordn tovabba kideriilt, hogy mindegyik szintaz tartalmaz egy lipaz
motivumszerl strukturat (G-X-[S/C]-X-G), melyben a lipazokban megtalalhatd katalitikus
szerin, a poliészter szintdzokban ciszteinre cserélédik (7. abra). A konzervalt domén

homoldgia vizsgalatok soran egy a/B hidroldz domént is talaltak (Jia és mts., 2000).
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o/B-hidroldz domén

Lipaz motivum {(GX [S] XG)
GH [C] VG

R
1N s e e e = C
f bt
c D H

\ ! 1

Katalitikus aminosavak

7. dbra. A C. necator poliészter szintaz elsédleges szerkezete (Rehm, 2007).

Az A. vinosum PhaC szintaz Cys-130, Cys-149, His-302, His-303, His-331 és Asp-302
aminosavainak mutacids analizise egyértelmlien megmutatta, hogy a Cys-149, His-331 és
Asp-302 kozvetlenill az enzim katalitikus aktivitasaban érintettek. Ezen aminosavak cseréje

teljesen megsziinteti az enzim aktivitasat (Jia és mts., 2000).

3.6.7. A POLIHIDROXI-ALKANSAVAK LEBONTASA

A PHA-k egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy bioldgiai Uton lebonthatéak a
poliészter depolimerdz enzimek segitségével. A PHA-kat, a természetben él6
mikroorganizmusok jelentGs része képes lebontani és tapanyagként felhasznalni (Jendrossek
és Handrick, 2002; Choi és mts., 2004). Ezen enzimek hatékonysaga nagy mértékben valtozik
a polimer 6sszetételétdl fuggben, valamint egyes kornyezeti tényezék, mint pl.: h6mérséklet,
UV fény (ami segiti a lebontdst) hatasara (Shangguan és mts., 2006). A kornyezetbe kikerult
PHA-k bomldsa néhdny hdnaptdl (anaerob iszap), akar egy évig is eltarthat (tengerviz)
(Madison és Huisman, 1999).

A polihidroxi-vajsav bontasa sordn a szintézisnél ismertetett folyamatok, forditott
irdnyba mennek végbe, vagyis a poliészter lancot a depolimerazok és hidroldzok 3-HB
monomerekre bontjak. A 3-HB monomereket a 3-hidroxi-vajsav dehidrogenaz oxidalja, -
NADH képz&dése mellett- aceto-acetil CoA-va. Az aceto-acetil CoA-t a tioldz enzim hasitja,
mely terméke két acetil CoA molekula.

A PHA-k lebontdsaban extracellularis és intracellularis depolimerdzok vesznek részt.

Nagyon lényeges kiilonbséget tenni a polimerek intracellularis és extracellullaris lebontasa
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kozott, mivel a PHA granulumok sejten belll és sejten kiviil mas-mas biofizikai allapotban
vannak jelen. Sejten beliil a granulumokat egy foszfolipid és fehérjeburok altal fedett (un.
nativ (nPHA), sejten kiviil egy burok nélkdli, részben kristalyos (a kristalyossag foka altaldban
50-60%-0s) szemcsék (Un. denaturdlt (dPHA) formajaban vannak jelen. A sejtek lizise vagy
apoptdzisa révén kikerllt PHA-k az extracelluldris poliészterek forrdsai. Az intracellularis
depolimerdzok a nativ-, az extracellularis depolimerdzok a denaturalt sejten kivili
granulumokat bontjak (Tokiwa és Calabia, 2004; Jendrossek és Handrick, 2002).

A poliészter depolimerazok az a/B hidrolazok csaladjaba tartozé karboxil-észterazok
(Jendrossek és Handrick, 2002).

Az extracelluldris dPHA depolimerazok a legismertebb és legalaposabban tanulmanyozott
poliészter bonté enzimek. Ezen enzimekre jellemzd az alabbi funkciondlis strukturaltsag (8.
abra):

A. Egy 22-58 aminosav hosszu szigndl szekvencia (szignal peptid), mely a fehérje
citoplazmadbdl vald kijutdsdhoz sziikséges.

B. Egy nagyméretld N-termindlis katalitikus domén. A dPHA depolimerazokra jellemzé
harom nagyon konzervalt aminosav (szerin-aszpartat-hisztidin), melyek egy
katalitikus centrum kialakitasaban vesznek részt. A katalitikus szerin egy szintazoknal
mar ismertetett lipdz motivumba (G-X-[S]-X-G) agyazddva talalhaté meg. A dPHB
depolimerdzokban egy masik nem katalitikus, de ugyancsak konzervalt hisztidin is
megtalalhatd. Ezen hisztidin kozelében elhelyezkedd aminosavak nagy hasonldsagot
mutatnak, egy a lipazokra jellemz6 oxi-anion Ureg motivumra (Jendrossek és
Handrick, 2002). A hisztidin, mint oxi-anion aminosav és a kozelében elhelyezked6
egyéb aminosavak olyan strukturat alakitanak ki, melynek f6 szerepe a hidrolizises
reakcié stabilizdldsa. Az oxi-anion Uregnek, a lipaz motivumhoz viszonyitott
elhelyezkedése alapjan, két katalitikus domént kiilonboztetiink meg (8. dbra):

1. tipusu katalitikus domén, amikor az oxi-anion lreg - a lipazokhoz hasonléan - a
lipaz motivum N-termindlis régidjadban helyezkedik el (hisztidin (oxi-anion)-szerin-aszpartat-
hisztidin).

2. tipusu katalitikus domén, amikor az oxi-anion lireg a lipaz motivum C-terminalis

régidjaban helyezkedik el (-szerin-aszpartat-hisztidin-hisztidin (oxi-anion).
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C. A katalitikus és C-terminalis régiot osszekapcsold (linker), melynek szerepe nem
teljesen ismert, de pl. Alcaligenes faecalis-ban a depolimerdz aktivitashoz
nélkilézhetetlen (Nojiri és Saito, 1997). Harom kiilonbdz6 tipusa ismert.

D. A 40-60 aminosav altal kialakitott C-terminalis szubsztrat két6 doménnek a dPHA

granulum megkotésében van szerepe.

(oxianion) (lipdz motivum)

H S D H
] 1 ] 1
N # SP 1. tipusu : katalitikus domén Kétérész 1.
N A E 2. tipusa katalitikus domén Kotorész 2.
I | | |
S D H H
(lipdz motivum) (oxianion)

8. abra. A dPHAgs, depolimerazok szerkezete. (SP-szignal peptid; SKD-szubsztrat koté domén)
(Jendrossek és Handrick, 2002).

A PHA depolimerazokat funkciéjuk és szerkezetik alapjan 8 szupercsaladba soroljak (Knoll és
mts., 2009):

* intracellularis nPHA, depolimerazok (nem tartalmaznak lipaz motivumot),

* intracelluldris nPHA,5 depolimerazok (tartalmaznak lipaz motivumot),

* intracelluldris nPHA depolimerazok,

* periplazmatikus PHA depolimerdzok,

» extracellularis dPHA, depolimerazok (1. tipusu katalitikus domén)

» extracellularis dPHA, depolimerazok (2. tipusu katalitikus domén)

» extracellularis nPHA,s depolimerazok

 extracellularis dPHA depolimerazok

3.6.8. A NATIVPHA GRANULUM SZERKEZETE

A sejtekben raktarozott polihidroxi-alkansavak, granulumok formajaban vannak jelen,
egyes esetekben csaknem teljesen kitoltve a sejt teljes térfogatat. Sejtenkénti szamuk

altaldban 5-8, melyek mérete a 300 nm-t6l az 500 nm-ig terjedhet. A granulum felszinét egy
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foszfolipid membrdan veszi koril, a membrdnba agyazdédott vagy a membranhoz kapcsolédd
fehérjékkel (9. abra). llyen fehérje a mar emlitett poliészter szintdz (Rehm 2007), melynek az
eléz6 alfejezetben részletesen ismertetett PHA bioszintézisében van szerepe.

A membranban lokalizalt a PHA depolimeraz (PhaZ) is, mely a PHA-k lebontasaért
felel (Jendrossek és Handrick, 2002; Choi és mts., 2004). A membranban még megtalalhatdak
a reguldtor fehérje (York és mts., 2002), a fazin fehérje (Jurasek és Marchessault 2002) és
egyéb, eddig még nem tisztazott funkcidju fehérjék (Phal, PhaD, PhaS) (Hoffmann és mts.,
2001).

fazin

szintaz
depolimeraz l /
\ M o szabalyozé fehérje
i - ’ E ; - e > /
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9. abra. A poliészter granulum sematikus szerkezete
(Rehm, 2003).

Szamos PHA specifikus regulator ismert, mint pl.: a C. necator-ban és Paracoccus
denitrificans-ban a PhaR (York és mts., 2002; Maehara és mts., 1999; Maehara és mts.,
2002), és Pseudomonas torzsekben a PhaF (Hoffmann és Rehm, 2004), melyek - PHB
jelenlététdl fliggben - a fazin fehérjék szintézisét szabalyozzak.

A fazinok (PhaP) olyan strukturfehérjék, amelyek elGsegitik a PHA-k bioszintézisét,
valamint a granulum méretére is hatdssal lehetnek (Potter és mts., 2004).

Pseudomonas torzsekben egyéb strukturfehérjéket (Phal, PhaD, PhaS) is
azonositottak (Kessler és Witholt, 2001), melyeknek feltehet6en a szintézisben és a

granulum felépitésében van szerepe.
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3.6.9. A PHA-K BIOLOGIAI SZEREPE

Szamos poliésztert raktarozé fajt tanulmanyozva kideriilt, hogy a polihidroxi-
alkdnsavaknak fontos szerepe van a bakterialis fitneszben, igy egyértelmvé valt, hogy ez a
polimer tobb mint sejten belili szén és energiaforras. Amellett, hogy a PHA-nak fontos
szerepe van a stressz tlirésben (UV besugarzas, sé stressz, hé és oxidativ stressz, szdrazsag,
illetve ozmotikus stressz (Kadouri és mts., 2005; Zhao és mts., 2007), NADH szintézisre és igy
ATP termelésére is felhasznalhato.

Az eltérd kornyezeti korilmények kdzott a PHA-k bontdsa soran felszabaduld energia
szamos fontos anyagcsere Utvonalat képes meghajtani.

Az Azospirillum brasilense és Sinorhizobium meliloti fajokban a PHA-k bontas soran
felszabadulé redukdld erS energiadval latja el a kemotaktikus mozgast, magyarazva, hogy a
phaC mutans torzsek miért kevésbé versenyképesek, mint a vad tipusok (Kadouri és mts.,
2003; Willis és Walker, 1998).

Az exopoliszacharidok (EPS) szerepét a baktériumokban természetes kornyezete
hatdrozza meg. Leggyakrabban védé funkciét latnak el: a nagymértékben hidratalt EPS ,
mellyel képesek a baktériumok magukat kdrbevenni véddpajzsként funkciondl a kiszaradas
és a ragadozok ellen (Kumar és mts., 2007). Szamos mikroba termel és él egy EPS matrixban,
mely szintéziséhez a PHA-k bontdsa soran felszabaduld energiat hasznaljak. Az A. brasilense
és S. meliloti fajokban az EPS-nek még fontos szerep van a novény-mikréba kolcsonhatasban
is (Kadouri és mts., 2003; Wang és mts., 2007).

Az elpusztult PHA-kat raktdrozé mikroorganizmusokbdl kijuté PHA-k a kérnyezetben
el6forduld mas mikroorganizmusok szamara is egy konnyen elbonthatd szén és
energiaforrast jelentenek, mivel szdmos alga-, gomba- és baktériumfaj képes lebontani

extracellullaris PHA depolimerdzok segitségével.

3.6.10. A POLIHIDROXI-ALKANSAVAK IPARI ELOALLITASA ES FELHASZNALASA

Napjainkban a C. necator fermentdcidja teszi lehetévé a leggazdasdagosabb PHA
termelést. Azokban az esetben, ha mas baktériumokat vagy mezdgazdasagi novényeket
hasznalnak PHA-k termelésre, akkor is leggyakrabban a klénozas révén bejutatott C. necator

pha géneket hasznaljak (Verlinden és mts., 2007).
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A PHBV kopolimer ipari Iéptéki termelését az Imperial Chemical Industries kezdte el
és termelésiik 2005-ben mar 50.000 tonna koérul mozgott évente (Lenz és Marchessault
2005) és azéta is folyamatosan névekszik.

A baktériumok fermentacidos PHA termelése daltaldban két szakaszos félfolyamatos
uzem( fermentacidval torténik. Az els6 |épés soran, a tapanyagban gazdag kornyezetben
felndvesztett sejtek elég biomasszat termelnek ahhoz, hogy a mésodik szakaszban bizonyos
tapanyagok (N, S, P, O stb.) teljes megvonasa jelentGs poliészter raktarozdshoz vezessen.
(Suriyamongkol és mts., 2007).

A PHA-k felhaszndlas els6dleges célja a petrol-kémiai, bioldgiailag nem lebomlé
polimerek, csomagoldéanyagok helyettesitése.

Elterjedtek a csomagoléanyag iparban, tovdbbda felhasznaljak személyi higiéniai
cikkek gyartasanal. Megtalalhatdak festékpatronokban, ragasztdszalagokban is (Philip és
mts., 2007).

A PHA-k-nak szamos egészségligyi alkalmazdsa is van, mivel belltethet6ek az emberi
testbe és nem sziikséges onnan eltdvolitani, mert a lebomldsuk soran keletkez6 3-hidroxi-
vajsav természetes 0sszetevGje az emberi plazmanak (Zinn és mts., 2001).

Tiszta formaban vagy kompozitot alkotva a PHA-k sebek varrasara, ortopéd tliskék,
adhézids gatak, csontvel6 allvanyzatok készitésére haszndlhatdak. A PHA-k és a hidroxi-apatit
egy bioaktiv és bioldgiailag lebomlé kompozitot alkotnak, ami kivalé a csontszévet potldsara

és aktivan segiti a csontszovet regeneracidjat is (Wu és mts., 2009).

3.6.11. A PHA-K RAKTAROZASA ES A HIDROGEN METABOLIZMUS KAPCSOLATA FOTOTROF

MIKROORGANIZMUSOKBAN

A kilonb6z6 fotoszintetizdld baktériumok jelentés mennyiségli PHB-t képesek
raktdrozni (Brandl és mts., 1991; Liebergesell és mts., 1991; Mas és Van Gemernden, 1995).
A fotoszintetizdlé baktériumokban a heterotréf baktériumokhoz hasonléan, a PHB
raktdrozast a kozeg nitrogén tartalma hatdrozza meg (Brandl és mts., 1991). A bibor nem
kén- és kén baktériumokban (R. rubrum, A. vinosum, Thiocystis violaceae, T. phenigii stb.)
szamos szubsztratot kiprébalva (pl. ecetsav, propionsav, valeridansav), az ecetsav bizonyult a

legel6nyosebb szubsztratnak a nagy mennyiségben torténé PHB raktarozasakor (Brandl és

31



mts., 1991, Liebergesell és mts., 1991). A Rhodobacter sphaeroides RV sejteknél tobb szerves
savat (ecetsav, tejsav, borostydnkGsav, pirosz6l6sav, gliikéz) teszteltek, de ugyancsak az
ecetsav tette lehet6vé a legnagyobb mértékl PHB raktarozast (Khatipov és mts., 1998).

A R. palustris (De Philippis és mts., 1992), a R. sphaeroides és a R. rubrum (Hustede és
mts., 1993) torzseknél azt talaltak, hogy ecetsav jelenlétében a hidrogén termelés és a PHB
raktdrozas kozott “versengés” folyik a redukald eréért, tehat egy idében a két folyamat nem
lehetséges.

t kissé hatékonyabban haszndljak fel hidrogén termelésre, mint a borostyank&savat, mely az
egyik legjobb hidrogén termel§ kilsé szubsztratnak bizonyult (Maeda és mts., 2002).
Ezekben a sejtekben a raktdrozott PHB - kiils6 szubsztrat hianyaban - hidrogén termelésre

felhaszndalhaté (Maeda és mts., 1997).

3.7. THIOCAPSA ROSEOPERSICINA BBS

A Thiocapsa roseopersicina egy Gram-negativ anaerob fotoszintetizalé bibor kén y-
Proteobaktérium, a Chromatiaceae csalad tagja, mely mikroszkdpban nem mozgékony 1-3
um-es kokkuszként figyelhet6 meg (Gogotov és mts., 1976; Pfennig és Trlpper, 1991). A
kénbaktériumok elsGsorban redukalt kénvegylleteket (tioszulfat, szulfid, elemi kén stb.)
haszndlnak elektrondonorként, de egyszer( szerves szubsztratok (pl.: ecetsav, pirosz6l&sav,
tejsav) és a molekularis hidrogén is ellathatja ezt a feladatot (Sasikala és mts., 1993). A sejtek
bels§, fotoszintetikus membran betiremkedéseket tartalmaznak. Sotétben, aerob
kemolitotrof novekedésre képesek (Kondratieva és mts., 1976). Kotott nitrogénforras
hianyaban, [Mo-Fe] tipusi nitrogenaz enzimrendszere segitségével a légkori nitrogén
megkotésére is képes (Bogorov, 1974), mikézben melléktermékként H, képzdbdik.

Az eredetileg a Jeges-tengerbdl izolalt BBS nevl torzsnek az optimalis névekedési
hémérséklete 24-28°C, 30°C felett a ndvekedése gatolt (Bogorov, 1974). Folyadékban 4-6
nap alatt éri el a stacioner novekedési fazist, tdplemezen 10-14 nap alatt képez lathatd
telepeket. A T. roseopersicina, szamos fototréf baktériumhoz hasonléan, névekedési
kortilményeit6l flggben képes ként, glikogént, polihidroxi-alkdnokat és polifoszfatokat

raktdrozni (Dawes, 1992). A fototrof bibor kénbaktériumokban a leggyakrabban raktarozott
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polihidroxi-alkdnsav a PHB, habar A. vinosum-ban PHBV kopolimer raktdrozasat figyelték

meg (Liebergesell és mts., 1991).

3.7.1. A THIOCAPSA ROSEOPERSICINA HIDROGENAZAI

A T. roseopersicina azon mikroorganizmusok egyike, amelyben szamos hidrogenazt
sikerlilt azonositani. A T. roseopersicina 6t kilonbozé tipusu [NiFe] hidrogenaz enzimet
tartalmaz (10. abra): Hup (Colbeau és mts., 1994,), Hyn (Rakhely és mts., 1998; Kovacs és
mts., 2002), Hox1 (Rakhely és mts., 2004), Hox2 (Maréti és mts., 2010), valamint egy
regulator hidrogendz kddold operont, melynek génjeir6l (hupTUV) nem képz6dik aktiv
fehérje (Kovacs és mts., 2005/A). A Hup és a Hyn membranhoz kotott, mig a Hox1 és a Hox2
citoplazmatikus elhelyezkedés( hidrogenaz (10. abra).

A kilonboz6é hidrogendzok felépitésében, érésében szerepet jatszé szamos fehérje

génjei a genomban szétszérva helyezkednek el (Kovacs és mts., 2005/B).

3711 A MEMBRAN KOTOTT HIDROGENAZOK

T. roseopersicina-ban a membran kotott hidrogenazok a hydrogen uptake (hidrogén
visszavétel) Ni-Fe hidrogenazok csoportjaba (Vignais és mts., 2001) tartoznak.

A Hup hidrogenaz (hupSL) legfébb funkcidja a nitrogendz dltal termelt hidrogén
visszavétele, a nitrogén fixald korilmények kdzott ndvesztett sejtekben.

A Hyn hidrogendz (hynSL) (régebben Hyd (Rakhely és mts., 1998)) a masik
membrankotott hidrogenaz, mely extrém stabilitdst mutat hével, oxigénnel és proteazokkal
szemben (Kovacs és mts.,, 1988; Gogotov és mts.,, 1976), valamint a fotoszintetikus
membranbdl eltdvolitva is aktiv marad (Kovdcs és Bagyinka, 1990). Nagyfoku stabilitasa miatt

a Hyn enzim idedlis alanya lehet a biotechnoldgiai hasznositasoknak.

3.7.12. A CITOPLAZMATIKUS HIDROGENAZOK

A harmadik ismert hidrogendz a Hox1 hidrogendz mely a hox1EFUYH operonban
kddolt. Az enzim a citoplazmatikus NAD" redukalé cianobakteridlis [NiFe] hidrogenazok kozé

tartozik (Rakhely és mts., 2004). Az enzim 6t alegységbdl épiil fel, amelyek koziil a Hox1YH a
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hidrogenaz részt, a Hox1FU egy diaforazt, valamint a diaforazhoz kapcsolédo és feltehetGen
az elektron transzportban szerepet jatszo Hox1E alegység épiti fel (Palagyi-Mészaros és mts.,
2009). A Hox1 egy igazi kétirdnyu hidrogendz, mely képes katalizalni mind a hidrogén
oxidacidjat, mind a protonok redukciéjat a sejt redox allapotanak fliggvényében. A Hox1l
hidrogenaz a legjobb hidrogén termel6 enzim, melyet min a kén oxidacidja sordn
felszabadulé elektronok (Rakhely és mts., 2007) , mint a glikogén bontasabdl szarmazé
elektronok képesek meghajtani (Béres és mts., személyes kdzlemény).

A nemrég leirt Hox2 hidrogenaz is a NAD' redukalé hidrogenazok csoportjaba
tartozik. Ez a négy alegységes hidrogenaz a Hox1-hez hasonld strukturat mutat (hidrogenaz
rész (hox2H,) diaforaz rész (hox2UF)). A Hox2 egy meglehetGsen alacsony expresszids szint(
és aktivitasu enzim, mely a sejt egy kései, stacioner fazisba torténé atmenetkor kapcsol be és

aktivitdsa a gliikéz metabolizmushoz kapcsolhaté (Mardéti és mts., 2010).

NH,* ADP+P; ; ATP
® 2e + 2H* N
N 2

NADH *+H*

u NAD*
2
oH 'Hox2 NADH*+H*

10. dbra. A T. roseopersicina BBS hidrogenazai.

NAD*

2H*
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4. CELKITUZESEK

A Thiocapsa roseopersicina metabolikus sokszinlisége lehetévé teszi, hogy szdmos
szubsztratot felhaszndljon elektron igényének fedezésére. Nem kiegyensulyozott ndvekedési
kortlmeények kozott, a béséges szénforras jelenlétében, amikor a ndvekedés gatolt valamely
fontos tdpanyag csokkent mennyisége vagy hidnya miatt, a sejtek tartalék tdpanyagokat
raktaroznak (elemi kén, glikogén, polihidroxi-alkdnsavakat, polifoszfatokat). A raktarozott
tdpanyagok, igy a PHA-k is a sejtek szamara konnyen elérhet6 szén és redukald er6 forrast
jelentenek, melyek megfelel§ koriilmények kozott akar H, termelésre is felhaszndlhatdak.
Munkam sordn olyan nitrogén limitalt kortilményeket alkalmaztam, ahol a nitrogenaz, ATP
fligg6 hidrogendzként mdkodik, igy hidrogént termel. llyen kortilmények kozott a
hidrogenazok a hidrogén oxidaciéjat katalizaljak, ezért kisérleteimhez egy aktiv
hidrogenazokat nem tartalmazé T. roseopersicina torzset (DC12B) valasztottam.

Munkam soran legfébb célom volt, hogy:
* megtaldljam, a poliészter raktdrozasahoz optimalis szénforrast és kérilményeket
e a T. roseopersicina-ban azonositsam a polihidroxi-alkdnok szintézisében és
lebontasban részt vevé géneket.
* megvizsgdliam a polihidroxi-alkdnok szerepét a nitrogendz katalizalta hidrogén
termelésben.
e valamint megnézzem a kulsé elektrondonorok (tioszulfat és/vagy borostyankdsav)

hatasat a hidrogén termelésre a poliészterek jelenlétében/vagy hianyaban.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. BAKTERIUM TORZSEK ES PLAZMIDOK

5.1.1. E.COLITORZSEK

XL-1 Blue MRF recAl gyrA96 (F’lacl’z) Tc Stratagene
S17-1 A pir 294 (recA pro res mod) Tp" Sm" (pRP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7) Herrero és
mts., 1990

5.1.2. T. ROSEOPERSICINA TORZSEK

DC12B hypCi4, hypCA, Maroti és mts., 2003

PH12B phbBPRAEC A, DC12B ez a munka

5.1.3. PLAZMIDOK

pBluescript SK +/- ColE1 Amp’ Stratagene

pK18mobSacB ColE1, sacB, Km" sz(ik Schafer és mts., 1994
gazdasepcifitasu integralédé vector

pPHA2 1 5’-homoldg régio( PHDo1- PHDo2) a ez a munka
pK18mobsacB, Km" vektorban

pPHA2 2 5’- és 3’- (PHDo7- PHDo8) homoldg régié ez a munka

pK18mobsacB, Km" vektorban

5.2. BAKTERIUMOK TENYESZTESE

5.2.1. Az E. COLINOVESZTESI KORULMENYEI

Az E. coli sejteket 37°C-on LB folyadékban vagy LB lemezen (LB + 1,5% agar) tartottam fenn.
Az E. coli tenyésztésénél hasznalt antibiotikumok és koncentracidjuk (pug/ml): lemezen és

folyadékban egyarant kanamicin: 25, ampicillin: 100.

Az E. coli sejtek ndvesztéséhez hasznalt tapoldatok:
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LB: 10 g tripton, 5 g éleszt6 kivonat, 10 g NaCl, desztildlt vizzel 1000 ml végtérfogatra
kiegészitve.
SOB: 20 g tripton, 5 g éleszt6 kivonat, 0,5 g NaCl, desztilalt vizzel 1000 ml végtérfogatra

kiegészitve.

5.2.2. A T. ROSEOPERSICINANOVESZTESI KORULMENYEI

A T. roseopersicina tdrzset 25-28°C-on folyamatos megvildgitdas mellett, teletdltott
csiszolt dugds lvegekben, Pfennig féle tapoldatban novesztettem 3-4 napig (Pfennig és
Triper, 1991). A sejtek szélesztéséhez Phytagel (Sigma) tartalma (7 g/liter) lemezeket
haszndltam, majd a lemezeket az Oxoid AnareoGen (N,, CO;) rendszereivel anaerobizalt
dobozokban 14 napig fényen inkubaltam.

Nitrogén fixald korilmények biztositasa caljabdl a médositott Pfennig féle tapoldat
nem tartalmazott NH4Cl-t, mig a kulturdk légterét N, gdzzal anaerobizaltam. A T.
roseopersicina tenyésztésénél hasznalt antibiotikum és koncentracidja (ug/ml): kanamicin:

25.

Az T. roseopersicina sejtek novesztéséhez hasznalt tdpoldatok:

PC (Pfennig-féle tapoldat): 20 g NaCl, 1 g KH,PO4, 1 g MgCl,, 1 g KCI, 1 g NH4Cl, 2 g NaHCOs, 2
g NayS,;03, 20 pl By, vitamin (100mg/ml), 1 ml 20 mM Fe-EDTA, 1 ml mikroelem oldat,

desztillalt vizzel 1000 ml végtérfogatra kiegészitve (Pfennig és Tripper, 1991).

PR tapoldat: 20 g NaCl, 1g KH,PO,4, 1 g MgCl,, 1 g KCl, 0,17 g Na-glutamat, 2 g NaHCO3, 2 g
Na,S;03, 10 g Na-ecetsav, 20 Ml By, vitamin (100 pg/ml), 1 ml Fe-EDTA (3,3 g/l), 1 ml

mikroelem oldat) desztillalt vizzel 1000 ml végtérfogatra kiegészitve.

HT tapoldat: 20 g NaCl, 1 g KH,PO,4, 1 g MgCl,, 1 g KCl, 20 pl By, vitamin (100 pg/ml), 1 ml Fe-
EDTA (3, 3 g/l), 1 ml mikroelem oldat, desztillalt vizzel 1000 ml végtérfogatra kiegészitve;
pH=7.
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Egyes esetekben a tapoldatot 2 g I tioszulfittal vagy/és 5 g I borostyank&savval

egészitettem ki. Ezt minden esetben a dolgozatomban a megfelel6 helyeken jeloltem.

NC (nitrogénfixald tapoldat): 20 g NaCl, 1 g KH,PO,4, 1 g MgCl,, 1 g KCl, 2 g NaHCO3, 2 g
Na,S$,03, 20 pl By, vitamin (100mg/ml), 1 ml 20 mM Fe-EDTA, 1 ml mikroelem oldat,

desztillalt vizzel 1000 ml végtérfogatra kiegészitve.

Mikroelem oldat: 2975 mg Na,-EDTA, 300 mg H3BO,4, 200 mg CaCl,.6 H,0, 100 mg ZnSO,. 7
H,0, 30mg MnCl,.4 H,0, 30 mg Na,Mo04.2 H,0, 20 mg NiCl,. 6 H,0, 10 mg CuCl,. 2 H,0,

desztillalt vizzel 1000 ml végtérfogatra kiegészitve.

A PHA-k-bél torténé hidrogén termelés vizsgalatdhoz, kétszakaszos novesztési

eljarast hasznaltam.

5221 A PHA-KRAKTAROZASI SZAKASZ

A PHA-k raktarozdsahoz a baktériumokat (400 ml sejtkultura) 500 ml-es hipovial
Uvegekbe, PR tdpoldatba oltottam le, majd a kulturak légterét, 10 percig argon gazzal
anaerobizaltam. Ezt kévetSen a sejteket 25°C-on névesztettem, folyamatos megvildgitas

mellett (58 um s m™ foton fluxus intenzitas).

5222 A HIDROGEN TERMELESI SZAKASZ

5 nap elteltével, a névekedési fazis exponencidlis szakaszaban - anaerob koriilmények
mellett - PR tapoldatot a kultura centrifugaldsa utan eltdvolitottam és a sejteket 60-60 ml
szén és nitrogén forrast nem tartalmazé HT tapoldatban vettem fel. A kulturak (60 ml) 600
nm-en mért abszorbanciajat 0,8-0,9-cm™-re &llitottam be, majd a lezart tGvegek gazterét 10

percig Ar gdzzal anaerobizéltam. Ezt kdvet8en a sejteket 25 °C-on, az elz6ekben ismertetett

/////
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5.3. DNS MANIPULACIOK

5.3.1. GENOMI DNS 1ZOLALAS 7. ROSEOPERSICINA-BOL

A genomi DNS tisztitdsdhoz a “Gene Elute” (Sigma) genomi DNS tisztité csomagjat

(kit) hasznaltam (KT2110-KT1), a gyarto utasitdsainak megfelelGen.

5.3.2. PLAZMID DNS TISZTiTASA E. COLI-BOL

A plazmid DNS-t, a megfelel§ antibiotikumot tartalmazd, LB tdpoldatban felndtt
sejttenyészetekbdl (3-8 ml) tisztitottam, alkalikus lizis mddszerrel (Sambrook és mts., 1989),

illetve a Qiagen/Sigma/Eppendorf plazmid tisztitasi csomagot hasznalva.

5.3.3. AGAROZ GELELEKTROFOREZIS

Az analitikai és preparativ célokbdl végzett gélelektroforézis agardz gélben, TAE
puffer rendszerben (0,04 M Tris-ecetsav, 0,001 M EDTA, pH = 8,0) tortént, az irodalomban

leirtaknak megfelel6en (Ausubel és mts., 1996).

5.3.4. DNS FRAGMENT IZOLALASA AGAROZ GELBOL

Az agardz gélelektroforézist kovet6en a kivant DNS fragmentumokat a Fermentas

DNS extrakcids csomag segitségével (Fermentas, Kat. szam: KO513) izolaltam.

5.3.5. DNS MANIPULACIOK

A DNS molekuldk helyspecifikus hasitasa restrikcids endonukledzokkal, az 5’ vagy 3’
DNS ragadds vég tompitdsa T4 DNS polimerazzal vagy Klenow polimerazzal tortént. Az 5’ vég
foszforilalasa polinukleotid kinazzal, a DNS végi foszfatcsoport eltavolitdsa borju bél alkalikus
foszfatazzal (CIAP), a DNS molekuldk ligdlasa T4 ligdzzal tortént, az enzimeket gyartd cégek

(Fermentas, Stratagene, Amersham, Biosciences) utasitasainak megfelelGen.
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5.3.6. KEMIAI KOMPETENS SEJT KESZITES ES TRANSZFORMACIO

Az E. coli kompetens sejtek készitése és a transzformacio a SEM (Simple and Efficient

Method) moédszer szerint tortént (Inoue és mts., 1990).

5.3.7. POLIMERAZ LANCREAKCIO

A polimeraz lancreakcidokat PCRExpress thermocycler (Hybaid) vagy Eppendorf 5415R
készilékben hajtottam végre. A reakcidelegyekben (20-50 ul végtérfogat) alkalmazott
végkoncentraciok a kovetkez6ek voltak: primerek 1 uM, dNTP 200 uM, DNS polimeraz,
puffer és Mg®": a felhasznalt polimerazt gyarté cég (Phusion (Fermentas) és DyNAZyme

(Finnzymes)) utasitasainak megfelelGen.

5.3.8. NUKLEOTID SORREND MEGHATAROZASA

A DNS szekvencia meghatdrozdsok automata szekvenatorral (Applied Biosystem)
késziltek. A megfelel6 klénok nukleotid sorrendjének meghatdrozasara a pBluescriptSK+, a

plazmidok szekvendld oligonukleotidjait, illetve a specifikus oligonukleotidokat hasznaltam.

5.4. A PHAGENEK AZONOSITASA 7. ROSEOPERSICINA-BAN

A T. roseopersicina PHA-k metabolizmusaban részt vevé gének azonositasara, az A.
vinosum phaC génjét hasznaltam TBLAST keres6 szekvenciaként, a T. roseopersicina helyi
génbankban. A T. roseopersicina PHA szintazat kodold régié azonositdsa utan, 3’- és 5'-
iranyban szamos nyitott leolvasasi keretet sikerilt in silico azonositanom, melyek termékei

feltehet6en a PHA-k metabolizmusaban vesznek részt.

5.5. A PHADELECIOS MUTANS LETREHOZASA

A PHA delécios vektorkonstrukciok elkészitéséhez egy szlk gazdaspecificitasu
“dngyilkos” vektort, a pK18mobsac-ot (Shafer és mts., 1994) hasznaltam. A pha |6kusz 5’
homolég régidjat PHADol (5- TCCTGCGCCGCTTACGTCTT-3) és PHADo2 (5'-

CATCGCTGCCGACGTGTCTT-3") primerekkel felsokszoroztam. A kapott 1069 bp-os PCR
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terméket a Smal restrikcids enzimmel hasitott pK18mobsacB plazmidba jutattam be
(pPHA2_1). A 3’ homoldg régié felsokszorozdsa a PHADo7 (5- CGGCAGCAAAGACTATACCG -
3') és a PHADo8 (5°- TCATCACCGACGACAACTTC -3°) primerekkel tortént. Az 1162 bp-os
darabot az Xbal restrikcids enzimmel hasitott pPHA2_1 plazmidba jutattam, igy létrehozva a
pPHA2_2 plazmidot. A kész plazmidot E. coli S17-1 (Apir) torzsbe transzformaltam, majd a
DC12B (Mardéti és mts., 2003) aktiv hidrogendzt nem tartalmazd T. roseopersicina torzsbe
konjugdcidval jutattam be. Az egyszeres és kétszeres rekombinansokat kanamicin és a sacB
pozitiv szelekcids rendszer (Shaffer és mts., 1994) segitségével azonositottam.

A delécié sikerességét a PHBMo5 (5 - CCGGCACAGTTGATGAGGAT -3°) és PHBMo6 (5'-
TTCCATGTCAGCGGCTCCTT -3') primerekkel kapott PCR termékek mérete (mutans 1385 bp,
vad 6636 bp), tovabba szekvencia analizise is megerGsitette. A pha bioszintetikus I6kuszt

nem tartalmazo torzset PH12B-nek neveztem el.

5.6. FIZIOLOGIAI MERESEK

5.6.1. A HIDROGEN MENNYISEG MERESE

A hidrogén termelés mérését az el6zményekben ismertetett HT tapoldatban (egyes
esetekben 2 g I'* tioszulfattal vagy/és 5 g I borostydnkésav kiegészitett) végeztem. A
hidrogén termelés kovetéséhez a kulturak (60 ml) légterébél 24 6ranként 200 pl gazt
injektaltam gazkromatografba (Agilent 6890 gazkromatograf, Molecular Sieve 5A kolonna,

TCD detektor). Vivégazként argont haszndltam.

5.6.2. A PHB MENNYISEG MEGHATAROZASA

A PHB méréshez a kissé modositott Braunegg féle savas metanolizis eljarast
hasznaltam (Braunegg és mts., 1978). A liofilizalt sejtekhez (60 ml) 2 ml 10%-os kénsavat
tartalmazé metanolt, valamint bels6é standardnak benzoesavat (0,5 g I'") adtam. Az elegyet
10 ml-es, teflon kupakkal lezart hipovial Gvegekben 4 6ran &t inkubdltam 100 °C-os
hémérsékleten. A észterifikdlasi reakcid sordn a mintdkat, éranként egyszer két percig

vortexeltem. Az inkubalas végeztével ioncserélt vizet (1 ml) adtam a mintdkhoz, majd
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kloroformos (1ml) extrakciét végeztem. Ujabb 2 perces kevertetést kovetSen, a PHB
mennyiségének meghatarozasa a szerves fazisbol tortént.

A PHB meghatarozdsara egy standard gazkromatografids modszert hasznaltam
(Betancourt és mts., 2007). Az el6zetesen észterifikdt minta szerves fazisdbol 1 pl-t
fecskendeztem a gazkromatografba (Agilent 6890 GC, Equity-1, FID). A kloroformmal higitott
metil-3-OH-vajsav kalibracids egyenes linearisan véltozott a 0-3 ng plI* metil-3-OH vajsavat

tartalmazoé mintak esetében.

5.6.3. A BOROSTYANKOSAV MENNYISEG MERESE

A borostyankdsav mennyiség mérését az el6zményekben ismertetett HT tapoldatban
(2g I'* tioszulfattal vagy/és 5g I'* borostyankésav kiegészitett) nevelt kultirdkon végeztem. A
sejtkulturakbol (60 ml) alkalmanként (48 6ra) 500 pl sejtet centrifugaltam le. Az igy
el6készitett fellliszobdl 50 pl-t haszndltam a HPLC-vel (Elite LaChrom, Hitachi, ICsep ICE-
COREGAL 64H, Rl detektor) torténd borostyank&sav meghatdrozasara. A borostydnkdésav
kalibracids egyenes linedrisan valtozott, a 0-7 g I'* s borostyankésavat tartalmazé tapoldat

esetében.

5.6.4. A NITROGENAZ AKTIVITAS MERESE

A nitrogendz aktivitds mérésekhez az acetilén reducidés moddszert (Stewart és mts.,
1967) hasznaltam. A méréseket HT tapoldatban (egyes esetekben 2g I tioszulfittal vagy/és
5g I borostyank8sav kiegészitett)) tartalmazé sejtkulturdn végeztem. A 30 ml sejtet
tartalmazoé hipovial livegeket (60 ml) argonnal anaerobizaltam, majd a kulturdk légterébe
acetilén (a gdz fazis kb. 13%-a) és nitrogén gazt (a gdz fazis kb 3%-a) jutattam. A fényen
torténd inkubacidt (4 éra) kdvetben, a hipovial liveg gazterébdl 500 pl gazt fecskendeztem a
gazktomatografba. Az acetilén és etilén kilonvalasztasat és mennyiségi analizisét Shimadzu

GC-2010 tipusu gazkromatografon végeztem (HP-PlotQ, TCD detektor).
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5.6.5. A TIOSZULFAT TARTALOM MEGHATAROZASA

A minta el6készités soran 500 pl-t vettem ki a HT tapon novesztett kulturabol (60 ml).
A sejtek lefugaldsa utan a felliluszo tioszulfat tartalma egyértelmlien meghatarozhaté volt a
mintdk 230 nm UV elnyelése alapjan, kvarckiivettat haszndlva. A tioszulfat kalibracids
egyenes linedrisan valtozott a 0 - 3 g I"* tioszulfatot tartalmazé tapoldat jelenlétében (Mardti

és mts., 2010).

5.7. BIOINFORMATIKAI MODSZEREK

A DNS és fehérje szekvencidk Osszehasonlitdsa, valamint a GenBank, Prosite és
SwissProt adatbdzisokban valéd keresések, a BLAST (X, P) programmal torténtek
(www.ncbi.nih.nlm.gov/BLAST). Toébb fehérje aminosav sorrendjének egyiittes dsszevetésére
a T-COFFEE program segitségével végeztem (Notredame és mts., 2000). A t6bszoros illesztés
eredményeit phylip formatumba mentettem el és ezt hasznaltam a PhyML
(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/; (Guindon és mts., 2010)) torzsfa elkészitéséhez,
ahol az LG helyettesitési modellt és az SH szer(i mddszert haszndltam, hogy felbecsiiljem az
adatok helyességét a torzsfa belsé elagazasainal.

A filogenetikai fakat a Figtree v1.3.1. programmal

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) jelenitettem meg.

5.8. A SZEKVENCIAK ELHELYEZESE AZ ADATBAZISBAN

A Thiocapsa roseoprsicina phaARPBCE és phaZ |6kuszok szekvencidja a IN244736 és a

IN244737 hivatkozasi szam alatt érheté el, a GenBank adatbazisban.

5.9. A FEHERJE MENNYISEG MERESE

A fehérje mennyiség meghatarozasat a Non Interfering Protein Assay ® (Calbiochem;

katalégus szam: 844250) csomaggal végeztem a gyarto altal leirt utasitasokat kovetve.
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6. EREDMENYEK ES TARGYALASUK

6.1. APHA-K RAKTAROZASA T. ROSEOPERSICINA-BAN

Szamos fotoszintetikus baktérium képes jelentés mennyiségben PHA-kat raktarozni
(Liebergesell és mts., 1991; De Philppis és mts., 1992; Mas és Van Gemerden., 1995). Rb.
spharoides-ben az ecetsav a legjobb szubsztrat a PHA-k raktarozasahoz (Brandl és mts.,
1991; Khatipov és mts., 1998).

A heterotrof baktériumokban a PHA-k szintézise a tapoldat nitrogén tartalmahoz kapcsolt
(Anderson és Dawes, 1990) és ez a nitrogén kapcsoltsag a fotoszintetikus baktériumban is
megfigyelhets (Liebergesell és mts., 1991; De Philppis és mts., 1992).

Az el6zményekben (lasd: Irodalmi attekintés) ismertetett adatokbdl kiindulva a T.
roseopersicina sejteket kilonbozé szubsztratokon (ecetsav, glutaminsav, pirosz6lGsav,
borostyankésav), kilénb6z6 novekedési korilmények mellett (nitrogénfixdldé és nem
nitrogénfixald) novesztettem, hogy megtaldljam a PHA raktdrozds szempontjabdl optimalis
szénforrast, illetve az idedlis C/N aranyt. A glutaminsav idedlis nitrogénforrds, mivel az
ammaoniaval ellentétben a nitrogendzok aktivitdsat nem gatolja, illetve nem igényel extra
energiat, mint a légkori N, redukalasa (Jouanneau és mts., 1984).

Az eredményeim azt mutatjak, hogy szdmos egyéb bibor baktériumhoz hasonléan, T.
roseopersicina-ban is az ecetsav a legjobb szubsztrat (Liebergesell és mts., 1991; Brandl és
mts., 1991; Khatipov és mts., 1998). Az altalam vizsgalt korilmények kozott az idealis C/N
(122:1) aranyt a 10 g I ecetsav/0,17 g I"* glutaminsav biztositotta, amikor is a sejtek szaraz
tomegének 30,514 %-at polihidroxi-alkansavak alkottak.

A liofilizdlt sejtek metil-észterifikaldst kovetd gdzkromatografias vizsgdlata azt
mutatta, hogy a T. roseopersicina PHBV kopolimert raktaroz, mely 3-hidroxi-vajsav (3-HB) -
és 3-hidroxi-valeridnsav (3-HV) monomerekbdl épiil fel (4. tablazat). A 3-HV eloszlasa 5-41
mol% kozott valtozott, a ndvesztési koriilmények fliggvényében. A 3-hidroxi-vajsav és a 3-
hidroxi-valeridnsav mennyiségének mol%-os megoszlasa forditott ardnyossagot mutat a C/N
hanyadossal. Az 5 g I"'—es ecetsav (19 mM) koncentraciénal - nitrogén limitalé kornyezetben
- a 3-HB és 3-HV mol% megoszlasa 69,8 mol%, illetve 30,2 mol%. Az ecetsav mennyiségének
10 g I'- re (37 mM) valdé emelésével ez az arany 94,7 mol% (3-HB) és 5,3 mol%-ra (3-HV)
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csokkent. Magasabb ecetsav koncentracié mellett a sejtek mar nem voltak képesek

novekedni (4. tablazat).

Novesztési Ca Ca Cs Cs Teljes PHA

korilmények monomer monomer monomer monomer tartalom
w% mol% w% mol% w%

5g I ecetsav, 6.8 69.8 3.3 30.2 10.1

NC tap

10 g I ecetsav, 28.8 94.7 1.8 5.3 27.7

NC tap

10g I ecetsav, 31 93.5 2.5 6.5 30.5

0,17 gl Glu

15gI'T, 1.6 58.6 1.3 41.4 2.9

0,17 g I Glu

4. tablazat. T. roseopersicina-ban, a kilonb6z6 szubsztratok jelenlétében raktarozott
polihidroxi-alkansavak Osszetétele. Glu- glutaminsav; T- tioszulfat; NC- nitrogén fixald

koralmények;

A fototréf bibor baktériumokban a PHA-k el6fordulasat vizsgélva legalabb 28 faj (14
bibor nem kén- és 14 bibor kén baktérium) esetében mutattak ki, hogy ecetsav jelenlétében
(6,5 mM) képesek poliésztereket raktarozni (Liebergesell és mts, 1991).

Ezek kozll 22 faj esetében kizdrdlag a PHB raktdrozasat figyelték meg. A raktarozott
poliészter a sejt szdraztomegének csupdn 5%-at tette ki.

Ezen ecetsav koncentracido mellett a fototréf bibor kénbaktériumok, a sejtek szdraz
tomegének 5-28,6 %-dban képesek PHA-kat raktdrozni, mely kizardlag 3-HB monomereket
tartalmaz.

A R. rubrum és R. spaeroides bibor nem kén baktériumokban ecetsav vagy ecetsav és
almasav, borostyankd&sav, gliikdz vagy propionsav jelenlétében a raktarozott PHA-k a sejtek
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szaraz tomegének akar 50-65%-t is poliészterek alkottak. Minden esetben a polimer 98% 3-
HB-ot és 2% 3-HV-ot tartalmazott (Brandl és mts., 1991).

A T. roseopersicina ugyan joval magasabb ecetsav koncentracid jelenlétében
(122mM), de az egyik legjobb poliészter raktdrozé fajnak bizonyult, mely egyedili bibor
kénbaktériumként PHBV kopolimert raktdroz, amikor az ecetsav, mint egyediili szénforrds
van jelen a tdpoldatban.

A pirosz6l6sav, borostyankGsav és glikdéz tartalmd tapoldatokon novesztett T.
roseopersicina sejtekben, nem tudtam polihidroxi-alkdnsavak jelenlétét kimutatni. A
tioszulfat, mint kizardlagos elektrondonor jelenlétében is csak elenyész6 mennyiségben

voltak jelen a PHA-k, mivel ebben az esetben szénforrds nem volt jelen a tdpoldatban.

6.2. A PHA METABOLIZMUSBAN RESZTVEVO GENEK AZONOSITASA THIOCAPSA

ROSEOPERSICINA-BAN

A PHA-k bioszintézisben résztvevé gén azonositasahoz, az A. vinosum (a T.
roseopersicina kozeli rokona) PHA szintaz (PhaC) fehérje szekvencajahoz legjobban hasonlitd
(homoldg) régiot kerestem meg a T. roseopersicina genomban (nem publikalt adatok). A
TBLAST keresést kovetéen, a homoldég phaC DNS régié azonositdsa utan, a phaC génhez
képest 5’ és 3’ irdnyban elhelyezkedd nyitott leolvasasi kereteket (open reading frame)
kerestem. A keresés eredményeképpen két genomi lékuszt azonositottam.

Az egyik lokusz a phaARPBEC, mely tartalmazta a PHA-k bioszintézisében résztvevd
géneket. A PHA-k lebontdsaban résztvevé PHA depolimerazt (phaZ) kédold gént, a genom
egy masik, kiilondlld régidjaban taldltam meg.

A PHA-k bioszintézisében érintett I6kuszon a gének két - ellentétes irdnyitottsagu -
génklaszterbe rendezédnek. Az egyik génsorozatot a phaARPB gének alkotjak, melyek a B-
ketotiolazt (phaA), a PHA bioszintézisét szabdlyozd fehérjét (phaR), a poliészter granulumhoz
kapcsolédd fazin fehérjét (phaP) és a NADPH fligg6 aceto-acetil-CoA reduktdz enzimet
(phaB) koédoljak. A masik génklaszterben az ellentétes iranyitottsagu phaC-phaE gének

taldlhatdak (11. dbra), melyek egy kétkomponensi PHB szintazt kédolnak.
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1kbp

(GEE (a (G GEEEES R B (S

phaB  phaP phaR phaA phaE phaC rsam

11. dbra. A T. roseopersicina pha |6kusz genetikai térképe.

A phaARPB és phaCE génekrél atirddott fehérjék tobbszords illesztése soran nagy
relativ azonossagi értékeket taldltam szamos y-Proteobaktérium megfeleld fehérjéivel (4.
tablazat): a PhaA esetében 44-91% (legmagasabb a T. violacea PhaA), a PhaR esetében 76-
80% (legmagasabb a T. violacea PhaR), a PhaP esetében 23-71% (legmagasabb az A. vinosum
PhaP) és a PhaB esetében 41-87% (legmagasabb A. vinosum PhaB) kozo6tt valtozott. A PhaC
és PhaE fehérjék esetében ez az érték 51-89% (legmagasabb az A. vinosum PhaC) és 24-72%
(legmagasabb a T. violacea PhaE) kdzott valtozott.

A T. roseopersicina-ban, a PHA bioszintézisben résztvevé gének genetikai
elrendezédése nagyfoku hasonldsagot mutatott az A. vinosum pha l6kuszaval (Liebergessel
és Steinbiichel, 1992).

A szintdzok a poliészter kialakuldsdnak kulcsenzimei, melyek a [B-hidroxi-zsirsav
monomerek beépllését katalizdljdk a polimer l|ancba. Szerkezetik és szubsztrat
specificitdsuk alapjan a poliészter szintazokat négy osztalyba (I.-1V. osztdly) soroljak (I1d.2.4.7.
fejezet).

A T. roseopersicina egy két alegységes szintazt tartalmaz (a polimerdzt (PhaC) és egy
feltehet6en poliészterkoté alegységet (PhaE), mely alapjan a |Ill. osztadlyl szintazok
osztalydba sorolhaté. Kisérleteim alatdmasztjak, hogy ezen enzim is a 3-5 szénatomos (R)-3-
hidroxi-CoA tioésztereket (3-HB és 3-HV) épiti be a poliészter lancba (Isd. 5.1. fejezet), mint
ahogyan mar kordbban leirtak (Yuan és mts., 2001).

Az A. vinosum PhaC szintaz katalitikus aminosavai (Cys-149, His-331 és Asp-302),
azonos poziciokban a T. roseopersicina-ban is megtalalhatéak és nagy valdszinliséggel,
ugyancsak katalitikus funkcidval rendelkeznek.

Egy atfogd tanulmany sordn Rehm (2007) az taldlta, hogy a PhaC fehérjék kozott joval

nagyobb hasonldésag figyelheté meg, mint a PhaE fehérjék kozott.
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Thiocapsa roseopersicina BBS-ben a PHA-k
bioszintézisében részt vevd fehérjék

A B C E P R

A.vinosum DSM180 88 87 89 70 71 76

E. shaposhnikovii 73 - 69 38 23 -

T.violacea 91 - 86 72 - 80

Synecocystis sp. PCC 6803 | 44 41 55 - - -

Cyanothece sp. PCC 7424 | - - 51 24 - -

T. pfennigii - - 83 54 - -

5. tablazat. A T. roseopersicina PHA-bioszintézisében részt vevé fehérjék, tobbszords

illesztése soran kapott relativ azonossagi értékek (%)

A PhaE alegységeket Osszehasonlitva, a fehérje C-terminadlis régiéjaban két rovid
aminosav szakaszt talalt, melyek a PHA granulum kot6 fehérjékre (fazin) jellemzéek. A PhaE
fehérjének, a PHA szintaz, granulumhoz valé kotésében lehet szerepe, de a pontos funkcidja
egyelére ismeretlen (Rehm, 2007).

A. lll. tipusu szintdzt tartalmazé mikroorganizmusoknal megfigyelt phaC és phaE
gének kapcsoltsaga (Miih és mts., 1999) T. roseopersicina esetében is feltételezhetd (11.
abra), mivel minden jel arra mutat, hogy a két fehérje egy funkciondlis egységet alkot.

A 5. tablazatot megfigyelve feltlinik , hogy a PhaA, PhaB és PhaC fehérjék kozott
nagyobb azonossagi értékek figyelhetéek meg, mint a PHA bioszintetikus Idkusz tobbi
fehérjéi kozott.

Korabban szamos fajban leirtdk, hogy a PHA szintdz és szamos egyéb, a PHA-k
bioszintézisében érintett gének kapcsoltan helyezkednek el a bakteridlis genomon belil, és
ezen tulmenden, feltlin6 a phaCAB gének kapcsoltsaga is (pl. C. necator stb.; Rehm és

Steinbichel, 1999). Habar a T. roseopersicina-ban a phaC, phaA, PhaB gének nem kapcsoltak,
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a megfelel6 fehérjék esetében tapasztalt nagy foku azonossag tovabbi vizsgalatokat kivant,
hogy kideritsem ezen gének eredetét.

Ezzel ellentétben a kisebb szekvencia azonossagot mutaté PhaR, PhaP és PhaE
fehérjéket kodold gének a kilonbozé fajokban, feltételezhetéen a poliészter raktdrozas
“finom szabalyozasat” végzik. A kilonbozé élettereket benépesité mikroorganizmusokban,
ezen gének valtozatai biztositjak azon kilonbségeket, melyek a granulumok 6sszetételében,
méretében stb. nyilvanulnak meg.

A polihidroxi-alkansavak bontdsaban részt vevé PHA depolimerdz gént (phaZ) a
bioszintézisben részt vevd génektdl tavol elhelyezkedd, masik genomi régio tartalmazta. A
poliészter depolimerazok az a/f hidrolazok csaladjaba tartozd karboxil-észterazokhoz
hasonldé enzimek (Jendrossek és Handrick, 2002).

A legismertebb dPHA, depolimerazok koézos domén szerkezettel rendelkeznek,
melyek egy rovid szignal peptidet (egyes esetekben hidnyozhat), egy katalitikus domént
(beleértve a lipaz motivumot és az oxi-anion Ureget), egy rovid Osszekot régidt és egy
szubsztrat kot6 domént tartalmaznak (Behrends és mts., 1996). Habar a PHA depolimerazok
és mas a/B hidrolazok (lipazok, észterazok) szekvencidi kozott csak kis foku hasonldsag
figyelhet6 meg — a nagyon eltér6 szubsztrat specificitds miatt - ugyanazon csalad tagjai és
nagyon konzervalt katalitikus centrummal (szerin-hisztidin-aszpartat) rendelkeznek.

A T. roseopersicina PhaZ depolimerdz fehérjeszekvencidjat, a PHA depolimeraz
adatbazisban (Knoll és mts., 2009) elemezve, azt taldltam, hogy az 1. tipusu katalitikus
doménnel rendelkezé extracellularis dPHA,y depolimerdzokhoz mutat nagy hasonldsagot,
vagyis az oxi-anion aminosav, a lipaz motivum N termindlis régiéjaban helyezkedik el.

A T. roseopersicina PhaZ fehérjéjében megtaldltam a kordbban leirt szerkezeti egységeket
(kivéve szignalpeptid szekvenciat), tovabba azonositottam az extracelluldris depolimerazokra
jellemz6 konzervalt aminosavakat: a hisztidint (oxianion), illetve az aktiv centrumot kialakitd,
a G-L-[S]-A-G lipaz motivumba agyazott katalitikus szerint, valamint az ugyancsak katalitikus
aktivitassal rendelkezd aszparaginsavat és a hisztidint is. Habdr ezen depolimeraz az
extracellularis depolimerdzokkal mutat legnagyobb hasonldsagot, a szignal szekvencia
hidnya, illetve az a tény, hogy a T. roseopersicina (korabbi megfigyeléseink) a poliésztereket
sejten belll raktdrozza, arra enged kovetkeztetni, hogy az intracelluldris poliészter

granulumok lebontasaban is részt vesz.
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A PhaZ depolimerdaz fehérjeszekvenciajanak tobbszoros illesztése azt mutatta, hogy a
T. roseopersicina depolimerdz nagyfoku azonossdgot mutat a Xanthobacter autotrophicus
Py2 (53%), Methylobacterium extorquens fajok (52%), Azotobacter vinelandii D) (48%) és A.
vinosum DSMZ 180 (38%) fajokban talalt depolimerdzokkal.

Az a-proteobaktériumokhoz tartozd fajok, megfelel6 fehérjéivel (Xanthobacter
autotrophicus Py2, Methylobacterium extorquens fajok, Azotobacter vinelandii DJ) szemben
mutatott nagymértékl azonossag arra enged kovetkeztetni, hogy a depolimerdzt kédold
DNS szekvencia, a PHA-k bioszintézisében részt vevé génekhez képest (ezen fehérjék y-
Proteobaktériumok megfelel6 fehérjéivel mutatnak hasonldsagot; lasd: 5. tablazat) a
baktérium evolucidjanak egy masik szakaszdban kerilhetett a genomba, ezért a
kés6ébbiekben kodon adaptacios index, illetve filogenetikai vizsgalatokat végeztem.

Mivel kordbban szdmos mikroorganizmusban leirtak, hogy a PHA-k anyagcseréjében
érintett gének tobb példanyban is jelen lehetnek a genomban (pl: C. necator-ban a phaZ gén
hat példanyban, a fazin fehérje négy példanyban; a Burkholderia fungorum-ban a phaZ két
példanyban van jelen stb. (Potter és mts., 2004; Kadouri és mts., 2005), ezért a T.
roseopersicina-ban is, tovabbi a poliészter anyagcserében érintett gént kerestem.

A T. roseopersicina genom alapos vizsgdlata sordn nem taldltam tovabbi olyan

gén(eke)t, melyeknek szerepe lehet a PHA-k szintézisében vagy lebontasaban.

6.3. APHAC ES PHAZ FEHERJEK FILOGENETIKAJA

A T. roseopersicina és az A. vinosum toérzsek megfelelé PhaA, PhaB és PhaC fehérjéit
Osszehasonlitva (88, 87 illetve 70%) jéval nagyobb azonossag volt megfigyelhetd (4.
tablazat), mint a PhaZ fehérje (38%) esetében. Ez a megfigyelés sugallta, hogy a kapcsolédd
gének/fehérjék esetében, érdemes megvizsgalni a kodon felhasznalast és a filogenetikai
torzsfat. Modell szekvenciaként a PHA szintdz, PhaC alegységét (a PHA bioszintetikus utvonal
legkonzervaltabb fehérjéje) és PHA depolimerdz (Phaz) fehérjéket hasznaltam.

Bar az aminosavakat kdodoléd kodonok gyakorlatilag univerzalisak, a kiilonb6z6
mikroorganizmusok eltéré gyakorisdggal hasznaljdk az azonos aminosavakat kdodold

tripleteket, vagyis egyes kodonokat elényben részesitenek.
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A kodon adaptacids index (CAl) egy olyan mér6szam, mely segit megitélni egy gén
korat egy adott genomon belil. Minél kés6bben kerilt egy gén az adott faj genomjaba, annal
kisebb mértékben alkalmazkodott a gazdafaj kodon preferencijahoz.

A phaC és phaZ gének esetében szamolt CAl értékek nem mutattak eltérést a két gén
kodon felhasznaldasaban, igy a géntranszfer idejét illetéen, kdvetkeztetéseket nem lehetett
levonni, ezért tovabbi vizsgdlatokat végeztem.

A T. roseopersicina-ban a poliészter bioszintézisében (PhaC) és lebontdsaban (Phaz)
részt vevd reprezentativ fehérjeszekvencidkat haszndlva filogenetikai fat készitettem. A
torzsfa elkészitéséhez mind a négy PHA szintdaz csaldad reprezentativ képviselGinek
fehérjeszekvencidjat (Rehm, 2003), valamint ugyanezen, illetve ezekhez kozeli rokonsagot
mutatd torzsek PhaZ fehérjék aminosav sorrendjét haszndltam a 4. fejezetben (lasd:
Anyagok és Mddszerek) leirt munkamenetet kovetve.

A T. roseopersicina PhaC fehérjéje egy eldgazdst alkot az A. vinosum, Thiocystis
violaceae és Thiorhodococcus drewsii fotoszintetikus y-Proteobaktériumokkal. Tovabba
kozeli rokonsag figyelhet6 meg a Synechocystis sp. PCC 6803 cianobaktériummal (12. abra),
melyet a kordbban bemutatott irodalmi adatok is aldtamasztanak, vagyis a
cianobaktériumokra jellemzd Ill. tipusu poliészter szintaz is egy kozos 6stdl szarmaztathatd
(Hai, 2001).

Korabbi filogenetikai elemzésekben 67 kilonb6z6 proteobakteridlis PhaC fehérje és a
megfelel6 fajok 16S rDNS torzsfajanak 6sszehasonlitd vizsgalata azt mutatta, hogy a torzsfak
csaknem teljesen atfednek és a PhaC fehérjék is a fajok filogenetikai taxonédmidja alapjan
csoportosulnak (Kadouri és mts., 2005).

Kadouri és mts. (2005) azt is megfigyelték, hogy phCAB gének a kiilonb6z6 fajokban nagyon
gyakran kapcsoltak, tovabbd, hogy a kilonb6z6 fajok PhaA, PhaB és PhaC fehérjéit és a
megfelel6 16S rDNA torzsfakat Osszehasonlitva nagyon nagy mérték( atfedés volt
tapasztalhatd, ami azt sugalta, hogy ezen gének “beszerzése” proteobaktériumokban egy

nagyon régi folyamat eredménye.
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12. dbra. A PhaC és PhaZ fehérjék filogenetikai torzsfai.

Aerhyd: Aeromonas hydrophila, Agrotum: Agrobacterium tumefaciens, Alvin: Allochromatium vinosum, Avine:
Azotobacter vinelandii, Bameg:Bacillus megaterium, BacINT005:Bacillus sp. INTOO05, Burcar:Burkholderia
caryophylli, Caucre: Caulobacter crescentus CB15, Cauvib: Caulobacter vibrioides Chromovi:
Chromobacterium violaceum, Metex: Methyl obacterium extorquens, PadenParacoccus denitrificans, PseaerC1,
PseaerC2Pseudomonas aeruginosa PcaCl, PcaC2, PsepuCl, Psepuudomonas putida PcaCl, PcaC2,
PsestuC2:Pseudomonas stutzeri PcaC2, RaleuRalstonia eutropha, RaleuzZl, RaleuZ2, RaleuZ3, RaleuZz4,:
Ralstonia eutropha PcaZl,Z72,73,Z4, RhocapgRhodobacter capsulatus, Rhospha:Rhodobacter sphaeroides,
Rhodru: Rhodococcus ruber, Rhode: Rhodococcus equi, Rhoru: Rhodospirillum rubrum, SynPCC6803:
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Synechocystis sp. PCC 6803, Thiro:Thiocapsa roseopersicina, Thivio: Thiocystis violacea, Thiodr:
Thiorhodococcus drewsii, Vibcho: Vibrio cholerae V51, Xauto:Xanthobacter autotrophicus

Eredményeim nagyon jol atfednek a kordbbi megfigyelésekkel, amit a kilonbozé
fajokbdl szarmazé PhaA, PhaB és PhaC fehérjék kozott tapasztalt nagyfoku szekvencia
azonossag is aldtamaszt, annak ellenére, hogy a T. roseopersicina-ban a phaABC gének nem
kapcsoltak.

A PhaZ fehérje esetében a T. roseopersicina PHA depolimerdza kozeli rokonsagot
mutat a nem fotoszintetizalé Xanthobacter autotrophicus ésMethyl obacterium extorquens a-
proteobaktérium fajok megfeleb fehérjéivel és négy elagazasi pont figyetheteg aT.
roseopersicina és A. vinosum depolimeraz enzimei kdzott (12. abra).

A kulonb6z6 PhaC és PhaZ fehérjék esetén megfigyelt azonossagi értékek (86-90% és
52-53% ), illetve, hogy a T. roseopersicina PhaC fehérje filogenetikai csoportja joval kordbban
agazik el mint a T. roseopersicina PhaZ csoportja, ami egy nagyon késGi eldgazasa a
filogenetikai torzsfanak, egyértelmlen mutatjak, hogy a PHA anabolikus és katabolikus
gén(ek)/enzimek egymastdl fliggetlen evollcié eredményei és fetételezhet6en horizontalis
géntranszfer révén, mas-mas idépontokban keriltek be, ezen y Proteobaktérium genomjaba.

Ezen megfigyelésemet egy kordbbi, a kiilonb6z6 fajokbdl szarmazd iPhaZ fehérjék és
ugyanezen fajok 16S rDNS filogenetikai fainak 6sszehasonlité vizsgalata is aldtamasztotta,
amikor is, a két torzsfa kozott csak kis atfedés volt megfigyelhets. Ez alapjan feltételezték,
hogy ezen gének is horizontalis gén transzfer utjan keriltek a genomokba (Kadouri és mts.,
2005)

A C. necator genomban hat kiilonb6z6 phaZ gént azonositottak Ezen gének
megtobbszoroz6dése azt mutatja, hogy egy adott baktérium a kiilonb6z6 tipusu poliészterek
lebontasara is képes lehet (Kadouri és mts., 2005).

A T. roseopersicina PHA-k bioszintézisében és lebontdsaban részt vevé fehérjék
0sszehasonlitd vizsgalata soran kapott eredmények megegyeznek a kordbbi irodalmi
adatokkal, megeré@sitve, hogy a poliészter raktdrozdasi képesség egy nagyon konzervalt Gsi
folyamat, mely evoluciés elényt jelent. A poliészterek bontdsdban részt vevé enzimek
esetében tapasztalt sokszin(iség arra utal, hogy a mikroorganizmusok szamara az is nagyon

lényeges, hogy az altaluk raktarozott PHA-k mellett, a sejtek kdrnyezetébe kijutott idegen

53



eredetd, illetve kiilonbo6zd tipusu és méretl poliésztereket, mind konnyen elérhet6 szén és
energiaforrast is hasznositani tudjak.

Figyelembe véve, hogy a poliészterek raktdrozasanak fontos szerepe van a
mikroorganizmusok tulélésében, stressz tlrésében, illetve szamos egyéb bioldgiai
folyamathoz kapcsolédnak (lasd: Irodalmi attekintés ), ésszer( feltételezni, hogy poliészter
raktdrozasi és lebontdsi képesség “egy evolucids adu” a tuléléshez, a folyamatosan valtozo

korilmények kozott.

6.4. APHA DELECIOS MUTANS ELOALLITASA ES JELLEMZESE

A polihidroxi-alkansavak és a hidrogén metabolizmus kozotti kapcsolatok feltarasa
érdekében, egy a poliészterek raktdrozasdra nem képes mutdns torzset hoztam létre.

A delécids mutans elkészitéséhez a T. roseopersicina pha lokuszanak 5'- és 3’-
régioibdl egy-egy kb. 1000 bp tartalmazd szakaszt a DNS polimerdz lancreakcid soran, a
PHADo1 és PHADo2, illetve PHADo7 és PHADo0S8 primerek segitségével felsokszoroztam, majd
a genomi orientaciojuknak megfeleléen, egy szlik gazdaspecificitasi pK18mobsacB vektorba
(Shaffer és mts., 1994) klénoztam (13. dbra; részletesen lasd: Anyagok és Mddszerek).

A kész plazmidot E. coli S17-1 (Apir) torzsbe transzformaltam, majd konjugdciéval az
aktiv hidrogenazt nem tartalmazé DC12B (Maréti és mts., 2003) T. roseopersicina torzsbe
jutattam be. A homoldg rekombinacid révén létrejott mutdnsokat a sacB pozitiv szelekcids
rendszer (Shaffer és mts., 1994) segitségével azonositottam.

A delécié sikerességét a PHBMo5 és PHBMo6 PCR primerekkel kapott termékek
mérete, tovabbd szekvenadlasa is megerdsitette (13. abra). Az igy kapott torzset PH12B-nek
neveztem el.

A gdazkromatografidas elemzések sordn kiderilt, hogy a PHA bioszintetikus lokuszt nem
tartalmazé PH12B térzs 10 g I ecetsav és 0,17 g I'* glutaminsav tartalmu tapoldatban
novesztve, nem képes poliésztereket raktarozni.

A PHA raktarozasi lépés soran (PR-tdpoldatban) mindkét térzs (DC12B és PH12B)
képes volt magas ecetsav koncentracié (10g I'*) jelenlétében névekedni, s6t a PH12B torzs, a

DC12B torzshoz viszonyitva, nagyobb sejtszamot ért el.
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13. abra. A PH12B delécios mutans készitésének sematikus rajza.

A DC12B torzs és a PH12B kozotti novekedésbeli kiilonbség alapjan feltételezhet6,

hogy a DC12B sejtekben raktarozott PHA granulumok egy része, néhdany sejt szétesése révén

kikerilt a tapoldatba és megndvelte a kultura turbiditdsat, igy gatolva a fény eljutasat a

sejtekhez. Ezért tartottam nagyon fontosnak, hogy a poliészter raktdrozasi szakaszt

kovetéen, a hidrogén termelési szakasz el6tt, a kulturak optikai s@rlségét (ODggo)

megkdzelitSleg azonos értékekre allitsam be (0,8-0,9-cm™), igy biztositva a sejtkultdrak kozel

azonos fényatereszt6 képességét a hidrogén termelési szakasz soran.

55



6.5. APHA-K SZEREPE A HIDROGEN TERMELESBEN

A fototréf baktériumban az ecetsav, mint a PHB raktarozds, mint a hidrogén termelés
szamara elényls szubsztrat. Habdr, két kilonb6z6 metabolikus folyamat érintett, ezek
meglehetGsen atfednek és szdmos kisérlet is igazolta, hogy a két folyamat egy id6ben nem
valdsithaté meg (De Philippis és mts., 1992; Hustede és mts., 1993).

A Rhodovulum sulfidophilum sejtekben raktarozott PHB, mint egyetlen szubsztrat, a
nitrogendaz révén hidrogén termelésre felhasznalhaté (Maeda és mts., 1997).

Amint mar korabban ismertettem, a bibor nem kén baktériumokban az aktiv
hidrogenazok hianyaban fokozddik a hidrogén termelés kiilondsen, ha hidrogén visszavevd
aktivitassal rendelkez6 enzimeket nem tartalmaznak a sejtek (R. capsulatus, Jahn és mts.,
1994; Worin és mts., 1996); R. rubrum ,Kern és mts., 1994).

Munkam soran olyan nitrogén limitalt koriilményeket alkalmaztam, ahol a nitrogenaz
termeli a hidrogént. llyen koéridlmények kozott a hidrogenazok a hidrogén visszavétel
iranydba mikddnek és a hidrogén oxidacidjat katalizaljak.

A fentiek ismeretében, kisérleteimhez egy mar korabban |étrehozott, aktiv
hidrogenazt nem tartalmazdé T. roseopersicina torzset (DC12B; Mardti és mts., 2003)
valasztottam. Ez, egy csoportunk altal létrehozott dupla mutans térzs (AhypC; és AhypC,),
melyben a HypCl és HypC2 pleiotrép fehérjék hidnydaban a [NiFe] hidrogenazok nem
expresszalédnak (Maroti és mts., 2003). Ezen a genetikai hattéren, egy a polihidroxi-
alkdnsavak raktarozasara nem képes, mutans torzset (PH12B; lasd: Anyagok és Modszerek
illetve Eredmények és targyalasuk) hoztam létre.

Kisérleteim soran a DC12B és a PH12B sejtkultirdkban, a poliészter bontds és a
hidrogén termelés kapcsolatat vizsgaltam.

Ecetsav jelenlétében novesztett fototrof baktériumokban a PHB raktdrozas és a H,
termelés verseng a redukald eréért (De Philippis és mts., 1992; Hustede és mts., 1993).

A kordbbi megfigyelések is alatdmasztjdk, hogy az egyszer raktarozott PHB hidrogén
termelésre felhaszndlhatd, de a hatékony H, termelés érdekében a PHA raktarozasi és a H,

termelési Iépést el kell vdlasztani egymastol.
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mennyiségének a valtozasa (B) a DC12B és PH12B torzsekben. A PH12B torzs esetében

PHB raktarozas nem volt megfigyelhets. A “+T” jelzés ellatott torzsek 2 g I tioszulfatot

tartalmaztak.

Ezen el6zmények ismeretében a PHA raktarozdsi korilmények kdzott (PR tdpoldat)

novesztett T. roseopersicina sejtek tdpoldatat, a hidrogén termelési szakaszt megel6z6en,

egy kilsé szén- és nitrogén forrdst nem tartalmazo tapoldatra cseréltem (HT tapoldat), majd

ezt kovet6en mértem a sejtkultirak hidrogén termelését (lasd: 4. Anyagok és Modszerek).
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A torzsek hidrogén termel6 képességét Osszehasonlitva az 5. nap végére a DC12B
torzsben, a PH12B torzshoz viszonyitva, kb. kétszer nagyobb hidrogén termelés volt
megfigyelheté (2,52 + 0,33 pl H, mg? (6sszfehérje), illetve 1,23 + 0,31 pl H, mg*
(6sszfehérje) (14A. abra). A DC12B és PH12B torzsek hidrogén termelésében tapasztalt
kilonbség egyértelmlien a PHA-k lebontdsahoz tarsithatd (14B. abra), mely a hidrogén
termelés elsé 48 drajaban nagyon intenziv. Az elsé 48 érat kdvetéen a DC12 térzsben PHA-k
bontasa leadll és ezen torzs biohidrogén termelése, a PH12B torzsben megfigyelt értékeket
mutatja (14B. abra).

Fontos megjegyezni, hogy a PH12B torzs képes volt kis mennyiségl hidrogént
termelni (14A. abra), annak ellenére, hogy a HT tdpoldatban a sejtek szamara nem volt
elérhet6 sem kils6é szén, sem kils6é nitrogénforrds. Ez a maradék hidrogén termelés nagy
valdszinliséggel a raktdrozott tartalék tapanyagok, mint glikogén vagy elemi kén (S°)
felhasznaldsdhoz kapcsolhaté.

Ezt kovet6en a kilonbdz6 tdpoldat jelenlétében inkubalt DC12B és PH12B torzsek in
vitro nitrogenaz aktivitasat is megvizsgaltam, acetilén redukciés mddszert haszndlva.

Meglep6 mddon a T. roseopersicina [MoFe] nitrogenazanak acetilén redukcids
vizsgalatdhoz, szlikséges a nitrogén jelenléte, amit ez idaig nem sikerllt megmagyardzni. Ez
ellentmond a kordbbi irodalmi allitdsoknak, miszerint a N, és az acetilén egy kozos vagy
megosztott szubsztratkot6 helyért versengenek (Kim és mts., 1995).

A HT tdpoldatban inkubalt DC12B és a PH12B kulturak nitrogenaz aktivitdsat
Osszehasonlitva nem taldltam jelent6s eltérést (15. abra). Ez azt mutatja, hogy a PHA
bioszintetikus I6kusz eltavolitdsa nem érintette a nitrogenaz mikodését.

Ezen adatok tiikrében megallapithatd, hogy a poliészterek raktdrozara képes torzsnek
(DC12B), a Apha mutans torzshoz (PH12B) viszonyitott kb. 50%-al nagyobb hidrogén termeld
képessége, a PHA-k jelenlétének tulajdonithatd és nem a nitrogenaz csokkent aktivitdsanak
(14A. abra).

Az in vivo nitrogendz medialt hidrogén termelés fényfligg6ségét szintén teszteltem. A
PHA raktarozasi |épést kdvetéen a mintdk felét sotétben inkubdltam. A DC12B és PH12B
torzsek csak folyamatos megvildgitdas mellett termeltek hidrogént, sotétben viszont

hidrogéntermelés nem volt megfigyelhetd.
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15. dbra. A DC12B és PH12B torzsek in vitro nitrogenaz aktivitdsa. A “+T” jelzés

ellatott torzsek 2 g I tioszulfatot tartalmaztak.

A fény jelenléte egy nagyon lényeges paraméter a nitrogenaz révén torténd hidrogén
termelésben. Jouanneau és mts. (1985) azt taldltdk, hogy a fény nagyon erdsen fokozza a
sejtek nitrogendz aktivitdsat és igy a hidrogén termeld aktivitds is nagyobb. Nagy
fényintenzitdsndl novesztett sejtekben, kissé tobb ATP képz6dott, mint az alacsony
fényintenzitds mellett sejteket mellett ndvekedett sejteknél (Steinborn és Oelze, 1989) és ez
természetesen a termelt H, mennyiségében is megnyilvanult.

Tehat, a T. roseopersicina-ban a poliészterek bontdsa soran felszabadulé redukalé
er6t, a nitrogendz csak a fényenergia felhasznaldsdval képes hatékonyan hidrogén
termelésére forditani, mivel feltehetéen a sejtek csak igy képesek fedezni, az ATP fliggé

hidrogenazként mikodé nitrogenaz nagy energiaigényét (Steinborn és Oelze, 1989).
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16. abra. A PHAk raktarozasara képes (DC12B) és Apha mutans (PH12B) torzsek tioszulfat

felhasznaldsa. A “+T” jelzés ellatott torzsek 2 g I tioszulfatot, az “+S”jelzéssel ellatottak 5 g I

! borostyankdsavat tartalmaztak.

6.6. A TIOSZULFAT ES BOROSTYANKOSAV HATASA A PHA-K DEGRADACIORA ES A

HIDROGEN TERMELESRE

A R. sulfidophilum bibor nem kén baktériumban a borostyank&sav, az egyik legjobb
szubsztrat a hidrogén termelésre (Maeda és mts., 1998). Maeda és mts. (2002) a kiilénb6z6
korilmények kozott novesztett (borostyankdsav; PHB; PHB és borostyankésav) vad és és
AphaC mutans torzsek hidrogén termelését hasonlitottdk Ossze. Azt taldltdk, hogy a R.
sulfidophilum sejtekben a PHB kissé hatékonyabban haszndlhato fel a hidrogén termelésére
mint a borostyankdsav, illetve a PHB és borostyank&sav szubsztratok.

Mivel, csoportunk kordbbi vizsgdlatai kimutattdk, hogy a T. roseopersicina-ban a
fotoszintézis és hidrogéntermelés szamdra is a tioszulfat az els6dleges elektron donor, mind
a kozponti redox rendszerhez és a hidrogén metabolizmushoz kapcsolédd kulcsvegyllet
(Rakhely és mts., 2007; Laurinavichene és mts., 2007), ezért elsésorban ennek hatdsat
vizsgaltam. A tioszulfat mint az anaerob fotoszintézis f6 elektronforrasa nélkiilézhetetlen a T.
roseopersicina sejtek szamara, ezért csak kivételes esetekben hagyhatd el a tapoldatbdl. A

fiziolégias hidrogén termelési kortilmények kozott szamolni kell jelenlétével, illetve fontos
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megvizsgdlni a hatdsat, a hidrogén termelésre hasznalt szubsztratoktdl fliggetlenll (PHA,
glikogén stb.).

A tioszulfat jelenlétének - mindkét torzsben - intenziv hatdsa van a hidrogén
termelésre, vagyis tioszulfat jelenlétében, a kiilsé szubsztrat hidnyaban tapasztalt értékekhez
képest kb. négyszeres hidrogén termelés névekedés figyelheté meg (DC12B 8,44 + 1,36 [l H,
mg'1 (0sszfehérje) és a PH12B (4.81 £ 1,00 Ul H, mg'1 (6sszfehérje) (14A. abra).

Meglep6 mddon a tioszulfat fokozza a PHA-k bontdsat, mely az els6 48 drdban a
legintenzivebb és az 5. napra a sejtek csaknem teljes poliészter dllomanya felhasznalddik
(14B. abra).

A tioszulfattal kiegészitett HT tdpoldatban mindkét torzsben nagy nitrogenaz
aktivitasat novekedés figyelhet6 meg, mely az inkubacid késdi szakaszaban visszatér a
tioszulfat hianyaban tapasztalt alapszintre (15. abra).

A tioszulfat hozzdadasat kovet6éen a PH12B torzshdz viszonyitva, a DC12B torzsben
szignifikdnsan nagyobb tioszulfat felhasznalasa figyelheté meg (kb. 40%) (16. abra).

A kordbban bemutatott eredmények alapjan a tioszulfat hidrogén termelésre kifejtett
pozitiv hatasa az alabbi tényez6knek tulajdonithato:

i) képes ellatni elektronokkal a nitrogenazt a quinon raktaron keresztiil

i) noveli az in vitro nitrogenaz aktivitast (15. abra)

iii) fokozza a PHA-k lebontdsat, tobb elektront juttatva a H, termelésére
A tioszulfat és PHA-k metabolizmus k6z6tti molekularisdsdinhatés hattere, egied nem
ismert.

A kordbban bemutatott kozlemények (Maeda és mts., 1998; Maeda és mts., 2002).
azt sugalltak, hogy vizsgaljam meg egy masik elektrondonor, a borostydnkdsav hatdsat is a

PHA-k metabolizmusara és a nitrogendz altali hidrogén termelésre.
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17. abra. A DC12B és PH12B torzsek hidrogén termelése (A) és a raktdrozott PHB
mennyiségének a valtozasa (B) borostyank&sav és/vagy tioszulfat jelenlétében. “+T” jelzés

ellatott torzsek 2 g I'* tioszulfatot tartalmaztak, “+S” 5 g I"* borostyankésavat tartalmaztak.

A kisérleteim azt mutattdk, hogy borostydankdsav jelenlétében a poliésztert
tartalmazd, valamint a Apha sejtkultirak esetében is megfigyelhetd nitrogendzhoz kapcsolt

hidrogén termelés, vagyis a borostyank&sav képes elektronokkal ellatni a nitrogenazt.
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A borostyankésav hozzdadasa gyakorlatilag megduplazta a termelt hidrogén
mennyiségét mind a DC12B, mind pedig a PH12B T. roseopersicina torzsekben (5,24 + 0,5 és
2,35+ 0,35 pl H, mg'1 Osszfehérje) (17A. dbra és 14A. abra), de ez joval kisebb mérték( (kb.
fele Isd. 14A. abra), mind ahogyan ezt tioszulfat esetében tapasztaltam. A tioszulfat
jelenlétében a DC12B és PH12B torzsek tioszulfat felhaszndldsi kinetikdjaban tapasztalt
kordbbi kb. 40%-os kiilonbség, a borostyank&sav hozzaaddsat kdvetGen is megfigyelhetd
volt, de a HT tapoldat borostyank&savval vald kiegészitése csak kis mértékben befolyasolta a
torzsek tioszulfat felhasznaldsat (16. abra), illetve a PHA-k lebomlasat (17B. abra).

A tioszulfat és borostyankdsav egylttes adasa ardnyosan novelte a termelt hidrogén
mennyiségét a poliészter jelenlétében (DC12B) és hidnyaban (PH12B) is, igy az 6. nap végére
7-8-szor nagyobb értéket mutatott (16,76 + 1,13, illetve 7,55 + 0,76 Ul H, mg'1 Osszfehérje) a
szén- és tioszulfat mentes kozegben nevelt kultirakhoz képest (17A. abra és 14A. abra).

A bemutatott kisérletek alapjan megallapithatd, hogy a tesztelt vegyliletek kozil
(PHA-k, tioszulfat, borostyankdésav) a T. roseopersicina sejtekben a tioszulfat a legjobb
szubsztrat a biohidrogén termelésére. A baktériumok a PHA-kat és a borostyankdsavat
hasonld hatékonysaggal képesek hidrogén termelésre felhaszndlni. Ezen tulmenden a
tioszulfat és PHA-k kozott megfigyelheté metabolikus kapcsolatnak tovabbi pozitiv hatdsa

van a hidrogén termelésre.

6.7. A THIOCAPSA ROSEOPERSICINA SZEREPE A GLOBALIS HIDROGEN

ANYAGCSEREBEN

A kiilonb6z6 T. roseopersicina hidrogenazai (Hyn, Hup, Hox1l és Hox2) hidrogén
termelési hatékonysagdt Osszehasonlitva egy sorrend allithatd fel. Ez egy mesterséges
sorrend, mely a hidrogenazok egyenkénti vizsgdlatan alapszik és nem veszi figyelembe azon
sokrétd metabolikus kapcsolatokat (kén-, glikogén-, ecetsav metabolizmus stb.), melyek
egybefonddhatnak a hidrogén metabolizmussal illetve szabdlyozzak a hidrogenazok
expresszidjat, mikodését.

A hidrogendazok kozil a legjobb hidrogén termel6nek a Hox1 hidrogenaz bizonyult.
Fényen, 0,5 g I-1 NaHCO; és 1g I tioszulfat jenlétében a csak Hox1 hidrogenazt tartalmazé

mutans torzs ~140 ul Hy/l kultara/h termelt (Tengodlics és mts., személyes kozlés). Szoros

63



kapcsolat figyelhet6 meg a kénanyagcsere, és a Hyn hidrogendz kozo6tt is (Laurinavichene és
mtsai., 2007). A Hyn hidrogenaz 9 g I"* tioszulfat jelenlétében csak ~30 pl Hy/l kultara/h is
képes termelni (Tengolics és mts., személyes kozlés). A legkisebb mennyiségben a Hox2
hidrogenaz képes hidrogént termelni (~7 ul Hy/l kultira/h). Ez a hidrogén termelés a
stacioner novekedési szakaszban figyelhet6 meg és a glikéz metabolizmushoz kapcsolt
(Mardéti és mts., 2010).

Fény jelenlétében, a T. roseopersicina [MoFe] nitrogenaza, a hidrogenazokhoz
viszonyitva, nagy mennyiségl hidrogént képes termelni. Ez 4 g I"* tioszulfat jelenlétében
~626 pl Hy/l kultura/h, de 10 g I ecetsav jelenlétében ez a mennyiség a ~4 ml H,/I
kultara/h (FUl6p és mts., személyes kozlés) mennyiséget is elérheti.

A tisztan polihidroxi-alkansavak bontdsabdl ~14 ul H,/l kultura/h termelhets, mig
PHA és tioszulfat jelenlétében ez a mennyiség elérheti a ~75 pl Hy/I kultara/h.

A R. sulfidophilum sejtekben, ugyancsak batch fermentacidé sordan a kizarélag PHB
lebontasahoz kapcsolhaté hidrogén termelés elérheti a 33 ml Hy/l kultira/h- is (Maeda és
mts., 2002).

Nagyon lényeges kiemelni, hogy ezen hidrogén mennyiségeket a T. roseoprsicina- un.
batch fermentacié soran termeli (nincs pH kontrol, szubsztrat utanpétlas stb) és nem
folyamatos lGzem( fermentorokban, ezért csak nagyon nagy fenntartassal hasonlithatéak
Ossze az alabbi eredményekkel.

Folyamatos fermentorokban, a bibor nem kén R. spharoides és R. rubrum fajok H,
termelése, elérheti a 80 ml Hy/I kultara/h (Jouanneau és mts., 1984) illetve 180 ml H,/I
kultara/h-t is.

Az ismeretlen dsszetételli mezofil mikroba kozosséget tartalmazo (f6leg Clostridium
spp.), rogzitett agyas bioreaktorokban, sotét fermentdcié sordn a termelt hidrogén
mennyisége elérheti a 3 | Hy/I kultura/h-t is (Chang és mts., 2002).

Ha a T. roseopersicina-ban a polihidroxi-alkdnsavak metabolizmusdahoz kapcsolt
hidrogén termelést sikeriilne pl. a Hox1 hidrogendzra “atruhazni”, akkor akar egy folyamatos
hidrogén termel6 rendszert lehetne létre hozni. Ezen rendszerben megvildgitas mellett a
nitrogenaz (10 g I ecetsav ~4 ml H, I"* kultdra) lenne az ATP fuiggé hidrogén termel6 enzim,
mikdzben a sejtek polihidroxi-alkdnsavakat, (esetleg glikogént és elemi ként is)

raktdroznanak, melyek bomldsa soran felszabadulé redukdldé erét, sotétben a Hoxl
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hidrogenaz haszndlnd fel a biohidrogén elGallitdsara. R. spharoides sejtekben azt talaltak,
hogy a folyamatos fotoheterotrof és sotét fermentdcids hidrogén termelés megvaldsithato
és hatékonyabb H, termelést tesz lehet6vé (Kim és mts., 2008).

Kars és Glindliz (2010) kozleménye, nagyon jol Osszefoglalja egy “szuper hidrogén termeld
torzs” létrehozasdhoz sziikséges genetikai mddositasokat.

A korabbi irodalmi adatok és eredményeim is azt mutatjdk, hogy jelenleg a
fotoszintézis alapu hidrogén termel6 rendszerek (esetemben T. roseopersicina-ban a
polihidroxi-alkdnsavakon alapulé hidrogén termel6 rendszer) nem képesek olyan
mennyiségl H,-t termelni, hogy az hatékonyan hasznosithatd legyen. Ennek ellenére ezen
hidrogén termel6 bioldgiai rendszerek, illetve a tartalék tapanyagok lehetséges szerepét a
hidrogén termelésben tovabbi is ajanlott kutatni, mert az minden kétséget kizardéan a

biohidrogén termelés hatékonysaganak névelésében fog megnyilvanulni.

6.8. EREDMENYEK OSSZEGZESE

A T. roseopersicina hasonléan a A. vinosum-hoz, illetve szdmos Archea és
Eubaktériumhoz azon fajok kozé tartozik, amelyek rendelkezik a PHA-k raktarozdsahoz és
lebontdsahoz sziiksége génkészlettel és ecetsav jelenlétében a fototréf bibor baktériumok
kozil az egyik legjobb PHA raktarozé (kb. 31%) fajok kozé tartozik. A T. roseopersicina-ban a
PHA-k bioszintézisében részt vevé gének fehérjeszekvencidja és genetikai térképe nagyfoku
hasonlésagot mutat egy kozeli rokona, az A. vinosum megfelel6 pha |6kuszdhoz, azonban ez
a nagyfoku hasonldsag nem terjed ki a PHA-k lebontasaban részt vevé phaZ génre.

A nagyon konzervalt PHA szintdz, PhaC alegységének, illetve a PhaZ fehérjék
filogenetikai torzsfai megerGsitették a bioszintézisben és a lebontasban érintett gén(ek)
eltér6 evolucids eredetét. A poliészterek raktarozasi képesség egy nagyon Gsi szerzemény,
mely a folyamatosan valtozé kérnyezetben evolucids elényt jelent.

A nagyon vatozatos és néha nagy szamban jelen levé poliészterbonté enzimek
(depolimerazok) lehet6vé teszik a sejtek szamara, hogy képesek legyenek a kilénb6z6 tipusu
és eredet(i granulumok hasznositani.

Nitrogenaz genetikai hattéren (DC12B) a PHA-k szintézisére képtelen (PH12B) torzset

létrehozva sikertlt egy két |épcs6s - a poliészterek lebontasabdl szarmazé “redukalderd”
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altal meghajtott - hidrogén termeld rendszert optimalizalnom, bizonyitva, hogy a polihidroxi-
alkdnsavak j6 szubsztratjai a hidrogén termelésnek. Fényenergia felhaszndlasaval, a
poliészterek bontdsbdl szarmazd elektronokat a nitrogendz, mint ATP fligg6 hidrogenaz
hasznositotta a hidrogén termelésben.

Szamos elektron gazdag szubsztratot (tioszulfat, borostyankdésav) kiprébalva azt
tapasztaltam, hogy els6sorban a tioszulfat noveli jelentésen a termelt hidrogén mennyiségét,
a nitrogenaz aktivitas, illetve a PHA-k bontasanak fokozdasa révén.

Eredményeim alkalmasak arra, hogy megfontoljuk és atgondoljuk a PHA-k szerepét,
melyek szén- és elektronforrasként, illetve “bio-mlanyagként”, alternativat jelenthetnek a

kdrnyezetbarat biohidrogén el@allitdsdhoz és a szeméthegyek méretének csokkentéséhez.
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10. OSSZEFOGLALAS

A fototréf baktériumban raktdrozott PHA-k elsésorban szén és energia forrast
jelentenek a sejtek szdmara, de megfelel6 korilmények kozott hidrogén termelésére is
felhasznalhatéak

A polihidroxi-alkdnsavak raktdrozasa altalaban valamilyen tdpanyagkomponens - pl
nitrogén vagy foszfor — hidnyaban indul be. A dolgozatban olyan nitrogén limitalt
korilményeket alkalmaztunk, ahol a nitrogenaz miikodésbe 1ép és hidrogént termel. Ilyen
korilmények kozott a hidrogendazok a hidrogén oxidaciéjat katalizaljdk, ezért
kisérleteimhez egy aktiv hidrogendzokat nem tartalmazé T. roseopersicina torzset
(DC12B) valasztottam.

A vizsgalatok sordn a kdvetkez6 eredményeket értem el:

l. Szamos szénforrast tesztelve (ecetsav, pirosz6lGsav, borostyankdsav) az ecetsav
bizonyult a PHA-k raktarozdsahoz optimalis szubsztratnak, illetve az altalam vizsgalt
korilmények kozott a raktarozasahoz idealis C/N aranyt (122:1) a 10 g I"* acetat és 0,17 g
I glutamat biztositotta. Ezen koriilmények kozott a sejtek szaraz témegének kb. 31%-t

polihidroxi-alkansavak alkottak.

Il. A T. roseopersicina genom adatbazisdban azonositottam és jellemeztem a PHA-k

bioszintézisében (phaBPRACE) és lebontdsaban (phaZ) részt vevé két genomi régiot.

Il A PhaC és Phaz fehérjék filogenetikai torzsfait dsszehasonlitva jelent8s eltérést
taldltam, mely a PHA-k szintézisében és degradacidjaban részt vevé enzim(ek) egymastal

fliggetlen evollcidjara és egy lehetséges horizontalis géntranszferre utal.
V. A PHA-k hidrogén anyagcserében betoltott szerepének vizsgalatdhoz egy PHA-k

bioszintézisében mutans torzset (PH12B) hoztam létre aktiv hidrogendzt nem tartalmazé

torzsben, mely sejtvonal nem volt képes poliésztereket felhalmozni.
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V. A PHA-k raktdrozast és a hidrogén termelést elkiilonitve sikerllt egy hatékony

kétlépcsbs hidrogén termeld rendszert optimalizalnom.

VI. Kilsé szén-, nitrogén- és elektronforras hidnydban a DC12B és PH12B torzsek
hidrogén termelését Osszehasonlitva, a poliésztert tartalmazé sejtekben (DC12B)
jelentésen magasabb hidrogén termelést figyeltem meg. A hidrogén termelésben
tapasztalt szdmszer( kilonbség a poliészterek degradacidéjabdl szarmaztathatd, amit a

poliészterek mennyiségének csokkenése is aldtdmaszt.

VII. Kimutattam, hogy a tapoldat kiegészitése tioszulfattal (a CO, asszimilacié els6dleges
elektron forrasa) mindkét torzsben fokozza hidrogén termelést. Ez a hatds a tioszulfat
tobbiranyd szerepének tulajdonithaté: i) elektronokkal latja el a nitrogendzt a quinon
raktaron keresztil, ii) fokozza az in vitro nitrogenaz aktivitast, iii) eddig ismeretlen

mechanizmus révén fokozza a poliészterek bomlasat.
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11. SUMMARY

In the phototropic bacteria, the accumulated PHAs are mainly carbon and energy

sources, but under certain circumstances PHA can be used for hydrogen production.

PHA is accumulated during nutrient starvation such as nitrogen or phosphorous limitations.

In my work, nitrogen fixing conditions were used leading to nitrogenase mediated hydrogen

evolution. In this case, hydrogenases reoxidize hydrogen for recovering energy for the cells,

therefore in my experiments a strain lacking any hydrogenase activity was used.

In this study the following results were achieved:

Among various substrates, acetate (10 g I) supplemented with 0.17 g I"* glutamate was
found to be the best carbon source for PHA accumulation. Under these conditions T.

roseopersicina was able to accumulate PHA up to 33 % of the dry cell weight.

Using the T. roseopersicina genomic database | have identified and characterized the

genes involved in PHA biosynthesis (phaBPRACE) and degradation (phaZ).

A comparison of the phylogenetic trees of the PhaC and PhaZ proteins revealed
significant differences, which indicated their different evolutionary histories and a

possible horizontal gene transfer event.

. In order to test the role of polyesters in hydrogen metabolism, | prepared a PHAs

biosynthetic mutant strain (PH12B) on a hydrogenase free background (DC12B). In the

PH12B strain, no PHAs accumulation could be detected according to my expectations.

| optimized a dual-stage efficient hydrogen production system for T. roseopersicina,
where the PHA accumulating growth conditions and H,-producing phases are temporally

separated.

86



VI. | demonstrated that the stored PHAs are good substrate for H, production. Comparing

VII.

the hydrogen production of Apha and its corresponding parenteral strain, significantly
higher H, production could be observed in the presence of polyesters which correlated

well with the increased PHB degradation rate.

| found that the addition of primary electron sources (thiosulphate and/or succinate) to
the H;-producing medium substantially increased the H, production in both strains. This
effect might be due to the multiple role of thiosulphate capable of: i) feeding electrons to
the nitrogenase via quinone pool, ii) enhancing the in vitro nitrogenase activity, iii)

stimulating the PHA degradation via an unknown mechanism.
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