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Bevezetés

Napjaink egyik legnagyobb problémadja az emberiség egyre
novekvé energiaigényének kielégitése. A fosszilis energiahordozék
azonban kimerilSben vannak, ezért megndétt az igény az alternativ,
megujuld energiaforrdsok irant. A legnagyobb mennyiségben
rendelkezéslinkre all6 alternativ energiaforrds a napenergia,
amelyet a fotoszintetizald él6lények képesek hasznositani és
segitségével szervetlen szénvegylleteket szerves anyagokka
alakitani. A napenergia koncentrdlasa és taroldsa azonban nem
konny( feladat. A tarolds egyik magatél értet6dé megoldasa, hogy
atalakitjuk kornyezetbarat, tarolhatd energiahordozéva, mint pl.
biogdz, bioetanol vagy biohidrogén. Ha az (iveghdz hatdst kivaltd
CO, kibocsatasi problémadkat is figyelembe vessziik, ezek kozil az
egyik legjobb megoldasnak a hidrogén igérkezik.

A hidrogén bioldgiai Uton térténd el6allitdsanak kulcsenzimei a
hidrogenazok, melyek a hidrogén reverzibilis oxidaciéjat katalizaljak.
Ezen enzimek segitségével megoldhatd lenne a hidrogén gazdasagos
el6allitasa, azonban ismerniink kell az enzimek pontos mukodését,
valamint mddositanunk kell 6ket a jobb és hatékonyabb miikodés
érdekében, meg kell teremteniink az ipari Iépték(i felhaszndlashoz
szlikséges korilményeket.

A hidrogendz enzimeket harom osztdlyba soroljak az aktiv
centrum fémtartalmat alapul véve. Ezek a [FeFe], [NiFe] és a Hmd

hidrogenazok. Csoportunk [NiFe] hidrogendazokkal foglalkozik.



A [NiFe] hidrogendzok két alegységhdl 4llé6 heterodimert
képeznek. A nagy alegység tartalmazza az aktiv centrumot. Az aktiv
centrum (NiFe (CN) , (CO)) fémcentrumot tartalmaz. A CO és a két
CN ligand a vashoz kapcsolddik. Az fémcentrum két, a nagy alegység
N- illetve C-termindlisan taldlhaté CxxC motivumokon keresztil
kapcsolddik a fehérjeszerkezethez. A kis alegységben talalhaté vas-
kén [Fe-S] centrumok vesznek részt az elektronok tovabbitasaban az
aktiv centrum és a fizioldgiai elektron akceptorok/donorok kdzétt. A
[NiFe] hidrogenazokban [4Fe-4S] és [3Fe-4S] kockdk biztositjak az
elektronok aramldasat az aktiv centrumtdl a redox partner felé.

A hidrogenazok 0sszeszerel6dése meglehetésen bonyolult
folyamat, amely szamos kisegit6 fehérjét igényel.

A Thiocapsa roseopersicina BBS fototréf bibor kénbaktérium
négy, m(kod6 hidrogenaz enzimet tartalmaz. Kett6 kozllik a
membranhoz kapcsolddik (Hyn, Hup), kett6 pedig a citoplazmaban
taldlhatd (Hox1, Hox2).

A Hyn hidrogenaz kilonleges stabilitasi tulajdonsagokkal
rendelkezé hidrogén termel6 és hidrogén visszavevdé enzim. Az
enzimet kédold operon szerkezete szokatlan, ugyanis a kis és a nagy
alegység génje kozé két nyitott leolvasasi keret illeszkedik, az isp1 és
isp2. Az in silico viszgalatok alapjan az isp1 gén b-tipusu hem-koté
transzmembran fehérjét kédolhat, mig az Isp2 a metanogenezisben

részt vevé heterodiszulfid reduktazokkal mutat homoldgiat.



Munkdm sordan a Hyn hidrogendz redox partnereinek
azonositasa, valamint a hyn gének koérnyezetében el6fordulé gének

és géntermékek fizioldgids szerepének vizsgalata volt célom.

Modszerek

A DNS manipulaciés eljardsokat a gydartdk utasitasainak
megfelel6en végeztem. E. coli-ba a plazmidokat transzformalassal,
T. roseopersicina-ba konjugacidval juttattam be.

A hyn gén klaszter transzkripcionadlis szervez6dését RT-PCR
segitségével vizsgaltam. Azt, hogy az isp1,2 gének valddi fehérjéket
kddolnak, izotépos expresszids analizissel bizonyitottam. Az Isp2
fehérjét oligohisztidin peptiddel fazinaltatva termeltettem tul
Escherichia coli-ban, majd affinitas-kromatografidval tisztitottam.

Az Ispl, Isp2 fehérjék funkcidjat in-frame delécid segitségével
vizsgaltam. A kapott mutans torzseket hidrogenaz aktivitds méréssel
jellemeztem, minden esetben mérve a Hyn enzim hidrogén
fejleszt, illetve hidrogén felvev6 aktivitasat in vivo és in vitro
kortlmények kozott.

Az Isp2 fehérjében taldlhatd erGsen konzervalt aminosavak
vizsgdlatahoz pontmutdnsokat hoztam létre: az egyes aminosavakat
egy teljesen mas karakterl aminosavra cseréltem le és a mutacié
hatdsat vizsgaltam a Hyn hidrogendz aktivitasara.

A T. roseopersicina genomszekvendlasahoz hibrid maddszert

haszndltunk. A genomikai munkdk sordn a shotgun konyvtar



készitéséhet az Invitrogen altal forgalmazott PCR4Blunt klénozé
kitet (Kat. szam: K7010-01), a kozmid konyvtar készitéséhez az
Epicentre pWEB-TNC kitjét (Kat. szam: TNC9401) hasznaltam a
gyarték instrukcioi szerint. Ezeket automatizalt Sanger mddszerrel
szekvendltuk. A munka kés6bbi fazisdban a 454 FLX Uj generdcids
genom szekvenatorral is végeztlink futtatdsokat és a két maédszerrel

kapott szekvenciakat 6sszefésultik.

Eredmények

Munkam soran a Thiocapsa roseopersicina  Hyn
hidrogendzanak mindeddig kevéssé ismert Ispl, Isp2 alegységeit
jellemeztem. A  Hyn hidrogendz kiemelked6 stabilitasi
tulajdonsagokkal rendelkez6 membrankotott enzim, amely mind

hidrogén termel8, mind hidrogén felvevd iranyban képes mikodni.

Eredményeim a kdvetkezdek:

RT-PCR segitségével bizonyitottam, hogy a Thiocapsa roseopersicina
genomjaban egymas mellett taldlhatd hynS-isp1-isp2-hynl gének

egy operont alkotnak.

Expresszids analizis segitségével bizonyitottam, hogy a kis alegység
és a nagy alegység kozé beékel6dott két potencidlis cisztron két

valédi fehérjét kédol.



A hynS gén el6tt felfedeztem egy gént (hynH), amelynek fehérje
terméke szerepet jatszhat a Hyn hidrogenaz érésében és

transzlokacidjaban.

Heterolég gazdaban, Escherichia coli-ban tultermeltettem az Isp2
fehérjét, amit a fehérjéhez fuzionaltatott His-tag segitségével

fémkelatold affinitas kromatografidval tisztitottam.

Az Ispl, Isp2 fehérjék funkcidjanak vizsgalata érdekében genomialis
mutansokat készitettem, melyekben az Isp1l génjét kiilon, valamint
az Ispl és az Isp2 génjét egyarant inaktivdltam. A mutdnsokon
végzett aktivitdas mérések eredményeképpen megallapitottam, hogy
az Ispl,2 fehérjékre sziikség van a Hyn hidrogendz fizioldgias
aktivitdsdhoz. Ezaltal bizonyitast nyert, hogy az Ispl, Isp2 fehérjék in

vivo funkciéja a Hyn hidrogendzhoz kapcsolt.

Kilonbozd sejtfrakcidkon végzett aktivitds mérések segitségével
bizonyitottam, hogy az Isp fehérjék mutaciéja nem befolyasolja a
Hyn hidrogenaz lokalizacidjat, az enzim a membranban marad akkor
is, ha az Isp fehérjék nincsenek jelen a sejtekben, az Isp fehérjéknek

tehdt nincs membranhoz koét6 szerepiik a Hyn hidrogenaz esetén.

Az Isp2 fehérjében taldlhaté konzervativn aminosavakat
pontmutdciéval kicseréltem egy mds karakterd aminosavra,

megvizsgaltam, hogy az egyes aminosavaknak milyen hatdsa van a



Hyn aktivitdsara. Megallapitottam, hogy vannak olyan aminosavak,
melyek mutdcidja megsziinteti vagy lecsdkkenti a Hyn hidrogenaz
aktivitasat. Ezek a kisérletek tovabbi bizonyitékként szolgalnak a két

fehérje funkcionalis kapcsoltsagara.

Tanulmanyoztam a Hyn hidrogenaz és a kénanyagcsere kapcsolatat,
megallapitottam, hogy a tapoldat tioszulfat koncentracidjanak
novekedése befolydsolja a Hyn hidrogendz hidrogén termelését, ami
bizonyiték arra, hogy a Hyn és a kénanyagcsere T. roseopersicina-

ban kapcsolatban van egymassal.

A T. roseopersicina genomszekvenaldsahoz “shutgun” és kozmid
konyvtarakat készitettem. 30556 db Sanger tipusu szekvenciat
kombindltuk az Uj generaciés 454 technolégidval. Ennek az un.
hibrid genomszekvenalasi stratégia segitségével a T. roseopersicina

genomszekvencidjanak 98%-a ismertté valt.

A kozmid konyvtdrban azonositottam tobbek kozott a glutation-
amid reduktdzt kdédolé géneket. A glutation-amid reduktaz olyan
enzim, amely kapcsolatot biztosithat a Hyn hidrogenaz és a

kénanyagcsere kozott.
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