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Bevezetés

Napjaink ipari  technologiai els6sorban a  fosszilis
energiahordozok felhasznalasara épiilnek, viszont ezen készleteink
kimeriilében vannak, illetve hasznalatukkal jelent6sen karositjuk
kornyezetiinket is (iiveghazhatas, levegOszennyezés, vizszennyezés).
Mindez alternativ, tiszta és megujuld energiaforrasok, alternativ
energiahordozok kutatasara sarkall benniinket. Szamos lehetséges
megoldas koziil a hidrogén gaz (H,) igazan igéretes jeldltnek tiinik,
mivel elégetésekor viz keletkezik, ami nem karositja a kdrnyezetet.
Molekularis hidrogén el6allithatd biologiai rendszerekkel is, a
kiilonbozé él6lényben megtalalhato hidrogenaz illetve nitrogendz
enzimek segitségével.

A hidrogenazok, mint a hidrogén metabolizmus kulcsenzimei,
a molekularis hidrogén reverzibilis, heterolitikus hasitasat katalizaljak.
Az ismert hidrogenazok tobbsége [NiFe], vagy [FeFe] hidrogenaz, mig
néhany metanogén organizmusban FeS-klasztert nem tartalmazo, un.
[Fe] hidrogendzok talalhatéak. A [NiFe] hidrogendzok altalaban egy
nagy €s egy kis alegységbdl allo heterodimer fehérjék. A nagy alegység
tartalmazza a heteroatomos aktiv centrumot, melynek Fe ionjahoz nem
fehérjetermészetii csoportok is kapcsolodnak: altalaban 1 CO és 2 CN-
ligandum. A kis alegység az aktiv centrum és az in vivo elektron
donor/akceptor kozotti elektrontranszportot végzé FeS-klasztereket
foglalja magaba.

Modellorganizmusunk, a Chromatiaceae csaladba tartozo,

Gram-negativ, fotoszintetizalé, bibor kénbaktérium, a Thiocapsa



roseopersicina BBS. Négy funkcionalisan aktiv hidrogenazzal
rendelkezik (Hyn, Hup, Hox1, Hox2), melyek in vivo szerepiikben,
sejten Dbelilli lokalizaciojukban ¢és felépitésiikben kiilonboznek
egymastol.

A Hyn hidrogenaz egy membrankdtott, kétiranyu enzim, mely
kiemelked6 stabilitasi tulajdonsdgokkal rendelkezik, ezaltal igéretes
jeloltnek tiinik biotechnoldgiai alkalmazasokra. Ahhoz azonban, hogy
képesek legylink mikroorganizmusokkal, vagy a beldlik izolalt
enzimekkel folyamatosan nagy mennyiségli hidrogént eldallitani,
szitkkséges feltérképezniink azokat a szerkezeti elemeket, melyek a
[NiFe] hidrogenazokra altalanosan jellemzéek, és meghatarozott
funkciokért lehetnek felelosek.

Az enzimek strukturalis elemei és az egyes enzimatikus
funkcidok kapcsolatanak vizsgalatdhoz hasznalhato modszer lehet az
iranyitott mutagenezis, ami altal lehet6ség nyilik egy-egy konkrét
aminosav vagy motivum szerepének specifikus vizsgalatara.

Munkam elsédleges célja volt a [NiFe] hidrogenazok nagy
alegységében megfigyelt nagyon konzervalt, hisztidinekben gazdag
(HxHxxHxxHxH) szekvencia motivum részletes vizsgalata annak
kideritésére, hogy ez a régié mely enzimtulajdonsagok kialakulasaért
lehet felelés. Célom volt tovabba a szakirodalombol ismert, az altalam
megfigyelt motivum mdasodik konzervalt aminosavat is magéba foglalo,
alternativ protontranszfer utvonal és a HxHxxHxxHxH szekvencia

részlet kozotti kapcsolat vizsgalata.



Modszerek

A DNS manipulécios eljarasokat az altalanos gyakorlatnak,
illetve az egyes gyartok utasitdsainak megfeleléen végeztem. A
plazmidokat E. coli-ba transzformalassal, T. roseopersicina-ba
konjugacioval juttattam be.

A hisztidin-gazdag motivum és a feltételezett protoncsatornat
alkot6é aminosavak szerepét irdnyitott mutagenezissel vizsgaltam. Ezen
kisérletekhez a Hyn hidrogenazt hasznaltam modellként. A mutéacios
konstrukciokat egy Hyn, Hup és Hox1 enzimeket a genomrol aktivan
nem termeld T. roseopersicina torzsbe juttattam vissza, igy
specifikusan tudtam vizsgalni a kialakitott mutaciok hatasat.
Részletesen tanulmanyoztam a mutans torzsek hidrogénfejlesztd és
hidrogénfelvevé képességének a mutacié kovetkeztében bekovetkezd
valtozasait mind in  vivo (él6 sejteken) mind in  vitro
(sejtpreparatumokon) koriilmények kozott. Western hibridizacios
moddszert hasznaltam a mutans fehérjék proteolitikus stabilitdsanak
vizsgalataihoz. Bioinformatikai modszerek segitségével feltérképeztiik
a hidrogenazok katalitikus ciklusa soran végbemend protontranszfert
lebonyolité utvonalakat, illetve ezen szubmolekularis Gtvonalak és a

hisztidin gazdag motivum egyes aminosavainak kapcsolatat.



Eredmények

A rendelkezésre allo, f6leg a Desulfovibrio génuszbol
szarmaz6d [NiFe] hidrogenazok kristalyszerkezetének elemzésével
szamos konzervalt szekvenciarészlet vagy konkrét aminosav az enzim
miikddésében betoltott szerepét irtak mar le. Munkdm soran ezekhez
hasonldan, a T. roseopersicina periplazmatikus HynSL hidrogenazat
hasznalva modellként a [NiFe] hidrogenazokra altalanosan jellemzd
konzervalt strukturakat kerestem. A kordbbiakban még nem jellemzett,
erbsen konzervalt hisztidin-gazdag (HXHxxHxxHxH) motivumot
irdnyitott mutagenezissel vizsgaltam, s kisérleteim eredményei az

alabbi allitasokban foglalhatéak dssze:

A HxHxxHxxHxH motivum szinte minden membrankotott
[NiFe] hidrogenaz nagy alegységében megtalalhatod, viszont a szolubilis
hidrogenazokban ezen hisztidinek koziil csupan ketté (a masodik és a

negyedik) helye konzervalt.

A HynSL hidrogendz nagy alegységében is megtalalhato,
konzervalt, hisztidin-gazdag motivum aminosavainak mutaciojabol
kidertilt, hogy csak a His104 cseréje befolyasolta jelentdsen az enzim

aktivitasat.

A vizsgalt  hisztidin-gazdag motivum  konzervalt
aminosavainak alaninnal vald helyettesitése az enzim sejten beliili

elhelyezkedését nem valtoztatja meg.



A membrankotott [NiFe] hidrogenazok kristalyszerkezeteinek
bioinformatikai elemzésével az enzimek nagy alegységében
azonositottunk  egy  hidrogénhid  kotésekkel — Gsszekapcsolddo
molekulalancolatot, melyben szerepel a korabbiakban vizsgalt hisztidin-
gazdag motivum masodik tagja is (His104). Ezen halézat -
tulajdonsdgaibdl addéddéan - egy lehetséges protontranszfer utvonal

szerepét toltheti be a hidrogenaz enzimek miikddése soran.

A feltételezett  protontranszfer  csatorna  konzervalt

aminosavainak mutagenezise befolyasolta a Hyn hidrogenaz aktivitasat.

Western hibridizaciés kisérletekkel sikeriilt igazolni a
feltételezett protoncsatorna két tagjara vonatkozoan (Aspl03, His104),
hogy a mutans, érett HynL mennyisége a sejtekben megegyezik az
ugyancsak érett vad tipusti enzim mennyiségével. Ezzel bizonyitottam,
hogy a kérdéses aminosavak cseréjének az enzim bioszintézisére nincs
hatasa, igy a mutacio feltehetéen a megfeleléen atirodott HynSL

fehérjekomplex mitkodésében okoz valtozast.

Az altalunk javasolt protontranszfer utvonalnak az aktiv
centrum Ni atomjahoz legkozelebb esé tagja (Arg487) esetében
bebizonyosodott, hogy hianya nem csupan az enzim aktivitasara, hanem
mar annak érési folyamatara is hatassal volt. Az Arg487 feltehetben az
aktiv centrumban 1évé Fe ionhoz kapcsolodo CN° ligandumok

koordindcidjanak  moddositdsaval befolyasolta a fehérje érési



folyamatait, ezaltal hatva a [NiFe] hidrogenazok Kkatalitikus

folyamataira is.

Dolgozatomban egy, a korabbiakban mar leirt, féleg elméleti
modszerekkel meghatarozott lehetséges protontranszfer ttvonallal

részben atfedd, uj protontranszfer lancolatot javasoltam.

A bioinformatikai modszerekkel felderitett, és kisérletesen is
igazolt modell egy olyan lehetséges protoncsatornat jelent, mely a
korabbiakban leirt utvonalakhoz képest a nagy alegységnek a kis
alegységgel (mely az elektrontranszfer lezajlasanak helyszine)

szembeni oldalan talalhato.

Munkaban elséként sikeriilt a molekulamodellezésbdl
szarmazé eredményeket kisérletesen is (a javasolt protontranszfer
utvonalat alkotd aminosavak szisztematikus kicserélésével) igazolni
egy, a mar jol ismert Desulfovibrio fajoktol eltérd, organizmusban is.
Az altalunk javasolt utvonal fobb jellemz6i a T. roseopersicina-val
kozeli rokonsagban lévé Allochromatium vinosum

kristalyszerkezetében is megfigyelhetoek.
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