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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

cDNS: komplementer dezoxiribonukleinsav

DNS: dezoxiribonukleinsav

dNTP: dezoxinukleozid-trifoszfat

EDTA: etilén-diamin tetraecetsav

Er: eritromicin

FNR: fumarat nitrat reduktdz enzim

g: nehézségi gyorsulas

Gm: gentamicin

H2: hidrogén (molekularis)

kDa: kilodalton (atomi tomegegység)

Km: kanamicin

LB: Luria-Bertani tapoldat

mtsai: munkatarsai

N2: nitrogén (molekularis)

NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADP: nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat

NCBI: National Center for Biotechnology Information, nemzetkdzi adatbazis
OD: optikai denzitas

orf: open reading frame, nyitott leolvasasi keret

PCR: polimeraz lancreakcio

PHA: polihidroxi-alkansav

RN4z A: ribonukledz A enzim

RNS: ribonukleinsav

RT-qPCR: reverz transzkripcio kapcsolt kvantitativ polimeraz lancreakcid
SDS: natrium-dodecil szulfat

SDS-PAGE: denatural6 poliakrilamid gélelektroforézis
SOB: super optimal broth (tapanyagokban gazdag tapoldat)
Sm: sztreptomicin

Tris: Trisz-(hidroximetil)-aminometan



II. BEVEZETES

Napjaink technologiai elsésorban a fosszilis energiahordozok (foldgaz, kdolaj, szén)
alkalmazaséara épiilnek, ezek keletkezése viszont sokkal lassabb, mint felhasznalasuk
sebessége. A szénalapu energiaforrasaink végesek, mindemellett a rendelkezésiinkre allo
készletek kiaknazasa ¢és alkalmazasa rendkiviil kornyezetszennyezd. A  fosszilis
energiaforrasaink kitermelése és hasznalata soran nagy mennyiségii, tiveghdzhatast okozo
gazok — tobbek kozott metan, szén-dioxid, klorozott szénhidrogének és nitrogén-oxidok —
szabadulnak fel és keriilnek a l1égtérbe (Pimentel 1991), aminek kovetkezményeként mar
napjainkban is tapasztalhato a globdlis felmelegedés, Foldiink kliméjanak folyamatos

valtozasa.

Mindez alternativ, tiszta és megujulo energiaforrasok kutatasara sarkall benniinket, még
akkor is, ha a jelenlegi szénhidrogén készleteink még néhany évtizedre elegendéek. Egy 1j
energiahordozoval szemben tamasztott kovetelmények a kovetkezdek: legyen
kornyezetbarat, olcsd, nagy mennyiségben elérhetd és biztonsdgosan tarolhato. A
legkézenfekvobb és legnagyobb természetes energiaforrds a Nap, amit a jovoben egyre

nagyobb hatasfokkal aknadzhatunk ki.

A napenergia fizikai modszerekkel torténd felhasznaldsa mar napjainkban is jo1 miik6do.
egyre szélesebb korben alkalmazott eljards. Megkiilonboztethetiink fotovillamos
naperOmiiveket, valamint naphderémiiveket. A fotovillamos naperémii a Nap
elektromégneses sugarzasat alakitja villamos aramma napelemeket alkalmazva, mig a
naphderdmil napkollektorok segitségével a Nap infravords energidjat gdzfejlesztésre
hasznalja és turbinakkal elektromos aramma alakitja. A napelemek, napkollektorok
alkalmazasa jelenleg még magas telepitési és iizembehelyezési koltségekkel jar, ezért sok
esetben nem tudjak felvenni a versenyt a fosszilis energiahordozokkal. A naperémiivek
telepitése hosszu tdvon megtériilé befektetés, mivel ezek a rendszerek rendkiviil alacsony
koltséggel képesek energia eldallitasara, igy mindenféleképpen a jovobeli energia-eldallitas

egyik potencialis formaja a fosszilis energiaval szemben.

A napenergia hidrogénné alakithatd, akar biologiai uton is. A hidrogén (Hz) a
legegyszeriibb kémiai elem, amely sok szempontbol megfelelé megjuld energiaforrasként
szolgalhat, hiszen nem iiveghdzhatasu, nem toxikus, nem rakkeltd, nem radioaktiv és a

kornyezetbe torténd kijuttatdsa sem okoz kdrnyezetszennyezést, elégetése soran keletkezd



egyetlen melléktermék a viz. Molekularis hidrogén eldallithato kémiai reakciokkal, valamint
kiilonb6z6 biologiai folyamatok segitségével, mint a viz biofotolizise algakkal ¢és
cianobaktériumokkal, szerves vegyiiletek sotét fermentacidja anaerob baktériumokkal,
fotofermentacié fotoszintetikus baktériumokkal és végiil olyan kétlépcsds rendszerrel,

amely a sOtét- és fotofermentacidé kombinacioja.

Kizéarélag alacsonyabb rendii él6lények (archaedk, baktériumok és eukariota algak)
rendelkeznek olyan 6si enzimekkel, melyek képesek hidrogén fejlesztésére protonok és
elektronok felhaszndlasaval. Ezek a nitrogendz és hidrogendz enzimek. A nitrogendzok
kizar6lag Baktériumokban és Archeakban megtalalhato enzimek (Young 1992). Képesek a
1égkori, kémiailag semleges nitrogénbdl ammoniumot eldallitani, mely a ndvények szamara
hasznosithatd nitrogénforrds. A nitrogén-fixadlds soran melléktermékként jelentds

mennyiségii molekularis hidrogén keletkezik (Burgess és mtsai., 1996).

A fotoheterotrof Ha termelést (fotofermentacid) az anaerob koriilmények kozott é16
fotoszintetizalo baktériumok (pl. Rhodobacter sp., Rhodopseudomonas sp.) végzik napfény
és szerves szubsztratok felhasznalasaval. A biofotolizissel ellentétben ezen folyamatok soran
nem képzddik oxigén, amely gatlo tényezonek szamitana. Ezen él6lények hidrogenaz és
nitrogenaz enzimekkel egyarant rendelkeznek, azonban a jelentds mennyiségi
hidrogéntermelés elsdsorban a nitrogenaz enzimekhez kothetd. Hidrogenazaik elsédleges
feladata a nitrogendaz 4ltal termelt hidrogén visszavétele, annak oxidéalasa, ezéltal jelentdsen
novelve a fotoheterotrof Hz termelés hatékonysagat. A fotofermenticid esetében is
szamolnunk kell gatld tényezdékkel, mint példaul az ammoénium ionok (NHs"), melyek a
nitrogendz enzim expressziojat gatoljak. A végs6 energiamérleget a nitrogenazokhoz

kapcsolodo reakciok viszonylag nagy energiaigénye is rontja (Oh és mtsai., 2011).

Biologiai  hidrogéntermelés lehetséges a viz biofotolizisével is, amelyre
cianobaktériumok és zoldalgak képesek hidrogenaz enzimeik révén. A folyamathoz csupan
viz és napfény sziikséges, a képzddo elektronok a sejtekben a redox koenzimeket redukaljak,
melyeket utana a hidrogenaz enzimek oxidalnak, mikézben az elektronokat hidrogén
termelésével juttatjak ki a sejtekbdl. A biofotolizis alapu Hz termeld folyamatok mérsékelt
hatékonysaguak, mivel az aerob fotoszintézis soran keletkezd oxigén a legtdbb hidrogenaz

mitkodését gatolja, valamint a fotokémiai hatékonysag is meglehetésen alacsony.

A biologiai hidrogéntermelés harmadik lehetdsége a fakultativ vagy obligat anaerob

baktériumok (pl. Escherichia coli, Clostridium sp.) altal végzett sotét fermentacid, melyhez



ezen organizmusok a szerves anyagok (akar szerves hulladékok) széles korét képesek
felhasznalni szén-, energia- és elektronforrasként. Bar a folyamat soran az elébbiekhez
képest tobb hidrogén termelddik, a keletkez6 szerves melléktermékek (tobbek kozott acetat,
propionat, butirat, laktat, aceton, butanol és etanol) miatt az ipari hasznositashoz a sotét
fermentaciohoz kapcsolddo hidrogéntermeld folyamatok is finomitasra szorulnak (Kim és

mtsai., 2011; Oh és mtsai., 2011).

A hidrogenazok hasznosak lehetnek, mint a tiszta energiahordozoé termel6i (in vivo és in
vitro egyarant), illetve helyettesithetik az lizemanyagcellakban a platina alapu elektrodokat
a hidrogén bontéasa soran. Az enzimeket immobilizalva enzim elektrodként hasznalhatoak.
Akar egész sejtes rendszerek is hasznalhatéak a mikrobialis energiacellak anod oldalan
elektrontermelésre, természetes szubsztratokat vagy példaul hidrogént hasznalva

elektronforrasként.

Az enzim alapt technoldgia legfobb akadalya ma az enzimek alacsony stabilitasa, annak
ellenére, hogy szamos modszer fejlesztés alatt all a fehérjék immobilizaldséra és
stabilizalasara. A molekularis biologia gyors fejlddése egyre tobb eszkozt kinal az enzimek
modositasara, fejlesztésére €s a tulajdonsagaik alakitdsara a szandékainknak megfelelden.
Biztonsagos, stabil, sokoldalu és megbizhaté hidrogenaz alapu bioldgiai rendszerek

létrehozasa valos lehetdség.

Annak érdekében, hogy koérnyezetbarat ¢és  gazdasdgos modon  tudjunk
mikroorganizmusokkal vagy a bel6liik izolalt enzimekkel kontrollalt modon hidrogént
eléallitani vagy bontani, meg kell ismerniink a mikodésiikhoz sziikséges optimalis
koriilményeket, az enzimek pontos szerkezetét, bioszintézisét, metabolikus kapcsolatait és a

kodolod gének expresszidjanak szabalyozasat.



III. IRODALMI ATTEKINTES

1. Hidrogenaz enzimek altalanos jellemzése, csoportositasa

A természetben szamos mikroorganizmus képes hidrogént energiaforrasként
hasznositani, illetve a sejtben felhalmoz6dd elektronokat Hz formajaban Kijuttatni. A
molekularis hidrogén eldallitasat hidrogendz ¢és nitrogendz enzimek katalizaljak. Az
Archedkban ¢és Baktériumokban el6forduld nitrogenézok kulcsfontossagl szerepet toltenek
be a nitrogénfixalasban. A kémiailag semleges 1€gkori nitrogént (N2) az €é161ények szdmara
hasznosithato ammoéniumma redukaljak mikézben melléktermékként jelentés mennyiségii

hidrogén keletkezik (Burgess és mtsai., 1996; Howard és mtsai., 1996).

Az 0Osi hidrogenaz enzimek valtozatos anyagcsere-kapcsolatokkal és enzimoldgiai
jellemzdkkel rendelkeznek. Az elsd hidrogenazokat Archea és Baktérium fajokbdl izolaltak
az 1970-es években (Adams és mtsai., 1980; Graf és mtsai., 1981). Késobbi kutatasok soran
prokariotak mellett egysejtli eukariotakban is azonositottak hidrogenaz enzimeket, mint
példaul a protozoak hidrogenoszoémajaban (PageSharp és mtsai., 1996), valamint egysejtii
zoldalgak (Chlamydomonas reinhardtii) kloroplasztiszaban (Bui és mtsai., 1996; Happe és
mtsai., 2002). A hidrogenazok altal katalizalt folyamat 1ényege a hidrogén oxidacidja,
valamint a protonok redukcioja a kovetkez6 egyenlet szerint (Vignais és mtsai., 2007):

2H" + 26" H»

Ezen folyamat véghezviteléhez Gsszetett szerkezetli enzimre van sziikség, amely egy
Osszetett folyamat révén jon létre. A hidrogenazt alkoto fehérjék polipeptidlancanak
szintézise dnmagdban nem eredményez aktiv fehérjét, tobblépcsds poszttranszlacios érési
folyamat sziikséges az érett enzim kialakulasahoz. A bioszintézishez szamos kisegit6 fehérje

Osszehangolt munkaja sziikséges (Casalot és mtsai., 2001).



1.1. Hidrogenazok felépités szerinti csoportositasa

Felépitésbeli kiilonbség figyelhet6 meg a hidrogendzok aktiv centruménak

fémtartalmaban. (Vignais és mtsai., 2007).

NiFe-hidrogenazok alkotjak a hidrogenazok legnépesebb, széles korben kutatott, ezaltal

leginkdbb  ismert  csoportjat.  Kiilonbdz0  anyagcsererendszerrel — rendelkezd
mikroorganizmusokban talalhat6 NiFe hidrogendz, tobbek kozt ilyen enzimet azonositottak
szulfat redukalo, kemolitotrof, kemoheterotrof, metanogén vagy fototroéf baktériumokban
(Cammack 2001). Az enzim egy o és egy P alegységbdl felépiil6 heterodimer, a két alegység
viszonylag nagy feliileten érintkezik egymassal. A nagyjabol 60 kDa-os a nagy alegységben
talalhat6 a két fématomot tartalmaz6 katalitikus centrum. A  kis alegység kb. 30 kDa méretii
fehérje, itt talalhato az elektrontranszportért felelés harom FeS (vas-kén) kocka (Vignais és
mtsai., 2007). A nagy alegység belsejében talalhaté fématomok koordinalasaban négy
cisztein vesz részt. A vas atomhoz tovabba kapcsolodik egy CO és két CN ligand is (Happe
és mtsai., 1997; Pierik és mtsai., 1999; Volbeda és mtsai., 2002) (1. abra). Az enzim
miikodése sordn a molekulédris hidrogén hidrofob csatorndkon keresztiil kozlekedik, az
elektronok a FeS kockék segitségével jutnak el a redox partnerekhez. A protonok szamara
szamos alternativ csatorna ismert (Dementin és mtsai., 2004; Sz6éri-Doroghazi és mtsai.,
2012). Egyes NiFe hidrogenazok szelenocisztein formajaban szelént tartalmaznak.
Desulfovibrio vulgaris faj Miyazaki F torzsében kétirany NiFeSe hidrogenazt azonositottak
(Nonaka és mtsai., 2013).



Aktiv centrum

o

FeS kocka

Nagy
alegység

MO ") alegység

1. abra: A NiFe hidrogenazok térszerkezete.
A nagy alegység zolddel, a kis alegység sziirkével van jeldlve. Az aktiv centrum felépitése és a FeS

kockak elrendezddése kinagyitva lathato. (Széri-Doroghazi és mtsai., 2012)

FeFe-hidrogenazt obligat anaerob prokariotdkban és néhany anaerob eukaridtdban
azonositottak. Foként a Hy termelésben jatszanak szerepet (Vignais és mtsai., 2001). A
hidrogenaz nagy alegysége tartalmazza a katalitikus helyet, valamint harom FeS kockat
(Adams 1990). Fe-hidrogenaz talalhat6 a Clostridium pasteurianum citoplazmajaban (Peters

1999), valamint a Desulfovibrio desulfuricans periplazmajaban (Nicolet és mtsai., 1999).

Fémmentes aktiv centrummal rendelkezd hidrogendz metanogénekben talalhato, az

N®°,N°-metenil-tetrahidrometanopterin Hz-nel torténd reverzibilis reakcidjat katalizald
enzim (Hartmann és mtsai., 1996). Az elektrontranszport ezen hidrogenazoknal is a FeS
kockakon keresztiil torténik. Csak nikkel-mentes kornyezetben aktivalodik a sejtben, fontos
szerepet jatszik a nikkel-mentes kozegben torténé metanogenezisben (Afting és mitsai.,
1998; Zirngibl és mtsai., 1992). Eldszor Methanobacter marburgensis-ben irtak le

fémmentes hidrogenazt. (Zirngibl és mtsai., 1992)



1.2 Hidrogenazok csoportositasa funkcié alapjan

Fiziologiai funkcio alapjan a hidrogenazokat négy csoportba kiilonithetjiik el (Cammack
2001).

A H, felvevd hidrogenazok elsddleges feladata az energianyerés, a sejt energia-

egyensulyanak folyamatos fenntartdsa. Ezek membrankotott, illetve periplazmatikus
hidrogenazok, mert a sejten kiviilrél veszik fel a hidrogént, igy sziikségiik van membranhoz
kapcsolt alegységekre. Oxidaljak a hidrogént anaerob elektronakceptorok redukcidjaval
anaerob respiracio €s fotoszintetikus CO2 redukcid soran, illetve aerob 1égzésnél az oxigén
redukcidjaval. Az elsé 1épésben a hidrogénbdl nyert elektronok citokrém b tipusu
transzmembran fehérjén keresztiil a kinon raktarba keriilve kapcsolddnak a 1égzési lanchoz.
A redukalt kinonbdl az elektronok termindlis elektronakceptorokra keriilnek, igy a sejt az
energiat ATP forméajaban képes tarolni (Vignais és mtsai., 2007). Az enzimek szerkezetére
jellemzd, hogy kis alegységiik N-terminalis oldalan hosszu szignal peptiddel rendelkeznek,
amelyet a Tat (twin-arginin translocation) transzport utvonalhoz tartozé fehérjék ismernek
fel. A Tat rendszer a végleges szerkezetét elnyert enzimet kijuttatja a membranon keresztiil
a periplazmaba (Sargent és mtsai., 2006). Szamos Proteobaktérium, mint a Bradyrhizobium
japonicum (Sayavedrasoto és mtsai., 1988) és a Rhodobacter capsulatus (Leclerc és mtsai.,
1988) rendelkezik periplazmatikus vagy membrankapcsolt hidrogén visszavevd NiFe(Se)
hidrogenazzal. Ezek az enzimek két alegységbdl épiilnek fel, a nagy (o) alegység tartalmazza
a NiFe centrumot, mig a kis () alegység a [Fe-S] kockakat. Egyes cianobaktériumok -
Anabaena variabilis - heterocisztajaban NiFe-tilakoid membranhoz kapcsolddo, Ho felvevo
hidrogenazt azonositottak (Schmitz és mtsai., 1995), amely aktivalodasa kapcsolodik a
nitrogenaz enzimrendszer mitkodéséhez (Happe és mtsai., 2000). A bizonyos nitrogénfixalo
baktériumok (pl. Rhizobium leguminosarum) is rendelkeznek hidrogénfelvevd NiFe
hidrogenazzal, mely képes visszapumpalni a sejtbe a nitrogenaz enzim altal
melléktermékként termelt molekularis hidrogént, ezaltal részben vissza tudja nyerni a

nitrogén megkotése soran felhasznalt tetemes energiat.

A H; termeld hidrogenaz enzimek a sejt redox egyensulyanak fenntartasa érdekében a H”

redukcidjaval allitjak eld a molekularis hidrogént. A sejt elektrontobbletét Ho formajaban
raktarozzak, majd pumpaljak ki a kornyezetiikbe. Az Anabaena cylindrica két szolubilis
hidrogéntermeld hidrogenazzal rendelkezik (Ewart és mtsai., 1989). Az Escherichia coli és

a Rhodospirillum rubrum hidrogéntermelé hidrogenazainak milkodése szorosan
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Osszekapcsolt a C1-es komponensek (példaul CO és hangyasav) anaerob oxidacidjaval, a Hz
termelésével a sejtek megszabadulnak a folyamatban keletkezd felesleges redukélo

ekvivalensekt6l (Bohm és mtsai., 1990; Fox és mtsai., 1996).

A kétiranyu hidrogenazok Ha felvételre és termelésre egyarant képes enzimek a sejt
energetikai viszonyainak megfeleléen preferaljak a nukleotid tipust kofaktorok (NAD,
NADP, Fa20) redukald vagy oxidalé formait. Altaldban rendelkeznek egy nagy és egy kis
hidrogenaz alegységgel, valamint tobb, a fent emlitett kofaktorok megkdtéséért felelds
egységgel. Szamos cianobaktériumban, mint példaul az Anacystis nidulans-ban talalhato
citoplazmatikus Hox-tipusu reverzibilis hidrogenaz (Boison és mtsai., 1998). A szulfat
redukaldé Desulfovibrio vulgaris periplazmajaban (Voordouw és mtsai., 1985), mig a
szacharolitikus Clostridium pasteurianum citoplazmajaban azonositottak kétiranya
hidrogendz enzimet (Meyer és mtsai., 1991). Néhany hipertermofil Archaeaban szintén
azonositottak kétiranyi hidrogenaz enzimeket, ilyenek a Thermococcus litoralis-ban
(Rékhely és mtsai., 1999), valamint a Pyrococcus furiosus-ban talalhato NADPH oxidalo
reverzibilis hidrogenazok, amelyek redukalt kofaktorokbdl a sejt szdmara mellékterméket

jelent6 hidrogént allitanak elé (Nicolet és mtsai., 1999).

A Hox-tipust reverzibilis hidrogenazok négy, ot, valamint hat alegységes valtozatat
azonositottak kiilonb6z6 mikroorganizmusokban. Négy alegységes Hox hidrogenazok
jellemzbéen nem fotoszintetizalo baktériumokban talalhatoak, ahol a HoxFU diaforaz és a
HoxYH hidrogenaz alegységekbdl épiil fel az enzimkomplex. llyen hidrogenaz talalhato
Rhodococcus opacus-ban (Grzeszik és mtsai.,, 1997), Methylococcus capsulatus-ban
(Hanczar és mtsai., 2002) és ilyen tipusti enzim a Thiocapsa roseopersicina két Hox
hidrogenaz enzime kéziil az egyik (Hox2, lasd alabb) (Mardti és mtsai., 2010). Ot alegységes
Hox tipust hidrogendz talalhatdo szamos fotoszintetizald baktériumban, ahol az 6todik
alegység (HoxE) a fotoszintézishez kapcsolt in vivo elektrontranszportban jatszik szerepet.
Ezek az enzimek cianobaktériumokban és fotoszintetizald bibor baktériumokban fordulnak
el6, példaul Anabaena variabilis-ben (Serebryakova és mtsai., 1996), Anacystis nidulans-
ban (Boison és mtsai., 1998) és T. roseopersicina-ban is (Hox1, lasd alabb) (Rakhely és
mtsai., 2004). Hat alegységes szolubilis Hox-tipusti hidrogenazt azonositottak Ralstonia
eutropha-ban, amelyben a HoxFUYH alegységek mellett az elektrontranszportban szerepet
jatsz6, a NADH mellett NADPH megkdtésére is alkalmas HoxI dimer formaban (HoxlI2) van

jelen (Burgdorf és mtsai., 2005).
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A Hp érzékeld hidrogendzok képesek a He-t alternativ energiaforrasként hasznositani
litotréf koriilmények kozott. Ezek altaldban a citoplazmaban elhelyezkedd, heterodimer
felépitésii, nem oxigén érzékeny enzimek, amelyek nem rendelkeznek szignal szekvenciaval
a kis alegységiikon. A sejt kornyezetében 1€vé hidrogén mennyiségétol fiiggden szignal
transzdukcids utvonalon keresztiil szabalyozzak a Hup-tipust hidrogenazok expresszidjat
(Dischert és mtsai., 1999). H» érzékel6 funkcidval rendelkezik a Ralstonia eutropha HoxBC
(Lenz és mtsai., 1997), a R. capsulatus és a B. japonicum HupUV hidrogenaz enzime (Black
¢és mtsai., 1994; Elsen és mtsai., 1996).

1.3. Hidrogenazok expresszidjanak szabalyozasa

A prokariotédk konnyen és gyorsan képesek adaptalodni kornyezetiik megvaltozott kémiai
Osszetételéhez. Természetes kornyezetiikben a sejtek szdmara rendelkezésre 4116 tapanyagok
és egy komplex szabdlyoz6 rendszer hatdrozza meg a szubsztratok hierarchikus
felhasznalasat, valamint garantalja a hatékony metabolizmust (Cammack 2001). A
Methanococcus voltae-ban talalhaté NiFeSe hidrogenazok konstitutivan termelddnek, ezzel
szemben a NiFe hidrogenazok csak Se-mentes kornyezetben (Sorgenfrei és mtsai., 1997).
Hasonléan a Methanosarcina mazeii két membrankapcsolt hidrogenaza koziil az egyik
szintézise folyamatos, mig a masik enzim termelddését gatolja az acetat jelenléte

(Deppenmeier 1995).

Genomikai vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy sok esetben a hidrogenaz gének
szorosan egymas mellett, egy operonban helyezkednek el a genomban. Operonokba
rendezddott hidrogenaz struktur és kisegitd géneket figyelhetiink meg szamos Baktériumban
¢és Archaeaban, példaul a R. capsulatus-ban, az E. coli-ban és a Methanococcus voltae-ben.
A gének operonba rendezddése lehetdve teszi, hogy az expressziojukat egy elsddleges
regulator szabalyozza. A regulator a transzkripcio kezdépontjdhoz kozel 1évé promoterhez
kotddik. A szabalyozo fehérje pozitiv illetve negativ hatisaval serkenti vagy gatolja a
transzkripcidt. A reguldtor aktivitasat altaldban egy kis molekulastlyu vegyiilet képes
megvaltoztatni (szubsztratok, metabolitok). A hidrogenaz operonok masik csoportjat egy
komplex szignaltranszdukcios kaszkad szabalyozza. A kaszkadban 1év0 szenzor fehérje a
regulator protein kémiai modositdsan keresztiil erdsiti vagy csokkenti a transzkripcid

intenzitasat (Cammack 2001).
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A baktériumok altal leggyakrabban hasznalt mechanizmus a kornyezeti valtozasokra az
ugynevezett kétkomponensii szabalyozo rendszer, amely foszforilacié — defoszforilacio
révén tovabbitja az informaciot. Az altalanos kétkomponensii rendszer egy szenzor és egy
valasz regulator fehérjébol all. A szenzor hisztidin protein kinazok ATP felhasznalasaval
képesek foszforilalni a valasz regulator fehérjéket (Hoch és mitsai., 1995). llyen
kétkomponensii regulator rendszert azonositottak a B. japonicum (Van Soom és mtsai.,
1999), a R. capsulatus (Dischert és mtsai., 1999) és a R. eutropha (Lenz és mtsai., 1998)
hidrogenaz géncsoportjaban. R. leguminosarum hidrogenaz génjeinek expresszioja
kapcsolodik a szimbiotikus nitrogénfixalashoz és két regulator, az FnrN és a NifA fehérjék

szabalyozzak a korforgast (Brito és mtsai., 1997).

Ralstonia eutropha hidrogén érzékelése és szabalyozasa

A R. eutropha fakultativ kemolitoautotrof B-proteobaktéium harom NiFe hidrogenaz
enzimmel rendelkezik (a HoxKG membran-asszocialt, a HoxXYH citoplazmatikus és a
HoxBC szabélyozo hidrogendz). Habéar a baktérium természetes aerob kozegében kevés
hidrogén talalhato, a hidrogenazok szintézise H» 4ltali szabalyozas alatt all. A
szignaltranszdukcios titvonalat a HoxBC hidrogenéz, a HoxJ hisztidin szenzor protein kinaz,
a HoxA valasz regulator és a RpoN ¢°* faktor alkotja. A HoxA nem foszforilalt formaban
(hidrogén jelenlétében) aktivalja a R. eutropha membrankapcsolt és citoplazmatikus
hidrogenaz gének transzkripcidjat. Hidrogénmentes kornyezetben a HoxJ foszforildlja a
HoxA-t (a foszfat csoport a HoxJ His220-r6l atkeriil a HoxA Asp55 aminosavra), ezaltal
gatolja a hidrogenaz gének transzkripciojat. A HoxBC ¢és a HoxJ kozotti szabalyozd
interakcié a HoxBC-ben torténé Hz medialt konformaciovaltozassal megy végbe. Hidrogén
jelenlétében a HoxBC konformécidja tigy valtozik meg, hogy ezaltal megakadalyozza a
HoxJ kinaz aktivitasat barmilyen fehérje-fehérje kolcsonhatas révén (2. abra) (Lenz és

mtsai., 1998).

Az érzékeld hidrogenaz R. eutropha-ban dimer felépitésii, a HoxC nagy alegység és a
HoxB kis alegység alkotja. A hidrogenaz aktivitasa és funkcioja is Ni-fliggé, azonban O>

tolerans a mitkodése (Pierik és mtsai., 1998).
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2. abra: Hidrogénfiiggé szignaltranszdukcié R. eutropha-ban

Rhodobacter capsulatus hidrogén érzékelése és szabalyozésa

A molekularis Hy az els6dleges kornyezeti faktor, amely serkenti a R. capsulatus-ban
talalhatdé membrankapcsolt hidrogenazok szintézisét. A legmagasabb expresszios szint
sOtétben, Hz és Oz jelenlétében ndvesztett sejteken volt megfigyelhetd, valamint autotrof
koriilmények k6zott, amikor CO2 a szénforras és Ho a redukalo er6 a sejtek szamara (Colbeau

¢és mtsai., 1992).

A R. eutropha-nal ismertetett Hz szignal transzdukcios kaszkad rendszer talalhato R.
capsulatus-ban is. Egy szabalyozo szolubilis NiFe hidrogenazbol (HupUV) és egy
kétkomponensii szabalyozo6 rendszerbdl (HupT/HupR, szenzor kinaz €s aktivator) épiil fel a
kaszkad. A HupR aktivator sziikséges a H> altal indukalt hupSL génexpressziohoz (Toussaint
¢s mtsai., 1997). A HupR hidrogén jelenlétében nem-foszforilalt allapotban aktiv. A HupT
szenzor protein kinaz negativ szabalyozas alatt tartja a hidrogenaz szintézist, amig nincs
hidrogén a kornyezetben. HupT™ mutansban kétszer akkora in vivo hidrogenaz aktivitas
figyelheté meg, mint a vad tipusu B10 torzsben (Elsen és mtsai., 1993). A HupT és a HupR
fehérjék transzfoszforilacioval kommunikalnak egymadssal, tehat a HupT a HupR-re
helyezett foszfat csoporttal képes gatolni a hupSL expresszidjat (Dischert és mtsai., 1999).

A HupT mutanshoz hasonléan a HupUV™ muténs térzs hidrogenaz szabalyozasa megsziinik,
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H2 jelenlétében és hianyaban egyarant folyamatos hidrogendz expresszié figyelhetd meg

(Elsen és mtsai., 1996).

A fotoszintetikus baktériumokban azonositott RegB/RegA regulator rendszer a sejt teljes
redox allapotat szabalyozza. A RegA valasz regulator fehérje a fotoszintézis anaerob
aktivatora, mely a RegB hisztidin kinaz altal foszforilalt allapotba keriil, igy gatolja a
hidrogenaz gének expresszidjat R. capsulatus-ban. A RegB/RegA globalis redox szabalyozo
rendszer a HupT/HupR komplexen keresztiil szabalyozza a hidrogenaz gének expressziojat.
A RegB/RegA a NifA transzkripcids aktivator expresszidjanak novelésével képes serkenteni
a nitrogendz szintézisét. Ezen ismeretek alapjan elmondhatd, hogy genetikai kapcsolat van
R. capsulatus-ban az hidrogén felvevé hidrogenaz €s a nitrogenaz szintézise kozott (Elsen
¢és mtsai., 2000).

Osszefoglalasként elmondhat6, hogy a hidrogenaz enzimek miikddését szabalyozhatja

szamos kornyezeti tényezd és a hidrogenaz enzimek fiziologias szerepe.

1.4. A NiFe hidrogenazok bioszintézise

Egy aktiv NiFe hidrogenaz kialakulasahoz tobblépcsds poszttranszlacios érési
folyamaton megy keresztiil az enzim, melyhez szamos kisegito fehérje jelenléte sziikséges.
Ezen fehérjék egy része hidrogenaz pleiotrép hatdsi (Hyp fehérjék), masik résziik
specifikusan egyféle hidrogendz éréséért felelds. A Hyp fehérjék Baktériumokban és
Archeékban talalhatoak, a mikroorganizmus 6sszes hidrogenazanak érésében részt vesznek.
Jelenlegi ismereteink alapjan 10-15 segédfehérje sziikséges egy aktiv NiFe hidrogendz

létrejottéhez (Cammack 2001).

A NiFe hidrogenazok bioszintézisének egyik legtdbbet tanulmanyozott modellje az E.
coli 3-as hidrogenaza. A folyamatban hét Hyp fehérje (HypA, HypB, HypC, HypD, HypE,
HypF) és néhany enzimspecifikus endopeptidaz vesz részt. A chaperon-szerii HypC és a
HypD fehérjék komplexet alkotva megkdtik a Fe iont és az éretlen nagy alegységhez
szallitjak (Blokesch és mitsai., 2004). A HypC nyitott konformacioban tartja a nagy
alegységet a fémionok beépiiléséig (Blokesch és mtsai., 2002; Magalon és mtsai., 2000). A
CN és a CO ligandok szintézise a HypF-HypE komplex révén valésul meg (Reissmann és
mtsai., 2003). A CN ligandok megfelel6 formajat a HypF-HypE komplex a HypC-HypD

altal kotott Fe ionhoz kapcsolja. Miutan a Fe a helyére kertilt kovetkezik a Ni beépitése a
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nagy alegységbe, melyben a HypA és HypB fehérjék vesznek részt. A B. japonicum-ban a
GTPaz funkcioval rendelkez6 HypB nemcsak a Ni beépitéséért, hanem polihisztidin
nytlvanya révén a Ni raktarozasaért is felelds (Fu és mtsai., 1995). Az aktiv centrum
megfeleld Osszeszerelddése utan a HypC fehérje disszocial a komplexrdl és a fehérje C-
terminalis peptidjének specifikus endopeptidazzal torténd levagasaval fejezddik be a nagy
alegység érése (3. abra) (Theodoratou ¢és mtsai., 2005). A hidrogenazok bioszintézisének
folyamata, az enzim kis és nagy alegységének egymastol fliggetlen érése utan, az alegységek

oligomerizaciojaval végzodik.

g |
"OF - =

C-terminal

extension

I II III

3. abra: Az E. coli 3-as hidrogenazanak bioszintézise (Sawers és mtsai., 2004)
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2. Thiocapsa roseopersicina BBS

Modellorganizmusunk, a Thiocapsa roseopersicina BBS, a Chromatiaceae csaladba
tartozd6 Gram-negativ, fotoszintetizald, bibor kénbaktérium. Az elsé izolatumok a Jeges-
tengerbdl szarmaztak (Bogorov 1974). A baktérium sejtek 1-3 um atmérdjii nem mozgékony
coccusok. A T. roseopersicina természetes él0helyén a hémérséklet, az oxigén- és a
kénkoncentraci6 allandd valtozasanak koszonhetéen nagy tirdképességgel rendelkezd
baktérium (Visscher és mtsai.,, 1990). Laboratoriumi koriilmények kozott optimalis
novekedési hémérséklete 25-28°C kozott van, szaporodasa 30°C felett gatolt (Bogorov
1974). A vad tipust BBS torzs folyékony tapoldatban 5-6 nap alatt n6 fel, lemezen 12-14
nap alatt képez telepeket. Az anaerob fototrof baktériumok, mint a T. roseopersicina nem
képesek vizbontdsra, igy nem termelnek oxigént, amely gatolnd hidrogendz enzimeik
mitkodését. Fototrof koriilmények kozott elektrondonorként redukalt kénvegyiileteket
(els6sorban tioszulfatot, elemi ként és szulfidot) valamint szerves szubsztratokat (ecetsavat)
hasznosit. Aerob és mikroaerofil koriilmények kozott kemolitoautotrof életmodot folytat
(Kondratieva és mtsai., 1976). Alternativ nitrogénforrast nem tartalmazé tapoldatban térténd
novesztéskor nitrogenaz enzime a légkori nitrogén megkdtésére képes (Bogorov 1974),
amely reakcié soran melléktermékként jelentds mennyiségli hidrogén képzddik. A T.
roseopersicina hidrogén metabolizmusanak kulcsszerepl6i a négy aktiv NiFe hidrogenaz és

a nitrogenaz enzimek.

2.1. Thiocapsa roseopersicina hidrogenazai és szabalyozasuk

A T. roseopersicina négy aktiv hidrogenazzal rendelkezik, melyek sejten beliili
elhelyezkedésiik, felépitésiik és in vivo szereplik alapjan egymastol jol elkiilonithetdek
(Kovacs és mtsai., 2005; Mard6ti és mtsai., 2010). Két hidrogenaz (a kétiranyt HynSL és H»
felvevé HupSL) a periplazmatikus membranhoz kapcsolddik, mig két Hox-tipusu szolubilis
hidrogenaz (a reverzibilis Hox1 és a Hz termelé Hox2) a citoplazmaban talalhato (4. abra).
A Hyn és a Hup, valamint a Hox1 és a Hox2 hidrogenazok a sejtben betoltott szerepiik
mellett felépitésiikben is jelentds eltéréseket mutatnak. A négy aktiv hidrogenaz mellett
talalhato egy tovabbi hidrogenaz géneket kodolo régio a T. roseopersicina genomjaban, ezek
a gének (hupTUV) azonban nem expresszalodnak. A hupUV altal kédolt enzim homoldgjai

mas mikroorganizmusokban szabdlyozé funkcidt latnak el.
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4. abra: A T. roseopersicina funkcionalis hidrogenazainak és nitrogenaz enzimének sejten beliili

elhelyezkedése

A T. roseopersicina hidrogenaz enzimeinek érésére alapvetéen érvényes a korabban
iIsmertetett E. coli 3-as hidrogenazanak érési modellje. A T. roseopersicina HypA, HypB,
HypD, HypE ¢és HypF mellett két HypC fehérjével rendelkezik, melyek szintén
esszencialisak az aktiv HynSL, HupSL, Hox1 és Hox2 hidrogendzok kialakuldsdhoz. A
pleiotrop fehérjék mellett mind a négy hidrogenaz esetében egy az adott enzimre specifikus
endopeptidaz sziikséges az adott hidrogenaz bioszintéziséhez: Hyn-specifikus HynD, Hup-
specifikus HupD, Hox1-specifikus HoxW és a Hox2-specifikus Hox2W fehérjék. A hupD a
hoxW és a hox2w gének a hup illetve a hox1 és hox2 operonokban helyezkednek el, ezzel
szemben a hynD gén a szubsztratjat kodolo gén-t (hynL) is tartalmazd operontol tavol

talalhato a genomban (Maro6ti és mtsai., 2003; Mar6ti és mtsai., 2010).
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2.1.1. HynSL hidrogenaz

A HynSL kiilonleges stabilitasi sajatsagokkal rendelkezd kétiranyt hidrogenaz (Kovacs
és mtsai., 1990). Ez az enzim sokkal aktivabb 85°C-on mint szobahOmérsékleten, annak
ellenére, hogy a sejt optimalis ndvekedési hdmérséklete 25°C koriil van. Oxigénnek vald
kitettség hatasara sem vesziti el Katalitikus aktivitasat, s6t a membranrol vald levalasztas
utan is hosszl ideig aktiv marad. A struktirgének elrendezédése szokatlan, hiszen a kis
(hynS) és a nagy (hynL) alegységeket kodold gének kozott két nyitott leolvasasi keret
talalhato (ispl, isp2), melyek valodi fehérjéket kodolnak. Az Isp fehérjék sziikségesek a Hyn
hidrogenaz in vivo aktivitasahoz, ezzel szemben hianyuk nem befolyasolja sem az in vitro
aktivitast, sem a hyn struktargének expresszidjat (Rékhely és mtsai., 1998). Fiziologiai
funkcidja valdszintileg a sejt kén metabolizmusédhoz vald kapcsolédasa révén a redox
egyensuly fenntartdsdban vald részvétel, ennek megfelelden mind hidrogén termelésére,
mind felvételére képes az elektronellatottsag fliggvényében. Expresszioja oxigénfiiggd
(anaerob koriilmények sziikségesek a gének kifejez6déséhez), az FNR (fumarat nitrat
reduktaz) regulatoron keresztiil szabalyozott (Kovacs és mtsai., 2005). A HynSL altali
hidrogéntermelés fényfiiggd folyamat, csak fényen torténd novesztéskor képes hidrogén

termelésre (Tengolics és mtsai., 2014).

A legtobb mikroorganizmusban a hidrogenaz gének expresszidja kizardlag anaerob
koriilmények kozott valosul meg, tehat az oxigén az egyik legfontosabb szabalyozo szignal
(Sawers 1999). Az E. coli hya és hyb hidrogenaz géneket az FNR és az ArcA regulatorok
szabalyozzak oxigén jelenlétében (Richard és mtsai., 1999). A T. roseopersicina hyn
genomban azonositott fnrT gén altal kodolt fehérje kozel 70%-os hasonldésagot mutat az E.
coli FNR fehérjéjével. A AfnrT T. roseopersicina torzsben hidrogenaz génexpresszids és
fenotipikus valtozasok egyarant megfigyelhetdek a vad tipusut BBS-hez képest. Ilyen
megfigyelés példaul az, hogy acetaton torténé novesztéskor a vad tipusu sejtekben nem
képzddnek kén globulusok, ezzel szemben a AfnrT tdrzs sejtjeiben jelentés mennyiségi
kénszemcse halmozodik fel, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy az FnrT globalis regulator
szerepet tolt be a T. roseopersicina-ban. fnrT gén hianyaban a hyn operon expresszidja
jelentésen lecsokken, a hyn operon mRNS szintje minddssze a vad tipusban mért mRNS
szint 5%-a, a HynSL hidrogenaz aktivitasa pedig a vad tipusban mért HynSL aktivitas 25
%-at éri el az fnrT mutansban. A HupSL és a Hox1 hidrogenazok aktivitasat nem

befolyasolja az FnrT hidnya. Az FnrT fehérje anaerob koriilmények kozott aktivalja a T.
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crer

FnrT-fiiggd, valamint legalabb egy FnrT-fiiggetlen promoter. Az FnrT-fliggd promoter
miikodéséhez FNR kotédése sziikséges a hynS szabalyozo régid két meghatarozott pontjahoz

(-41 és -80 pozicid) (Kovacs és mtsai., 2005).
2.1.2. HupSL hidrogenaz

A masik membrankotott NiFe hidrogendz enzim, a HupSL sokkal érzékenyebb; ho,
oxigén, és a membranrdl valo levalasztis azonnal inaktivalja (Colbeau és mtsai., 1994).
Feltételezett szerepe a nitrogenaz altal termelt hidrogén visszaforgatdsa, ezaltal
energianyerés a sejt szamara. A genomban a kis és a nagy alegységet kodold gének mogott
talalhato a hupC citokrom b-tipust fehérjét kodold gén, amely sziikséges az in vivo Hup
aktivitashoz, de hianya nem befolyasolja az in vitro aktivitast. A HupC feltételezhetd
feladata az elektronok tovabbitasa a HupSL fehérjékrdl a kinon raktar iranyaba (Palagyi-
M¢szaros és mtsai., 2009). A HupD proteaz a HupL fehérje C-terminalis végét hasitja le a
nagy alegység bioszintézisének utolso 1épéseként. A HupH fehérje komplexet képez a HupS-
sel, sziikséges a Kis alegység éréséhez, valamint a HupSL komplex membranhoz vald
érésében jatszik szerepet. A HupR valasz regulator fehérje esszencialis a hupSL
transzkripcidjahoz (Colbeau és mtsai., 1994). A Hupl és a HupR fehérjét kodolo gének
szakasz az operonban (5. abra). A hup gének expresszidja kapcsolatban all a sejt redox
allapotaval, valamint a hox1 hidrogenaz gének expresszidjaval, Hox1 enzim hidnyaban
(Ahox1H) a hupSL gének expresszios szintje nagy mértékben lecsokken (Palagyi-Mészaros
¢s mtsai., 2009). A Hyn és a Hup hidrogenazok strukturfehérjéi 50%-0s (+ 5%) homologiat
mutatnak egymassal (HynS—-HupS és HynL-HupL) (Réakhely és mtsai., 1998), mindkét
enzim kis alegységének N-terminalisan megtalalhatdé a Tat (twin-arginin transzport)
utvonalra jellemz0 szignal szekvencia, igy valoszinisithetd, hogy a Tat-rendszeren jutnak el

a sejtmembran periplazmatikus oldalara (Sargent és mtsai., 1999).

hups ) hupl hupC [ hupb Y hupH papigy L Fupk >

5. abra: hupSL operon T. roseopersicina-ban

20



Szamos baktériumban megfigyelhetd, hogy a hidrogenazt kodolo gének expresszidjat egy
hidrogénérzékeld hidrogenaz és egy kétkomponensii rendszer szabalyozza, mint példaul R.
capsulatus-ban a HupUV érzékel6 és HupT/HupR szabalyzo rendszer (Dischert és mtsai.,
1999). T. roseopersicina-ban szintén megtalalhatoak a tipikus szignaltranszdukcios
rendszert alkotd fehérjéket kodold gének, azonban csak a HupR t6lti be funkciojat a sejtben,
a hupT és a hupUV génekrdl nem képzddik fehérje, igy a hidrogénérzékeld rendszer T.
roseopersicina-ban nem milkoédik. A HupSL hidrogenazt kodold gének expresszidja
folyamatos, a hidrogén jelenlététdl fliggetleniil. A hupSL struktargének transzkripcioja egy

RpoN-fiiggd promoteren keresztiil szabalyozott (Kovacs és mtsai., 2005).

A hupS gén eldtt taldlhaté promoter milkddéséhez RpoN (¢ faktor) kapcsolodasa
szlikséges. A ArpoN torzs ammoniummentes kozegben nem képes felndni, ami az jelenti,
hogy inaktiv a N2-fix4lo rendszere, valamint a HupSL hidrogenaz aktivitasat is elveszti a
torzs. A funkcionalisan aktiv RpoN sziikséges a hupSL gének kifejez6déséhez (Kovacs és

mtsai., 2005).

A T. roseopersicina HupR fehérjéje magas hasonlosagot mutat a R. eutropha HoxA,
valamint a R. capsulatus HupR fehérjével. A AhupR torzsben teljesen megsziinik a HupSL
aktivitas, mig a Hox 1 hidrogenaz miikodését nem befolyésolja ez a mutacid, igy elmondhato,
hogy a HupR sziikséges a hupSL expresszidhoz, de nem sziikséges a sejtben zajlo teljes Ho-

fliggd szabalyozashoz (Kovacs és mtsai., 2005).

A T. roseopersicina genomban talalhatdo hupT és hupUV gének altal kodolt
aminosavsorrend az  Azorhizobium caulinodans HupT ¢és HupUV fehérjék
aminosavsorrendjével mutatja a legmagasabb foku homologiat (Baginsky és mtsai., 2004).
A hupT és a hupUV gének T. roseopersicina genombol torténd eltavolitasa nincs hatassal a
hupSL gének expresszidjara. Abban az esetben, ha plazmidrdl irodik at a HupT a torzs
teljesen elveszti HupSL aktivitasat hidrogén jelenlétében és hianyaban egyarant, azaz a
HupT fehérje képes kifejteni represszor hatasat. Ezzel szemben a hupUV plazmidon torténd
sejtbe juttatisa nincs hatassal a hupSL gének expresszidjara. A hupTUV gének plazmidrél
torténd kifejeztetése esetében sem valik hidrogénfiiggdévé a hupSL gének expresszidja. A
hupTUV gének csendességének lehetséges magyarazata, hogy a hupT gén el6tt talalhato
csonka nifS gén polaris hatasa akadalyozza meg a hupTUV génekrdl torténé mRNS atirodast.
A funkcionalisan inaktiv hupTUV tehat konstitutiv hupSL génexpressziot eredményez a vad

tipusu T. roseopersicina torzsben (Kovacs és mtsai., 2005).
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A hupSL strukturgének utan a genomban talalhaté hupC egy b-tipust citokrom fehérjét
koédol. A HupC nem jatszik szerepet a HupSL hidrogenaz érésében, azonban hatassal van az
in vivo aktivasara, valamint hupSL kifejezOdésére (Palagyi-Mészaros és mtsai., 2009)
Hianyaban feltételezhetden elzarodik az elektronok tutja a HupSL hidrogenaztol a
kinonraktar iranyaba, az oxidaltabb allapota kinonraktar pedig pozitivan befolyasolhatja a
hupSL hidrogenaz gének expresszidjat (Mar6ti €s mtsai., 2010). A hupH és a hupl gének
hianya nem befolyasolja a HupSL miikodését, mig a hupR gén hidnyaban csékken az enzim

aktivitasa.

A T. roseopersicina sejtek szamara rendelkezésre allo fotoszintetikus elektrondonor
(tioszulfat) mennyisége a tapoldatban befolyasolja a hupSL gének expresszidjat. Az
alacsonyabb tioszulfat koncentracid6 magasabb szintii hupSL génkifejez6dést eredményez.
Ez a regulator hatas valdsziniileg a kinonraktaron keresztiil realizalodik (Palagyi-Mészaros

és mtsai., 2009).

2.1.3. Hox1 hidrogenaz

A Hox1 heteropentamer hidrogendz a citoplazmdban helyezkedik el. A Hox1YH a
hidrogenaz aktivitasért felelds alegységek, a Hox1FU diafordz alegységek pedig a
NAD*/NADH redox reakciot katalizaljak (Friedrich és mtsai., 1993; Réakhely és mtsai.,
2004). A cianobakterialis Hox-tipust hidrogenazokra jellemzé Hox1E 6todik alegység
nélkiilozhetetlen az enzim in vivo aktivitasahoz (Tamagnini és mtsai., 2002). A Hox1 in vitro
aktivitasat nem befolyasolja a hox1E delécidja. Mivel a Hox 1E alegység hianyaban csak a
mesterséges elektron akceptort vagy donort tudja hasznositani az enzim, feltételezhetd, hogy
a Hox1E az elektrontranszportban kézremiikodo fehérje (Palagyi-Mészaros és mtsai., 2009).
A Hox1 hidrogenaz valddi kétirdnyt enzimként miikodik, nitrogendz-gatolt koriilmények
kozott hidrogént termel, valamint a nitrogendz enzim altal végzett nitrogénfixalds soran
képzddé hidrogén visszavételre is képes, miikodése erdsen kapcsolodik a sejt
kénmetabolizmusahoz (Rakhely és mtsai., 2004). A Hox1 hidrogenaz hidrogéntermeléshez
hasznalt elsédleges elektrondonorja az elemi kén, emellett a szulfit szulfattd torténd
oxidacioja is serkenti a folyamatot. Ezen redox reakciok a kinon raktarral &llnak
kapcsolatban, amelybdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a Hox1 hidrogendz a mitkddéséhez

sziikséges elektronokat a kinon raktarbol nyeri. Ezaltal védi a sejteket a membran redox

crer
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A Hox-tipusut NiFe hidrogendzok a fotoszintetikus mikroorganizmusokra jellemzd
enzimek (de példaul R. eutropha-ban is megtalalhato). A T. roseopersicina sotétben és
fényen torténd novesztéskor egyarant képes hidrogéntermelésre Hox1 hidrogenédza révén.
Sotétben fermentacio sordn termel Ho-t a baktérium, mig fényen redukalt kénvegyiileteket
hasznosit hidrogéntermelésre. A Hox1 aktivitdsa fényen, valamint az enzimet kodolo gének
expresszidja egyarant fligg a sejtek szamdra rendelkezésre allo redukalt kénvegyiiletek
(tioszulfat, elemi kén) mennyiségét6l. A Hox1 hidrogenazt a hoxlEFUYH gének egy
operonba rendezédve kodoljak a genomban. Tovabbi orf-ck talalhatoak a hox1 operonban,
melyek koziil a hox1H utan talalhat6 orf3 egy olyan hidrogenaz-érési proteazt kodol (hoxW),
melynek a hidrogenaz bioszintézisében van szerepe. A hox1E gén el6tt talalhatd a genomban
egy o>*- tipusi promoter, feltételezhetéen ez szabdlyozza a hoxl gének expresszidjat
(Rékhely és mtsai., 2004). A Hox1 hidrogenaz fényen térténd hidrogéntermelése tioszulfat-

e ey

jelentdsen novelhetd (Rakhely és mtsai., 2007).

3.1.4. Hox2 hidrogenaz

A Hox2 szolubilis hidrogenaz heterotetramer felépitésii enzim. A Hox1-hez hasonléan
Hox2YH hidrogendz és Hox2FU diaforaz alegységekkel rendelkezik. A Hox2 enzim a
Methylococcus capsulatus hidrogenazahoz mutatja a legmagasabb foku hasonlosagot. A
Hox2 nem képes a tioszulfatot kdzvetlen elektronforrasként hasznositani, ezért kizardlag

crer

mutathat6 Ki alacsony szintii in vivo hidrogéntermel6 aktivitasa (Maroti és mtsai., 2010).

A Hox2 hidrogenaz aktivitasa fényfiiggo és gliikkozt igényel. Ezzel szemben a hox2 gének
expresszidjat nem befolyasolja, hogy fényen vagy s6tétben nének a sejtek. A Hox2 in vivo
kiegészitett tdpoldat alkalmazasakor mérhetd, a génexpresszid szempontjabol is ez az idealis
kozeg. Azonban magas tioszulfat koncentracio mellett, illetve gliik6z hidnyéaban is tobb mint
40%-0s hox2H génkifejez6dés figyelhetd meg. A hox2 hidrogenaz gének egy operonban
talalhatoak, azonban a hox2FU génekrdl egy rovidebb alternativ transzkript is képzodik,
ennek koszonhetd, hogy a hox2FU géneknek joval magasabb az mRNS szintje, mint a

hox2YH géneké azonos koriilmények kozott. (Mardti és mtsai., 2010).
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3. Ralstonia eutropha és hidrogenaz enzimei

A R. eutropha fakultativ kemolitoautotrof Gram-negativ proteobaktériumot az 1960-as
évek elején Alcaligenes eutrophus-ként azonositottak (Bartha 1962). A jelenlegi nevezéktan
szerint a Cupriavidus necator nevet is hasznaljak erre a baktériumra. A R. eutropha optimalis
novekedési homérséklete 30°C, tapoldatban egy nap alatt felnd, lemezen két nap alatt képez
telepet. A baktérium heterotréf modon fruktoz és glicerin jelenlétében nagysagrendekkel
nagyobb hidrogenaz aktivitassal rendelkezik, mint autotrof koriilmények kozott. Autrotrof
novesztéshez nikkelt tartalmazd nyomelem komplexre van sziiksége a mikrobanak (Bartha
és mtsai., 1965; Friedrich és mtsai.,, 1981). A R. eutropha egy membrankapcsolt, egy
citoplazmatikus és egy érzékeld hidrogendz enzimmel rendelkezik, melyek expresszidja

erdsen hidrogénfiiggd (Pierik és mtsai., 1998).

A membran kapcsolt hidrogén visszavevé hidrogenaz (MBH) nagy alegységét a hoxG,
Kis alegységét a hoxK gén kodolja. A strukturgének mellett szamos kisegité gén (hoxZ,
hoxM, hoxL, hoxO, hoxQ, hoxR, hoxT, hoxV) altal kodolt fehérje sziikséges az aktiv enzim
kialakulasahoz (Kortluke és mtsai., 1992). Egyes kisegité gének hianya részben, masok
delécigja teljesen megsziinteti a HoxGK hidrogenaz aktivitasat. Kulcsfontossagi a HoxZ b-
tipust citokrom fehérje a membrankapcsolt hidrogenaz mitkddése szempontjabol. A HoxZ
behorgonyozza a hidrogenazt a periplazmatikus membranba, Osszekoti a HoxK-t az
elektrontranszport lanccal, aktivalja az enzimet és stabilizalja a hidrogenaz aktivitasat
(Bernhard és mtsai., 1996). A R. eutropha HoxZ fehérjéje a T. roseopersicina-ban talalhato

HupC citokrom fehérjével homolog.

A citoplazmatikus (SH) kétiranyu hidrogenaz elsdleges funkcioja a NAD*-redukcioja,
emellett NADH-bol torténd Ha termelésre is képes, igaz joval kisebb aranyban (Schneider
és mtsai., 1976). A heterohexamer felépitésti Hox-tipusu enzim nem érzékeny az oxigénre
¢s a szén-dioxidra sem (Karstens és mtsai., 2015). A HoxYH hidrogenaz valamint a HoxFU
NADH-dehidrogenaz dimer mellett két HoxI alegységgel rendelkezik. A HoxlI alegységek
konnyen disszocialodnak a HoxF alegységrol (akar Kismértékti pH valtozas hatasara), az igy
kialakulé tetramer forma csak a NADH-t tudja hasznositani, mig a HoxlI>-t tartalmazo
komplett enzim a NADPH-t is fel tudja hasznalni hidrogéntermelésre. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a HoxI NADPH-ko6t6 domént tartalmaz. (Burgdorf €s mtsai., 2005).

R. eutropha-ban multikomponens szignal transzdukcios rendszer szabalyozza a Ho-fiiggd

hidrogenaz gének expressziojat. A hidrogenaz specifikus szabalyozé gének a hoxA, hoxB,
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hoxC és a hoxJ. A két HoxB hidrogenaz kis alegység és a két HoxC hidrogenaz nagy
alegység alkotjak a regulator hidrogenazt. A hoxJ altal kodolt hisztidin protein szenzor kinaz
hidrogén jelenlétében nem foszforilalja a HoxA valasz regulator fehérjét. A HoxA nem
foszforilalt allapotban aktiv, transzkripcios aktivatorként a membrankapcsolt €s a szolubilis
hidrogendz promoteréhez kapcsolddva inditja el a hidrogenaz gének szintézisét (Lenz és

mtsai., 1998; Lenz és mtsai., 2002).
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IV. CELKITUZESEK

Ahhoz, hogy a jovoben a hidrogenazokat, mint biokatalizatorokat alkalmazni tudjuk a
lehetd legpontosabban meg kell ismerniink a hidrogéntermelé és hidrogénbontd

mikroorganizmusok szamara optimalis koriilményeket, valamint a hidrogenaz enzimeket

crer

1. A T. roseopersicina HupSL hidrogenaza felelés a nitrogenaz enzim altal termelt
hidrogén energetikai hasznositasaért, azaz a hidrogén bontdsaért. A hidrogenaz
strukturgének (hupSL) altal kodolt fehérjék miikodését jol ismerjiik, valamint az operont
alkotdé csaknem 0Osszes gén funkcidjat korabban meghataroztak. A hupl és hupR kozott
elhelyezkedo, ez idaig feltételezett orf-ként nyilvantartott potencialis gén altal kodolt fehérje

funkcidja azonban tisztdzatlan volt.

Ezen gén altal kodolt fehérje funkcidjanak megismeréséhez célul tliztem ki:

- A feltételezett orf transzkripcidjanak vizsgalatat, a gén annotaciojat.

- A hupl és hupR kozott elhelyezkedd hupO-ként annotalt gén delécids analizisét
annak érdekében, hogy megvizsgaljam a hupO génnek és termékének a sejtben
betoltott szerepét.

- A HupSL hidrogenaz in vivo és in vitro aktivitdsaban bekovetkez$ valtozasok
vizsgalatat a HupO fehérje jelenlétében €s hianyaban.

- A hupSL struktargének expresszid mintazatinak meghatarozasat kiilonb6zé T.
roseopersicina torzsekben.

- A AhupO torzsek hidrogénfiiggd HupSL hidrogenaz génexpresszidjanak és
fehérjeszintézisének tanulmanyozasat.

- A HupSL és atovabbi NiFe hidrogenazok kozotti kapcsolatok vizsgalatat, elsdsorban

a HupSL és Hox1 enzimek egylittes miikodését.

2. A T. roseopersicina ot alegységbdl felépiild6 Hox1 hidrogenaz hox1E génje altal
kodolt fehérje pontos szerepe nem ismert. A T. roseopersicina Hox1 enzime és a R.
eutropha szolubilis hidrogenaza szamos hasonldsagot mutatnak, azonban R. eutropha
esetében az o0todik (és hatodik) alegység a Hoxl (dimerként kapcsolodik az
enzimkomplexhez), melynek pontos funkcio6ja szintén nem tisztazott. Felmeriilt a kérdés,
hogy a HoxI és Hox1E fehérjék képesek lehetnek-e legalabb részben helyettesiteni

egymast?
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A felmeriilt kérdések megvalaszolasdhoz az alabbi specifikus célokat tiiztem ki:
A HoxI heterolég fehérje bejuttatasa kiilonb6zo hidrogenéaz készlettel rendelkezo T.
roseopersicina torzsekbe.
Annak megvizsgalasa, hogy a HoxI jelenléte hogyan befolyasolja a T. roseopersicina
Hox1 hidrogenazanak miikodését, képes-e helyettesiteni a Hox 1 E funkcidjat.
Azon gének azonositasa, amelyek expresszidjara hatdssal van a hox1E hianya,

valamint a heteroldg hoxI bevitele T. roseopersicina-ba.
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V. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Baktériumtorzsek és plazmidok

1. Tablazat: Baktérium torzsek megnevezése és leirasa

Torzs neve Genotipus Referencia
Thiocapsa

roseopersicina

BBS Vad tipus (Bogorov 1974)

GB 11 BBS AhynSL; SmR (Rakhely és mtsai.,
2004)
HOD1 GB11 AhupO; SmR Ez a munka
HOD1comp HOD1 pDSKhupOcomp; SmFR, Ez a munka
KmR
GB1131 AhynSL, Ahox1H; SmR, ErR (Palagyi-Mészaros
¢és mtsai., 2009)
HOD13 GB1131 AhupO; SmR, ErR Ez a munka
HOD13comp HOD13 pDSKhupOcomp, SmR, Ez a munka
ErR, KmR
GB1121 GB11 AhupSL; SmR, GmR (Réakhely és mtsai.,
2004)
HoxEDM GB1121 Ahox1E; SmR, GmR (Rakhely és mtsai.,
2004)
HoxEDMDSK HoxEDM pDSK6CrtKm; SmFR, Ez a munka
GmR, KmR
HoxEDMhoxI HoxEDM pDSKhoxI; SmR, GmR, Ez a munka
KmR
GB112141 GB1121 Ahox2H; SmR, GmR (Maréti és mitsai.,
2010)
112141DSK GB112141 pDSKG6Crtkm; SmR, Ez a munka

GmR, KmR
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112141hoxl

GB112141 pDSKhoxl;  SmR,

GmR, KmR

Ez a munka

Escherichia coli

S17/1 (Apir)

294 (recA pro res mod) TpR,

(Herrero és mtsai.,

SmR(pRP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7), 1990)
Apir
2. Tablazat: Plazmidok megnevezése és leirasa
Plazmid neve Genotipus Referencia
pK18mobSacB sacB, RP4 oriT, ColEl ori; (Schéfer és mtsai., 1994)
KmR,

pDSK6CrtKm pDSK509 replicon T. (Fodor és mtsai., 2004),
roseopersicina crtD Balogh Timea
prométerrel, KmR

pKhupOup hupO  upstream  régidja Ez a munka
pK18mobsacB plazmidban

pKhupOD hupO gén upstream ¢és Ez a munka
downstream régioi a
pK18mobsacB plazmidban;
hupO gén in frame delécios
konstrukcioja

pDSKhupOcomp hupO gén pDSK6CrtKm Ez a munka
plazmidban,
komplementéacios
konstrukcio

pDSKhoxI hoxl gén pDSK6CrtKm Ez a munka

plazmidban
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2. Baktériumok tenyésztése

T. roseopersicina nfvesztése

A T. roseopersicina torzseket 25-28°C-on folyamatos megvilagitas mellett, teletoltott
csiszolt dugos tivegekben, Pfennig-féle (PC) tapoldatban novesztettem (Pfennig és mtsai.,
1983). A hidrogenaz aktivitasmérésekhez 5 upM-os végkoncentracioju NiClz-dal
egészitettem ki a kiillonbozé NazS20z-ot tartalmazé PC tapoldatokat. A kiilonbozo
antibiotikumokat a kovetkezé koncentraciokban alkalmaztam: 5 ug/ml sztreptomicin, 5

ug/ml gentamicin 50 ug/ml eritromicin és 25 pg/ml kanamicin.

PC4 (Pfennig-féle tapoldat) Osszetétele az alabbi volt 1 literre, desztillalt vizben oldva:
20 g NaCl, 4 g Na2S»03, 2 g NaHCO3, 1 g KH2PO4, 1 g KCI, 1 g MgClz, 1 g NH4ClI, 20 pl
B12 vitamin (1 mg/ml), 1 ml 20 mM Fe-EDTA és 1 ml mikroelem oldat, pH=7,0.

A PCO0,5 tapoldat 0,5 g/l; a PC1 1g/l; a PC2 2g/l és a PC4 4 g/l natrium-tioszulfatot

tartalmaz.

Mikroelem oldat: 1 literre, desztillalt vizben oldva: 2975 mg Na>-EDTA, 300 mg H3BOa4,
200 mg CaClxx6 H20, 100 mg ZnSOx7 H20, 30 mg NaMoOsx2 H.0, 30 mg MnClx4
H20, 20 mg NiCl2x6 H20 és 10 mg CuCl2x2 H.O.

E. coli novesztése

Az E. coli sejteket 37°C-on Luria-Bertani (LB) folyadékban illetve LB lemezen (LB +
1,5 % agar) tartottam fenn (Bertani 1951). Az E. coli tenyésztésénél hasznalt kanamicin

antibiotikum koncentréacidja lemezen ¢€s folyadékban egyarant 25 pg/ml volt.

LB tapoldat: 10 g/l NaCl, 10 g/l tripton és 5 g/l élesztékivonat, pH=7,5.

R. eutropha ndvesztése

AR. eutropha H16 vad tipust torzset 30°C-on SL-6 mikroelemoldattal (Dernedde és mtsai.,
1996) kiegészitett FGN tapoldaton tenyésztettem (Schlegel és mtsai., 1961).
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FGN tapoldat: 40 mM NaHPO4, 10 mM KH2POs, 0,2 % fruktdz, 0,2 % glicerin, 0,2 %
NH4Cl, 0,02% MgSOQs4, 0,001% CaCl> és 0,0005% FeCls.

SL-6 mikroelem oldat: 1 literre, desztillalt vizben oldva: 300 mgxHsBOs, 200 mg
CoCl2x6H20, 100 mg ZnSO4x7H20, 30 mg MnCl2x4H20, 30 mg Na2MoOsx2H-0, 20 mg
NiClx6H20 és 10 mg CuClx2H:20.

T. roseopersicina novekedési sebességének vizsgilata

A leoltast kovetéen 12 oranként spektrofotométerrel (JENWAY  6320D
Spectrophotometer) miianyag kiivettat hasznalva mértem a sejtek optikai denzitasat 600 nm-
en a novesztés negyedik napjanak végéig, amikorra a sejtek teljesen stacioner fazisba

kertltek.

3. Konjugacio

A T. roseopersicina torzseket a konjugacidhoz 28°C-on ODsso= 1,8-ig, az E. coli-t 37°C-
on a megfeleld antibiotikum jelenlétében ODegoo= 0,6-ig ndvesztettem, majd centrifugélas
utan (17000 g 10 perc), Thiocapsa sdoldatban felvéve 6sszekevertem. Az igy kapott sejteket
2 g/l Nutrient Broth-ot és 2 g/l Na-acetatot tartalmazo, 1,5 % agarral szilarditott Pfennig-féle
(Pfennig és mtsai., 1983) taptalajra cseppentettem. Csak a donor, és csak a recipiens
torzseket tartalmaz6 kontroll kisérleteket is elvégeztem. Egy ¢éjszakan at fényen, levegdn,
28°C-on inkubaltam a lemezeket. Masnap, a keresztezésbdl higitasi sort készitve szelektiv
(PCA) lemezre szélesztettem a mindkét baktériumot tartalmazé, valamint a két kontroll
lemezrdl is. A lemezeket anaerob koriilmények kozott (Oxoid AnareoGen rendszerrel

anaerobizalt dobozokban), fényen 14 napig 28°C-on ndvesztettem.
Thiocapsa sooldat: 20 g/l NaCl, 1 g/l KH2POs4, 1 g/l KCI és 1 g/l MgCl..

Konjugacios taptalaj: 1 literre desztillalt vizben oldva 18 g NaCl, 2 g NaHCOs, 2 g Na-
acetat, 2 g Na»S»03, 1 g KH2PO4, 1 g MgCly, 1 g KCI, 1 g NH4Cl, 2 g Nutrient Broth, 1,5 %
Agar, 20 ul B12 (1000 pg/ml), 1 ml mikroelem oldat és 1 ml 20 mM Fe-EDTA.
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PCA lemez: 1 literre, desztillalt vizben oldva: 18 g NaCl, 2 g NaHCOg, 2 g Na-acetat, 2
g Na2S203, 1 g KH2PO4, 1 g MgCly, 1g KCI, 1 g NH4CI, 0,5 g NazS, 7 g Phyta gél, 20 ul
B12 (1000 pg/ml), 1 ml mikroelem oldat és 1 ml 20 mM Fe-EDTA.

4. Tioszulfat koncentracidjanak meghatarozasa

A novesztés minden napjan 1 ml T. roseopersicina kultiranak a sejtstirliségét

spektrofotometridsan mértiik 600 nm-en, majd a mintadkat 11.000 g-en centrifugaltam o6t

crer

tioszulfat UV abszorpcioval mérhetd 230 nm-en. Kalibracids gorbét készitettem kiilonbdzo
higitasti PC4 (4 g/l tioszulfat) tapoldattal. Az abszorbancia értékeket a sejtek optikai denzitas

adatait figyelembe véve hasonlitottam Ossze.

5. DNS manipulaciés munkak

Plazmid tisztitas E. coli-bdl

A plazmid izoldlashoz 5 ml antibiotikum tartalmu LB tépoldatba oltottam le egy telepet
az adott baktérium torzsbol. A sejteket egy €jszakan at 37°C-on rdzatva ndvesztettem.
Masnap 2 ml feln6tt kultirdbol plazmid DNS-t tisztitottam (Viogene Mini Plus Plasmid
DNA Extraction System). A centrifugalt sejteket 200 ul MX1 pufferben szuszpendaltam fel,
250 pul MX2 puffer hozzdadasat kdvetden 5 percig inkubédltam szobahdémérsékleten, majd
350 ul MX3 pufferrel egyiitt 6vatosan homogenizaltam az elegyet. Centrifugalast kovetéen
(10 perc 17.000 g) a sejtlizatumot tartalmaz6 feliiliszo frakciot DNS-kot6 oszlopra mértem
ra. Centrifugéalas utdn a nem specifikusan k6t6d6é anyagokat eldszor 500 ul WN pufferrel,
majd 700 pl WS pufferrel mostam le az oszloprdol. A beszaritott membranrol 50 pl E
pufferrel mostam le a tisztitott plazmid DNS-t.
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Agardz gélelektroforézis

Az analitikai és preparativ célokbol végzett gélelektroforézisekhez 1%-0s, 0,1 pg/ml
etidium-bromidot tartalmaz6 agardz gélt hasznaltam. A futtatast 10 mM Na-Borat pufferben

(pH=8,0), 100 V futtatasi fesziiltséggel végeztem.

Fragment izolalas

Preparativ agar6z gélelektroforézis utan a gélbdl a megfelelé méretnél talalhato DNS
fragmentet steril pengével vagtam ki és egy 1,5ml-es Eppendorf cs6be helyeztem. A DNS
izolalasat a gélbdl Macherey-Nagel extrakcios kittel (NucleoSpin Gel and PCR Clean-up)
végeztem a protokollban leirt moédon. A kivagott ~200 mg géldarabot 400 ul NT pufferben
oldottam fel 50°C-on. Az elegyet DNS-k&t6 oszlopra vittem fel, a szennyezddéseket 700 ul
NT3 pufferrel torténd mosassal és centrifugalassal (1 perc 11.000 g) tavolitottam el. A
beszaritott membranrol 50 pl NE pufferrel mostam le a tisztitott DNS-t.

Restrikcids enzimekkel végzett hasitasok

A restrikcids emésztéseket Fermentas enzimekkel végeztem. Az enzimeket gyari

pufferben hasznaltam 20 ul végtérfogatban a cég instrukcidi alapjan.

Ligélés
A ligalashoz Fermentas T4 DNS ligazt €s a gyari pufferét hasznaltam. A beépitendé DNS

fragmentumot 6tszords mennyiségben adtam a vektorhoz, az enzim és a puffer mennyiségét

az eldirasnak megfelelden alkalmaztam. A reakci6 16°C-on 12-14 6ra alatt ment végbe.

Polimeraz lancreakcio (PCR)

A reakcidkat Veriti 96well Termal Cycler (Applied Biosystems) késziilékben végeztem.
A Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Kit (ThermoFisher Scientific) reagenseit

haszndlva mértem 0Ossze a reakcioelegyet a protokollban leirtaknak megfeleléen 20 pl
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végtérfogatban. A denaturacios (95°C), hibridizacids (55-65°C) és extenzids (72°C) 1épések
paramétereit mindig az adott kisérlet oligonukleotidjainak ¢és templdtjainak megfeleléen
allitottam be. A program 35 ciklusbol allt, az els6 ciklus el6tt eld-denaturacios (1 perc 95°C),

a 35 ciklus utan pedig zar6 elongacios (5 perc 72°C) 1épést alkalmaztam.

6. Kémiai kompetens sejt készités

S17-1 Apir E. coli sejteket 50 ml SOB tapoldatban ODeoo = 0,4-0,6-ig ndvesztettem 22°C-
on, ezt kdvetden a kultarakat 10 percig jégen hiitéttem, majd 3.000 g-n, 4°C-on 10 percig
centrifugaltam. Az 6sszegylilt sejteket jégen tartva 20 ml TB pufferben felszuszpendaltam,
¢és ujra 3.000 g-n, 4°C-on 10 percig centrifugaltam. A sejteket 5 ml TB pufferben
felszuszpendaltam, 300 pl DMSO-t adtam a sejtszuszpenzidhoz, amit ezutan 10 percig jégen
inkubaltam. Ezt kovetéen 100 pl-enként, elére lehiitott Eppendorf csovekbe szétosztva,
folyékony nitrogénben fagyasztottam le a kompetens sejteket, majd -80°C-on taroltam Gket

(Inoue és mtsai., 1990).

TB puffer: 250 mM KCI, 55 mM MnCl;, 10 mM PIPES, 5 mM CaCl,, pH = 6,7.

7. Kémiai transzformalas

10 pl transzformalandé DNS-t, jégen felolvasztott E. coli kompetens sejthez (100 pl)
adtam, melyet ezutan 30 percig jégen tartottam. Hosokkot (45 mésodperc, 42°C) kdvetden
a sejtekhez 890 nl SOB-ot adtam, 1 6ran keresztiil 37°C-on rézattam, végiil a megfeleld

antibiotikummal kiegészitett LB lemezre szélesztettem.

SOB tapoldat: 20 g/l tripton, 5 g/l éleszt6 kivonat és 0,5 g/l NaCl.
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8. Kiilonb6z6 hidrogenaz mutansok elkészitése

3. Tablazat: A klénozasok soran hasznalt oligonukleotidok megnevezése és

szekvenciaja
A klonozasok soran hasznalt oligonukleotidok
Név 5’—3’ szekvencia
hupOupFw GCATAAGAATTCATCAAGCCCCGCTGCTGC
EcoRl
hupOupRev TTATGGTCTAGAACGCGTCCCGAAAGCGAGCATCTC
Xbal
hupOdownFw AAGTGGACGCGTGAGACTCCGGCATGAGC
Mliul
hupOdownRev TATGCCAAGCTTGCACCGCGGCGACCCTGT
Hindlll
hupOcompFw ATGACCACACCGATAGACCT
hupOcompRev CATTCGTTGGATTTCGTTCT
RehoxIFw ACGTCATATGAAAGAGCAGGAAATCGACAG
Ndel
RehoxIRev TTGACTGCAGACCCCGTCCCCTCCCCCCCG
Pstl

Helyspecifikus hupO delécios mutans torzsek elkészitése

A hupO gén sejtben betdltott szerepének meghatarozasahoz a leolvasasi keretet nem sértd
delécios mutansokat készitettem. A T. roseopersicina genomban a mutagenizaland6é gén
eldtt és utan elhelyezkedd 1000-1000 nukleotid hossziisagu homolog szakaszt €épitettem be
pK18mobsacB plazmidba. A hupOupFw-hupOupRev primerparral amplifikaltam a hupO
gén el6tti régiot, majd a tisztitott PCR terméket EcoRI-Xbal restrikciés endonukleazokkal
torténd emésztés utan pK18mobsacB vektorba ligaltam, amely a pKhupOup plazmidot
eredményezte. A gén utani régiot hupOdownFw-hupOdownRev oligokkal sokszorositottam,
a Mlul-HindIII restrikcidos enzimekkel kezelt fragmentet a pKhupOup plazmidba épitve
készitettem el a pKhupOD plazmidot, amely tartalmazta a hupO génben mutans torzs
elkészitéséhez sziikséges szekvenciat. A pKhupOD plazmidot elészor E. coli S17-1 A pir
torzsbe transzformaltam, majd T. roseopersicina GB11 és GB1131 torzsekbe konjugaltam a

korabbiakban leirt modon. Az egyszeres rekombinans telepeket kanamicinnel kiegészitett
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PCA taptalajon szelektdltam, majd a kivalasztott kolonidkat antibiotikum-mentes
tapoldatban novesztettem fel. A méasodlagos rekombinansokat 3% szukrézt tartalmazo PCA
lemezeken szelektaltam, mivel a T. roseopersicina-ba bejuttatott plazmid tartalmazza a sacB
gént, melynek terméke a levanszukraz enzim, amely a sejt szdmara letalis levant képes
eldallitani szukrdzbdl. A szukrdz rezisztens, de kanamicin érzékeny kolonidk genotipusat
PCR-rel és kapillaris szekvenalassal ellendriztem. A hupO génben mutans GB11 torzs a

HODI1, mig a GB1131 a HOD13 nevet kaptak.

Komplementacios konstrukciodt tartalmazo torzsek elkészitése

A hupO gén delécidja altal okozott fenotipus specificitasanak igazolasa érdekében a
mutans torzsekbe visszajuttattam a vad tipusta hupO gént T. roseopersicina-ban replikalodni
képes expresszios vektoron. A komplementacios plazmid konstrukcid elkészitéséhez a
hupOcompFw-hupOcompRev oligonukleotid parral amplifikaltam a hupO gént. A
pDSK6CrtKm plazmidot EcoRI enzimmel hasitottam, a talnyulé vég feltdltése utan pedig
foszfatazzal kezeltem. Az amplifikalt fragmentet kinaz kezelés utan a felnyitott plazmidba
ligaltam. Ezt kdvetéen HOD1, valamint HOD13 T. roseopersicina térzsekbe konjugaltam a
hupO gént tartalmazd plazmidot és kanamicint tartalmazd PCA taptalajon ndvesztettem
Oket. Az igy kapott kanamicin rezisztens kolonidk a HOD1comp és a HOD13comp torzsek

klénjai.

hoxl inszerciot tartalmazo torzsek elkészitése

A R. eutropha citoplazmatikus hidrogenazanak hoxl génjét RehoxIFw-RehoxIRev
primerpar segitségével PCR-rel sokszorositottam, a kapott terméket Ndel-Pstl endonukleaz
enzimekkel hasitottam, majd pDSK6CrtKm vektorba épitettem be. A ligalast eredményezd
pDSKhoxI plazmidot konjugaltam kiilonb6z6 T. roseopersicina térzsekbe. A kanamicint

tartalmaz6 PCA taptalajon felnétt koloniak tartalmazzak az expresszids plazmidot.
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9. RNS-sel végzett munkak

RIS tisztitas

Az RNS izolalashoz a T. roseopersicina sejteket 50 ml folyadékban anaerob koriilmények
kozott novesztettem. A novekedés tobb fazisaban 8 ml (4 g/l tioszulfatot tartalmazo PC
tapoldaton torténé novesztéskor) vagy 12 ml (1 g/l tioszulfatot tartalmazd PC tapoldat
alkalmazasakor) sejtet centrifugaltam (3.750 g, 15 perc). A csapadékot ezutan 400 ul SET
pufferben szuszpendaltam fel, majd 350 pl SDS puffert adtam hozza. Az elegyet 6vatosan
homogenizaltam, majd 500 pl telitett 5SM NaCl oldatot adtam hozza. Ezt kovetden a mintakat
17.000 g-n 10 percig centrifugaltam, majd a tiszta feliiluszot elokészitett Eppendorf csébe
pipettaztam at. Az RNS-t a mintatérfogat 70%-anak megfelelé6 mennyiségii 2-propanollal
csaptam ki, majd 20 percen 4t 17.000 g-n centrifugaltam. A feliiliszé leontését kovetden a
csapadékot 1ml 70%-0s alkohollal mostam kétszer, majd 2 percen at 17.000 g-n
centrifugaltam. A feliilusz6 eltavolitasat kovetden az RNS-t beszaritottam, majd 35 pl RNaz-

mentes desztillalt vizben vettem fel.
SET puffer: 20 % szukréz, 50 mM EDTA (pH=8,0), 50 mM Tris-HCI (pH=8,0).

SDS puffer: 20 % SDS, 1 % (NH4)2S04, pH=4,8.

DNaz kezelés

Az RNS mintakat 10x DN4az I Reakcié Puffer (Fermentas) és 1 U/ul RNaz-mentes DNaz

I enzim (Invitrogen) jelenlétében 30 percig inkubaltam szobahdmérsékleten. A reakciot 5

cre

allitottam le.

RNS mintadk mennyiségi és mindségi ellenOrzése

Az RNS mintdk mennyiségének és mindségének pontos meghatarozasahoz Agilent 2100

tipusu Bioanalyzer késziiléket és a gyarto altal ajanlott reagenseket hasznaltam.
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Reverz transzkripcid

A cDNS készitéshez Superscript VILO MasterMix-et (Invitrogen, Life Technologies,
USA) alkalmaztam random hexamer primerekkel. A protokollnak megfeleléen 1 pg DNaz |
kezelt total RNS-t hasznaltam templatként. Az mintédkat 25°C-on 10 percig, majd 42°C-on

60 percig inkubaltam, végiil 85°-on 5 perces hokezeléssel zartam a reakciot.

Reverz transzkripcid kapcsolt valds ideji kvantitativ PCR (RT-gPCR)

A kvantitativ PCR reakciokat ABi StepOne Plus késziilékben végeztem. 96 lyuku plate-t
hasznaltam 20 pl mintatérfogattal. Minden mintabol harom parhuzamost készitettem, illetve
templat nélkiili kontrollokat (NTC), ahol vizet pipettaztam cDNS helyett a reakcioelegybe.
A reverz transzkripcioval készitett cDNS szolgalt templatként a kvantitativ PCR soran,
melyben a hupO génre specifikus hupOgFw és hupOgRev, valamint a HupSL hidrogenaz
nagy alegységének hupL génjére specifikus hupLgFw és hupLqRev oligonukleotidokat
hasznaltam. A reakcioelegyet a kovetkezOképpen mértem Ossze: 10 pl 2x Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1,75 pl forward és reverz primer (1 pM/ pl),
4,5 ul nukledaz-mentes viz €s 2 ul cDNS. A kovetkez6 programot alkalmaztam: 50°C 2 perc,
95°C 2 perc; majd 45 ciklusban 95°C 15 masodperc és 60°C 1 perc. Az olvadasi pont
meghatarozashoz 95°C 15 masodperc, 60°C 1 perc inkubalas kdzben 0,5°C-onként tortént
detektalas. Az abszolut kvantifikaciohoz kalibracios gorbét készitettem a gének PCR

termékeinek tizes 1éptékii higitasi sorozataval: 0.0001-10 ng/pl koncentracio-tartomanyban.

4. Tablazat: RT-qPCR reakciokhoz sziikséges oligonukleotidok

A kvantitativ PCR reakci6 soran hasznalt oligonukleotidok

Név 5’—3’ szekvencia

hupOgFw CGATCCGATCCAAAAACATC
hupOgRev GCATCGGGTTAACGTCAAAG
hupLgFw CCTCGAAGAATCTGCTCCTG
hupLgRev GAATACTTGGCCTGCTCGTC
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10. TranszKkriptom analizis

A transzkriptom analizishez 4 napos baktérium kulturakbdl tisztitottam RNS-t. A 4 napos
T. roseopersicina kultarak a névekedés exponencialis fazisanak végén 1évo, frissen felnétt

sejttenyészetek, melyekbdl megfelel6 mennyiségii és magas mindségii RNS tisztithato.

Az mRNS mintak teljes transzkriptom analizise Life Technologies SOLiD V4 tipusu uj
generacidés szekvendld késziiléken tortént a gyartd cég altal javasolt reagensek
felhasznalasaval. A SOLiD rendszer lehetdséget biztosit a gyongyokhoz kotott, tobb millid

DNS fragment szekvencidinak egyideji meghatarozasara.

A szekvenalasi mddszer fluoreszcens festékkel jelolt oligonukleotidok egymast kovetd
ligalasan alapul. A vizsgélni kivant torzsekbdl két parhuzamos leoltast készitettem, a négy
napos sejtkultarakbol tisztitott RNS mintdkat szekvenaltuk meg. Minden adott térzsbdl
elkésziilt két bioldgiai parhuzamos szekvendlasi eredménynek koszonhetéen tudtam

kiszamolni az eredmények szorasat.

A szekvenalas soran mintanként 20-22 millio leolvasas késziilt, atlagosan 50 nukleotid
hosszal, amelyeket CLC Genomics Workbench 5.1 szoftverrel, 55-60%-o0s hatékonysaggal

illesztettem a T. roseopersicina nyers genomszekvenciajara.

11. Sejtek feltarasa szonikalassal

50 ml Hypo Vial iivegekben felndvesztett kulttirakat 17000 g-n centrifugaltam, 4°C-on,
10 percig, ezt kovetden 2 ml 20 mM kalium-foszfat pufferben (pH = 7,0) szuszpendaltam
fel 6ket. A sejteket szonikalassal tartam fel (Hielsche, VailTweeter UIS250v, 90%-0s
amplitudo, 2*2 perc idétartam). A szonikalas utani szuszpenziot 17000 g-n centrifugaltam
4°C-on, 10 percig. A feliiluszot Eppendorf csdvekbe pipettaztam és -20°C-on taroltam. Ezt

a sejtextraktumot hasznaltam az in vitro aktivitasmérésekhez, valamint a fehérje munkakhoz.
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12. Hidrogenaz aktivitasmérések

In vivo hidrogéntermelés mérése

A baktérium torzseket 50 ml, 5 uM NiCl; tartalmu Pfennig féle tapoldatban, 100 ml-es
Hypo Vial iivegekbe oltottam le, 10 percig nitrogén gazzal anaerobizaltam a lezart tivegeket,
majd a novesztés kiilonb6z6é idépontjaban a gaztérb6l 50 ul mintat vettem Hamilton
fecskenddvel és gazkromatogratba fecskendeztem. A baktérium torzseket tartalmazo6 iivegek
légterébdl vett mintak H» tartalmat gazkromatograffal detektaltam (Agilent Technologies
7890A). Az egyes torzsek in vivo hidrogenaz aktivitas eredményeit az egyes sejtkultiurakra
meghatarozott optikai denzitas (OD) értékekkel normalizaltam. Ot biologiai ismétlés késziilt

az aktivitasmérésekbdl.

In vivo hidrogénfelvevd aktivitds mérése

A baktérium toérzseket 100 ml-es Hypo Vial tivegekben 50 ml tapoldatba oltottam le. A
10 perces anaerobizalast kovetden 1 ml tiszta Ho-t (89,1 pmol H») fecskendeztem a 1égtérbe.
A novekedés minden napjan gazkromatograffal mértem a légtér hidrogéntartalmat, a H»

visszavevo aktivitast a kiindulasi €s az aktualis hidrogéntartalom aranyabol szamoltam ki.

In vitro hidrogéntermelés mérése

A mérésekhez hasznalt mintat a fent részletezett modon, 50 ml T. roseopersicina
kultarabdl készitett sejtextraktum jelentette. A reakcidelegyet 5 ml-es Hypo Vial iivegben
mértem Ossze. 0,2 ml sejtfrakciohoz 40 ul 40 mM-os metilviologént (20 mM kalium-foszfat
pufferben feloldva (pH = 7,0)) adtam majd 20 mM kaliumfoszfat pufferrel (pH = 7,0)
egeészitettem ki az elegyet 2 ml-es végtérfogatra. A Hypo Vial livegeket lezarasuk utan 5
oldatot fecskendeztem be, ezzel redukdlva el az Osszes metil-viologént, ami igy
elektrondonorként miikodott. A mintadkat 60°C-on inkubaltam, majd 1 ora elteltével

gazkromatograffal mértem a termelt hidrogén mennyiségét.
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In vitro hidrogén felvevd aktivitis detektaldsa spektrofotométerrel

A spektrofotometrids vizsgalatokhoz hasznalt kiivettakba az egyes torzsekbdl szdrmazo
sejtextraktumbol 100 pl-t hasznaltam, melyet 20 mM kalium-foszfat pufferrel (pH = 7,0)
egészitettem ki 2 ml-re, majd 40 ul 40 mM benzil-viologén oldatot adtam a reakcidelegyhez.
A kiivettak (SubaSeal rubber stopper-rel torténd) lezarasa utan a mintakat 5 percig nitrogén
gazzal, majd Gjabb 5 percig hidrogén gazzal fuvattam at, majd a spektrofotométerben 60°C-
on inkubdltam Oket a kék szin megjelenéséig, amely a benzil-viologén redukalodasat jelenti.
A reakcidban a szinintenzitas valtozas sebessége aranyos a kiilonb6z6 torzsek hidrogén
felvevo aktivitdsaval, melyet igy a hasznalt redox festék elnyelési hullamhosszan, 600 nm-

en lehetett nyomon kdvetni.

13. Fehérjékkel végzett munkak

Denaturald poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A Kkisérletekhez hasznalt sejt extraktumok Osszfehérje tartalmat spektrofotométerrel
hataroztam meg (NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000). Minden minta esetében 50 ug
Osszfehérjét tartalmazd sejt extraktumot hasznaltam. A mintdkat 5xSDS felvivd puffer
hozzaadasa utan 10 percig 95°C-on inkubaltam. A fehérjemintak analiziséhez 4-12% Bis-
Tris Plus (Novex® by Life Technologies) eldre ontott gélt alkalmaztam. A poliakrilamid
gélek futtatasa 1*MOPS SDS Running Buffer-ben (Novex® by Life Technologies) tortént
100V fesziiltség mellett 2 6ran keresztiil.

5xSDS minta felvivé puffer: 250 mM Tris-HCI pH=6,80, 10% SDS, 50% glicerin, 20%
-merkaptoetanol, 0,1% Coomassie Brilliant Blue G250.

Western hibridizacid

A fent részletezett mddon poliakrilamid gélelektroforézissel elvalasztott fehérje savokat
nitrocellul6z membranra (Nitrocellulose Membranes, 0,2 uM, Bio-Rad) blottoltam 10 mV-
on egy ¢jszakan keresztiil transzfer pufferben. A hibridizacios 1épések kozott minden esetben
3x5 percig TBST pufferben mostam a membrant. Blottolast kovetden a membrant egy 6ran
at blokkolé oldatban tartottam, ezzel megakadalyozva a nem-specifikus fehérjék

membranhoz valé kotédését. Az anti-HupL és az anti-Hox| elsddleges ellenanyagokat
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1:10000 aranyban higitottam blokkold pufferben, melyben egy oran at inkubaltam a
membrant. Az anti-HupL elsddleges ellenanyagot Dr. Qing Xu, JCVI, USA, mig az anti-
Hoxl ellenanyagot Dr. Oliver Lenz, Humboldt Egyetem, Berlin bocsatotta a
rendelkezésiinkre. A masodlagos ellenanyagot (goat-anti-rabbit HRP H+L) 1:5000-es
higitasban alkalmaztam TBST pufferben egy 6ran keresztiil. A detektaldshoz az enhancer és
peroxid 1-1 ml-es elegyét (Millipore) mértem ra a membranra, majd a kemilumineszcens
LICOR C-DiGit Blot Scanner késziiléket hasznaltam az el6hivashoz. Az eredmények
értékelését az Image Studio Lite software segitségével végeztem.

Az egyes mintakbol felvitt fehérjemennyiségek ellendrzéséhez a nitrocelluloz membrant

Ponceau festékkel megfestettem.
Transzfer puffer: 14,4 g/l glicin, 3,025 g/l Tris és 5% etanol.
TBST puffer: 3% NaCl, 0,05% Tween20 ¢s 10mM Tris-HCI, pH = 7,4.
Blokkolo puffer: 5% Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad) feloldva TBST pufferben.

Ponceau festék: 0,1% Ponceau S 5%-0s ecetsavban.

42



VI. EREDMENYEK

1. Az Gjonnan azonositott HupO a HupSL negativ regulatora
1. 1. HupSL hidrogenaz tioszulfat fiiggd in vivo aktivitasa

A HupSL membrankapcsolt hidrogenaz a T. roseopersicina f6 energiakonzervalasra
képes hidrogenaz enzime, amely molekularis hidrogén, mint elektron- és energiaforras
felvételére képes. A Szegedi Tudomanyegyetem Biotechnoldgiai Tanszéken koradbban
eléallitott AhynSL, Ahox1H térzsben (GB1131) szelektiven vizsgalhato a HupSL hidrogenaz
in vivo hidrogén felvevd aktivitasa, mivel ebben a torzsben csak a HupSL és a Hox2
hidrogenazok vannak jelen aktiv formaban. A Hox2 hidrogéntermel6 hidrogenaz rendkiviil
alacsony aktivitdsdhoz gliikozzal kiegészitett tdpoldatra van sziikségiik a sejteknek (PC2G
tapoldat: 5 g/l gliikdz) (Mar6ti és mtsai., 2010). A Korabbi eredményekkel 6sszhangban
(Palagyi-Mészaros és mtsai., 2009) jelentds kiilonbséget tapasztaltam a HupSL hidrogenaz
H> visszavevé aktivitasaban, valamint a hupSL gének expresszios szintjében egyarant a
tiszta hidrogén gézt (89,1 umol Hz) fecskendeztem a kultura feletti anaerob légtérbe.
Novekedésiik soran a sejtek ezt a hidrogént tudtak kiilonb6zo mértékben hasznositani. A
HupSL aktivitas forditott ardnyban 4ll a tioszulfat mennyiségével, a tioszulfat koncentracid
csokkentésével (4 g/l-r6l 1 g/l-re) szignifikdns novekedés figyelhetdé meg a visszavett
hidrogén mennyiségében GB1131 torzs esetében. 4 g/l tioszulfatot alkalmazva a hidrogén
visszavevd aktivitds minimalis (a kiindulasi H2 95%-a jelen volt a 1égtérben még a 10.
novesztési napon is), mig 1 g/l tioszulfat esetében a GB1131 torzs szignifikans hidrogén
visszavevl aktivitast mutatott (hét nap utan a leoltaskor hozzaadott hidrogén 80%-a volt a
1égtérben, a 10. novesztési napra ez 68%-ra csokkent (6. abra). A hupSL gének expresszidja
szintén az alkalmazott tioszulfat koncentracioval van Osszefiiggésben és teljesen fliggetlen

attol, hogy jelen van-e Hz a Iégtérben a novekedés soran vagy sem (Kovacs és mtsai., 2005).
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6. abra: GB1131 torzs in vivo hidrogén felvevé aktivitasa PC1 és PC4 tapoldaton novesztve

100%-nak tekintettem a leoltas kdvetden a 1égtérbe injektalt hidrogén mennyiségét.

A tioszulfat, mint elsddleges elektrondonor sziikséges a sejtek novekedéséhez. A
tapoldatban 1évd tioszulfatot a ndvekedés korai szakaszaban elkezdi hasznositani a
baktérium, a tioszulfat fogydsanak iiteme a kiilonboz6 tapoldatok alkalmazésakor eltéro.
Mint azt mar korabbi eredmények alatimasztjak, a kezdeti 4 g/l tioszulfat nem fogy el
teljesen a tapoldatbol még akkor sem, amikor a sejtek mar stacioner fazisban vannak. Ezzel
szemben a kezdeti 2 g/l tioszulfatot a névesztés 7. napjara teljes mértékben felhasznalja a
baktérium (Mardti és mtsai., 2010). Az altalam alkalmazott 1 g/l koncentracio esetében a
leoltastdl szamitott 6todik napra elfogy a tioszulfat a tapoldatbol, mig a 4 g/l kiindulasi
koncentraciobol a ndvesztés hetedik napjan 1,5 g/l tioszulfat volt mérhetd. A frissen leoltott
baktérium kultirak a masodik napon kezdik el a tapoldatban talalhat6 tioszulfatot

hasznositani koncentraciotol fiiggetleniil (7. abra).
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7. abra: Tioszulfat fogyasa a tapoldatbél a novesztés soran GB1131 térzsben

PC1, PC2 és PC4 tapoldatokat hasznalva

1.2. Korabban ismeretlen hupO gén azonositasa a hupSL génklaszterben

A hupSL operon a korabbi annotacio alapjan a hupSLCDHIR génekbdl épiilt fel.
Részleges tijraszekvenalas €s 01j annotacid utan valoszinlsithetd volt, hogy a hupl és hupR
gének kozott talalhatod nyitott leolvasasi keret (orf) egy valds gént reprezental, azonban a
génrol képz6do potencialis termék funkcidja ismeretlen. A hupl gén egy rubredoxin tipust
fehérjét kodol, amely feltételezhetéen a HupSL hidrogenaz kis alegységének (HupS)
érésében jatszik szerepet. A HupR valasz regulator fehérje esszencialis a hupSL gének
transzkripcidjahoz. Az NCBI nemzetkozi adatbazisban talalhato legutobbi feltoltés alapjan
(GenBank Accession No.: Gl:202 5764683) az altalunk vizsgalt orfl 432 nukleotid
hosszasagl — 143 aminosavat kodolo — génszakasz volt. Az ujraszekvenalas eredményeként
egy extra nukleotidot azonositottunk a 175-6s pozicioban, amely egy stop kodon 1étrejottét
eredményezi. Az jjonnan annotalt révidebb gén egy 57 aminosavbol felépiil6 fehérjét kodol,
ezt a hupSL operonban elhelyezkedd, a sejtben eddig ismeretlen feladatot ellato fehérjét
kodolo gént hupO-nak neveztiik el. Nukleotid szinten végzett globalis BLAST analizis
eredményeként 6t hasonlé szekvenciat talaltunk, amelyek minimum 75 %-os hasonlosagot
mutattak a hupO génnel (8/a. dbra). Erdekességként tapasztaltuk, hogy mind az 6t homolog
gén a T. roseopersicina genomjaban talalhatd, mas fajokban egyaltalin nem talaltunk
szignifikdns hasonlésagot mutatd géneket. A hupO génhez legmagasabb hasonlésagot a

Hox2 citoplazmatikus hidrogenaz fehérjéit kodold operonban forditott (reverz) iranyban
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elhelyezked6 hox20 gén mutatja (85%). Tovabbi nem annotalt hupO homolog régiok
talalhatoak kiilonbozo T. roseopersicina operonokban. A HupO fehérjével magas szintii
hasonlésagot mutatd (HupO-szeril) feltételezhetéen fehérjét kodolod génszakasz talalhatd a
baktérium fotoszintetikus génklaszterében a ppsR2 és a bchP gének ko6zott (hupO-szerii 1);
a karotinoid bioszintéziséért felelds operon elején, a crtC gén eldtt (hupO-szerii 2); a
fénygylijté komplex elemeit kodoldé operonban, az astE és egy feltételezhetéen glutamat-
cisztein ligazt kodold gén kozott (hupO-szerii 3); valamint a polihidroxi-alkansav (PHA)
bioszintézisében résztvevé fehérjéket kodold gének kozott, a phaZ és a NAD-fiiggd
epimerazt kodolo gének kozott (hupO-szerii 4). A gének alapjan szarmaztatott fehérje
szekvencidk hasonlésag alapu tobbszords illesztése sordn magasfoku egyezés figyelhetd
meg a HupO ¢és a HupO-szerli fehérjék kozott. Az azonossag értéke 75% a Hox20 fehérje
esetében, mig 76% a HupO-szerii_1, 46% a HupO-szerii_2, 60% a HupO-szerii_3 és 42% a
HupO-szeri_4 fehérje esetében a HupO-hoz viszonyitva. Egy erdsen konzervalt 12
aminosavbol allo konszenzus szekvencia szakasz (FNILNRADSNGR) figyelheté meg mind
a HupO, a Hox20 és a HupO-szerii fehérjék aminosav szekvenciajaban (8/b. abra). Szamos
szabalyozo fehérje szekvencidjaban talalhatdé meg ez a konzervalt motivum, tobbek kozott a
Saccharomyces cerevisiae ADR1 DNS-kot6 transzkripcios faktor és a Pseudomonas
chlororaphis MarR transzkripcios regulator fehérjéiben (Braun és mtsai., 2013; Calderon és
mtsai., 2014). A fent emlitett aminosav sorrendhez hasonld régié azonosithaté a
Pseudoalteromonas undina DNS felismeré6 RNS polimeraz sigma-70 faktor, valamint

kiilonb6zo baktériumokban 1évé ABC transzporter és hipotetikus fehérjék szekvenciaiban.
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8. abra: A T. roseopersicina-ban talalhato hat hupO-szerii gén elhelyezkedése és szekvencia
osszehasonlitasa
A: A hupO és hupO-szerii gének elhelyezkedése a T. roseopersicina genomban
B: A transzlalt HupO és HupO-szerii fehérje szekvencidk 6sszehasonlitasa, a konzervalt

NILNRADSN domén minden fehérjében megtalalhaté

1.3. A HupSL megnovekedett aktivitasa és expresszidja a AhupO torzsben

(HOD13)

A hupO gén altal kodolt fehérje sejtben betoltott szerepének megvizsgalasahoz és
megallapitdsdhoz mutacids analizist végeztem. In-frame delécios konstrukceiot allitottam eld,
amely segitségével inaktivaltam a hupO gént GB11 (AhynSL) és GB1131 (AhynSL, Ahox1H)
T. roseopersicina torzsekben. Az elkészitett mutans torzsek a HOD1 (AhynSL, AhupO) és a
HOD13 (AhynSL, Ahox1H, AhupO) neveket kaptak. Specifikusan a HupSL in vivo
aktivitasat a GB1131 és a HODI13 torzsben vizsgaltam, mivel a GB11 és HOD1 torzsekben
a hidrogén felvételre és termelésre egyarant képes Hox1 hidrogenaz jelenléte zavarja a

mérést. Az in vivo hidrogén felvevé aktivitast naponta gazkromatograffal mértem a 4.
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novesztési naptol a 10. napig. A hupO gén hianyaban alacsony tioszulfat koncentracio (1 g/1)
mellett torténd novesztéskor jelentésen megndtt a HupSL aktivitdsa a HOD13 torzsben a
GB1131 hidrogén-felvételéhez képest. A GB1131 a hozzaadott hidrogén maximum 20%-at
képes felvenni hét nap alatt, mig ennyi id6 alatt a AhupO térzs (HOD13) a kiindulasi
hidrogén mennyiségének 65%-at hasznositotta. A 10. ndvesztési napra a HOD13 szinte az
Osszes kiindulasi hidrogént visszavette és oxidalta a 1égtérb6l (PC1), ezzel szemben a
GB1131 torzs csupan a 35%-at (9. abra). Extrém alacsony tioszulfat koncentraciot
alkalmazva (0,5 g/1) a 1égtérbe injektalt hidrogén 100%-at felhasznalta a HOD13 torzs 10
nap alatt. Magas tioszulfat koncentracion (4 g/1) torténé novesztés esetében — amikor a
GB1131 in vivo hidrogénfelvevd aktivitasa is alacsony — nem tapasztaltam kiilonbséget a

hupO gént tartalmazo, valamint a AhupO mutans torzs aktivitasa kozott (5-8% visszavétele).
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9. abra: In vivo HupSL hidrogénfelvevé aktivitas PC1 és PC4 tapoldaton novesztett
GB1131, HOD13 és HOD13comp torzsek

100%-nak tekintettem a leoltas kdvetden a légtérbe injektalt hidrogén mennyiségét.

A homolog komplementacio elkészitéséhez a T. roseopersicina crt promoterét tartalmazo
expresszids vektorba (pDSK6CrtKm) klonoztam a hupO gént. Az eldallitott HOD1comp és
HODI13comp torzsekben a hupO gén expresszidja teljes mértékben helyreallt, a
HOD13comp a GB1131 torzzsel megegyez6 alacsony in vivo HupSL hidrogenaz aktivitast
mutatott (9. abra). Ezen eredmények ismeretében elmondhatd, hogy a GB1131 és a HOD13
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torzsek hidrogén felvevd aktivitasaban megfigyelt kiilonbséget kizardlag a hupO jelenléte

illetve annak hianya okozza.

Az in vivo mérések mellett in vitro hidrogén visszavételt is vizsgaltam hét napos
kultarakbol készitett sejt extraktumokon. Az in vivo eredményekkel 6sszhangban jelent6s
kiilonbség volt megfigyelheté a hupO-t tartalmazo (GB1131 és HOD13comp) valamint a
(PC1, PC2) alkalmazasakor. A HOD13 20-25%-kal magasabb in vitro hidrogén felvevd

aktivitast mutatott a hupO gént tartalmazo torzsekkel szemben.

Tanulmanyozva az alkalmazott torzsek ndvekedési sebességét szignifikans kiilonbséget
tapasztaltam a kiilonbozd torzsek kozott alacsony tioszulfidt koncentrdcion torténd
novesztéskor (1 g/l). 72 ora elteltével a GB1131 torzs 30%-kal alacsonyabb (+/- 7%)
novekedési ratat mutatott, mint a AhupO mutans, amelynek a novekedési liteme a vad tipust
T. roseopersicina (BBS) osztodasi hatékonysagaval volt megegyez6. A GB11 és HOD1
torzsek novekedési sebessége kissé elmaradt a vad tipustol (72 ora utan 10-12%-kal
alacsonyabb), azonban joval gyorsabb volt, mint a GB1131 torzs osztodasa. Ezek az

eredmények eldre jelezték a Hox1 hidrogendz enzim kulcsszerepét.

A HupSL hidrogenaz aktivitas és a novekedési sebesség mellett elemeztem a hup gének
transzkripcids aktivitasat, valamint a Hup fehérjék expresszids értékeit hidrogén jelenlétében
novesztett kultirakon. A fehérjeszintli analizist Western-hibridizacios kisérletekkel
végeztem, poliklonalis anti-HupL antitestet alkalmazva, amellyel meghataroztam a HupL
fehérje mennyiségét az altalam vizsgalt torzsekben (BBS, GB11, HOD1, GB1131, HOD13
¢s HOD13comp). A GB1131 esetében csekély HupL szintet tapasztaltam a BBS és a GB11
torzsek altal mutatott fehérjeszinthez képest, amelyekben a Hox 1 hidrogenaz aktiv formaban
van jelen (10/a. abra). Ez a jelenség arra enged kovetkeztetni, hogy (a sejt redox allapotan
keresztiil) a Hoxl kétiranyt hidrogendz képes szabalyozni a HupSL hidrogenaz
fehérjeszintézisét. A hupO gén, azaz a HupO fehérje hianya a vad tipusu torzsre jellemz6
HupL fehérje szintet eredményezi a AhupO torzsben GB1131 hattéren is (HOD13). A
Western analizis eredményei teljes mértékben korrelalnak az aktivitds tesztek sordn
tapasztaltakkal, tehat jelentds novekedés figyelheté meg az érett HupL fehérje szintjében a
AhupO mutansban a GB1131 t6érzshoz képest alacsony tioszulfaton (PC0.5, PC1 és PC2)
torténd novesztéskor (PC1 tapoldaton 10-15-sz6rds fehérjeszintézis). Ezzel szemben magas

tioszulfat koncentraciét alkalmazva (4 g/1) mindkét torzs esetében (GB1131 és HODI13)
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extrém alacsony HupL fehérjeszint volt tapasztalhatd (10/b. abra). A Western hibridizacios
vizsgélatokhoz hasznalt membranokat az elShivast kovetden Ponceau festékkel
megfestettem, igy ellendrizve az egyforma mennyiségli 6sszfehérje felvitelét a gélre minden

minta esetében.

A PC 1 tapoldat

A
[ 1

BBS GB11 HOD1 GB1131 HOD13

PCO,5 PC1 PC2 PC4

e Ca——

GB1131 HOD13 HOD13 GB1131 HOD13 HOD13 GB1131 HOD13 HOD13 GB1131 HOD13 HOD13
comp comp comp comp

10. abra: HupL Western hibridizaciés kisérlet
A: BBS, GB11, HOD1, GB1131 és HOD13 torzsek PC1 tapoldaton ndvesztve
B: PCO0.5, PC1, PC2 és PC4 tapoldaton alkalmazasa mellett GB1131, HOD13 és HOD13comp

torzsek

Az eddigiekhez hasonld mintazat volt megfigyelhetd a hup strukturgének transzkripcios
szintjében is. A mar korabban alkalmazott torzsek (BBS, GB11, HOD1, GB1131, HOD13
¢s HOD13comp) hupS valamint hupL gének expresszios szintjét vizsgaltam PC1 (1 g/l)
valamint PC4 (4 g/1) tdpoldatokat hasznalva. Az RNS tisztitashoz 4 és 7 napos kultirakbol
vettem mintat. A novekedés korai szakaszaban a 4 napos kultarakbol vett mintak esetében a
vizsgalt gének transzkripcids szintje csaknem nulla volt fliiggetleniil a tapoldat tioszulfat
koncentraciojatol. A 7. nodvesztési napon vizsgalt mintdk mindegyike jol detektalhato
transzkripcids szintet mutatott. A BBS, a GB11, a HOD1 és a HODI13 torzsek esetében
lényegesen magasabb génexpresszid volt megfigyelhetd 0sszehasonlitva a GB1131 és a
HOD13comp torzsekkel, kiilondsen 1 g/l tioszulfat koncentracié mellett. Tobb mint két
nagysagrend kiilonbség mérheté a hupL transzkripcios szintjében a HOD13 és a GB1131
torzs kozott PC1 tapoldatot alkalmazva. Hasonléan magas a hupL transzkript szintje a vad
tipust, a GB11 és a HODI1 torzsekben, amelyek tartalmazzak a Hox1 citoplazmatikus

hidrogenazt (11. abra). A HupSL hidrogenaz kis alegységét kodoldo hupS gén expresszids
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vizsgalata a hupL gén expresszios analizisének eredményeivel azonos mintazatot mutatott a

kiilonb6z6 T. roseopersicina térzsekben.
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11. abra: A hupL gén transzkripcids szintjének vizsgalata kiilonbozé T. roseopersicina torzsekben
PC1 és PC4 tapoldaton nevelt 4 illetve 7 napos kulturak esetében
100%-nak tekintettem a 1 g/l tioszulféatot tartalmazé tapoldatban n6tt BBS térzsben mért génkifejez6dést.

1.4. A hupO gén transzkripcios szintjének meghatarozasa

A hupO gén transzkripcios szintjét komplett hupSL operont tartalmazo torzsekben (BBS,
GBI11 és GB1131) tanulmanyoztam kiilonboz6 novesztési koriilményeket alkalmazva, de
minden esetben hidrogén jelenlétében. A 4 napos sejtek (hupO gén esetében is) extrém
alacsony expresszios szintje miatt a 7 napos kulturdkbol vett mintak transzkripcios értékeit
elemeztem. A hupO transzkript szintjét a tioszulfat koncentracidja kevésbé befolyasolta,
mint a hupSL struktargéneket, azonban kétszeres transzkripcids szint volt megfigyelhetd a
PC4 tapoldatban novesztett sejtek esetében a PCl-ben nétt kultarak értékéihez képest.
Tovabba nem befolyasolta a hupO gén atirodasanak mértékét sem a légtérben 1évo6 hidrogén

megléte vagy annak hianya, sem a Hox1 hidrogenaz jelenléte illetve hianya (12. abra).
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12. abra: A teljes hup génklasztert tartalmazé torzsek hupO gén expresszios analizise PC1 és PC4
tapoldatban, hidrogén jelenlétében, illetve hidAnyaban novesztett kultirak esetében

100%-nak tekintettem a 1 g/l tioszulfétot tartalmazé tapoldatban n6tt BBS torzsben mért génkifejez6dést.

1.5. Hidrogénfiigg6 HupSL expresszio a AhupO (HOD13) torzsben

Korabbi vizsgalatok alapjan elmondhaté volt, hogy a T. roseopersicina HupSL
hidrogenaz gének expresszidja a molekularis hidrogén jelenlététol illetve hianyatol
fiiggetleniil mikodik (Kovacs és mtsai., 2005). Az ujonnan elvégzett kisérletek eredményei
teljes egészében korrelaltak a korabban megallapitott hidrogén-fiiggetlen expresszioval
BBS, GB11 HODI és GB1131 torzsek esetében. A HOD13 (AhynSL, Ahox1H, AhupO) torzs
esetében azonban jelentds mértéki hidrogénfiiggés volt megfigyelheté a sejtek HupSL
fehérjeszintézisében alacsony tioszulfat koncentracié (1 g/1) alkalmazasakor (13. abra). A
BBS, GBI11, HODI, GBI1131 ¢és HODI3 torzsek HupSL expresszigjanak hidrogén-
fliggésének vizsgalatahoz anti-HupL elsddleges ellenanyaggal Western analizist végeztem
kiilonbo6z6 tioszulfat koncentracion (1 g/l és 4 g/1) feln6tt 7 napos mintak fehérje kivonatain.
A leoltéast kovetden az anaerob 1égtérbe tiszta hidrogén (89,1 pmol H») adasaval vagy annak
mell6zésével biztositottam a megfeleld novesztési koriilményeket. A GB1131 HupL
szintézisét nem befolyasolta a hidrogén jelenléte vagy hianya, ugyanakkor a HOD13 torzs
HupL szintézise jelentds kiilonbséget mutatott hidrogén mellett illetve hidrogén nélkiil PC1
tapoldaton torténd novesztéskor. A AhupO mutans térzs (HOD13) hidrogén jelenlétében

torténd novesztéskor szignifikansan nagyobb mennyiségii HupL fehérjét szintetizalt, mint
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ugyanez a torzs hidrogén nélkil PCl tipoldaton (csaknem hétszeres abszolut
kemilumineszcencia értéket tapasztaltunk hidrogén hozzaadasakor) (13. abra). Ez a
hidrogén-fliggés nem volt megfigyelheté a Hox1 hidrogenazt tartalmaz6 (BBS, GBI11 és
HOD1) térzsek HupL szintézise esetében. Meg kell jegyezni, hogy habar a leoltaskor adtam
a hidrogént a légtérbe, a mintavétel napjan, azaz a 7. napon is tartalmazott az egyes torzsek
esetében kiillonb6z6 mennyiségli Ho-t a 1égtér. PC4 tapoldaton nevelt kultarak minden
esetben alacsony HupL fehérje szintet mutattak, amit a hidrogén jelenléte vagy hianya

csekély, nem szignifikans mértékben befolyasolt csak.

B s D e — S— E——
BBS BBS GB11 GB11 HOD1 HOD1 GB1131 GB1131 HOD13 HOD13
H,nélkal H,nélkal H,nélkal H,nélkal H,nélkal

13. abra: HupL hidrogén-fiiggé szintézis vizsgalata Western hibridizaciéval

A fehérje szinten végzett vizsgalatok eredményeivel 6sszhangban a HOD13 torzs hupSL
gének expresszidos mintdzataban is hidrogén-fiiggés figyelhetd meg. A GBI1131 torzs
minimalis kiilonbséget mutatott hidrogén jelenlétében illetve hidnydban, mindkét koriillmény
kozott alacsony hupSL transzkripcids szintet detektaltunk. Ezzel szemben a HOD13
(GB1131 AhupO) torzsben a hupSL struktargének expresszidja er6sen hidrogén-fiiggd volt
foként alacsony tioszulfat koncentracié mellett (2,5 nagysagrenddel magasabb hupL
expresszios érték a PCI1 tapoldatban hidrogén jelenlétében nevelt HOD13 kultara esetében
a hidrogénmentes kultarahoz képest) (14. abra).
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14. abra: A kiilonb6zd T. roseopersicina torzsek hupL hidrogén-fiiggé expresszios vizsgalata PC1 és
PC4 tapoldat alkalmazasakor
100%-nak tekintettem a 1 g/l tioszulfétot tartalmazé tapoldatban n6tt BBS torzsben mért génkifejez6dést.

A hidrogénfiiggés megallapitasahoz alkalmazott torzsek sejtosztodasi sebességét is
vizsgaltam hidrogén jelenlétében és hidnyaban, azonban nem tapasztaltam hidrogénfiiggd

novekedésbeli kiillonbséget egyik torzs esetében sem.
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2. Heterolog HoxlI fehérje hatasa a Hox1 hidrogenazra

A R. eutropha kemolitotrof baktérium hat alegységbdl felépiil6 szolubilis hidrogenazzal
rendelkezik (HoxFUYHI2). A hidrogenaz (HoxY, HoxH) és diafordz (HoxF, HoxU)
alegységek mellett a HoxI dimer vesz részt az enzim felépitésében. A HoxI pontos funkcidja
nem ismert, feltételezhetéen az elektrontranszportban vesz részt, mivel NADH-kot6 hellyel
rendelkezik (Burgdorf és mtsai.,, 2005). A T. roseopersicina Hox1l hidrogenazanak
hidrogenaz és diaforaz alegységei mellett azonositottak egy 6todik alegységet, a Hox1E-t.
Szamos baktériumban, féként cianobaktériumokban (pl. Synechococcus sp.) a Hox-tipusu
hidrogendz harmadik diaforaz alegysége a HoxE. A T. roseopersicina Hox1E sejtben
betdltott szerepe nem teljesen tisztazott, jelentés homologiat mutat a NuoE NADH: ubikinon

oxidoreduktazhoz és valosziniileg a HoxI-hez hasonldan az eletrontranszportban vesz részt.

2. 1. HoxI fehérje heteroldg expresszidja T. roseopersicina-ban

A R. eutropha hoxl génjét tartalmazoé heterolog expresszios konstrukci6 elkészitéséhez a
T. roseopersicina crt promoterét tartalmazod expresszios vektorba (pDSK6CrtKm)
Klonoztam a gént, az igy elkésziilt pDSKhoxl plazmidot E. coli sejtbél konjugalassal
juttattam a kivalasztott T. roseopersicina torzsekbe (GB1121, GB112141 ¢és HoxEDM).
Kontrollként a pDSK6CrtKm plazmidot tartalmazo torzseket hasznaltam, melyek aktivitas
¢s expresszios adatai minden esetben megegyeztek a plazmiddal nem rendelkez6 kiindulasi
torzsek értékeivel. A hoxl gén bejuttatasanak sikerességét kétféle modszerrel ellendriztem.
Egyrészt PCR reakcidval a RehoxIFw-RehoxIRev primerparral sokszorositottam a hoxI gént
a T. roseopersicina torzsek genomi DNS-én, kontrollként R. eutropha H16 vad tipus genomi
DNS-ét hasznaltva (Kortluke és mtsai., 1987). Masrészt oszlopkromatografiaval tisztitott T.
roseopersicina 1121hoxI (AhynSL, AhupSL, hoxl) kultirabol késziilt fehérje mintat Western

analizissel hasonlitottam 0ssze a R. eutropha sejt extraktumaval (15. abra).
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25 kDa

15. abra: Hoxl fehérje azonositasa R. eutropha H16 és T. roseopersicina 1121hoxI torzsekben

2. 2. HoxI hatasa az in vivo Hox1 altali hidrogéntermelésre

A citoplazmatikus Hox1 hidrogenaz a 6 tényez6 a T. roseopersicina fényen torténd in
vivo hidrogén termelésében abban az esetben, amikor a nitrogenaz enzim mikodése gatolt.
novelésével. A GB112141 (AhynSL, AhupSL, Ahox2H) torzs csak a Hox1 hidrogenazt
tartalmazza aktiv forméban, ezaltal alkalmas specifikusan ezen enzim aktivitdsanak
szelektiv vizsgalatara. A Hox1 hidrogendz magas tioszulfat koncentraci6é mellett (minimum
4 g/l) a sejtben felhalmozott felesleges elektronokat hidrogén forméjaban pumpalja ki a
sejtbdl a légtérbe. A R. eutropha szolubilis hidrogenazanak elektrontranszportért felelds
fehérjéje, a HoxI jelenléte fokozza a Hox1 hidrogéntermeld aktivitasat (16. abra). A
molekularis hidrogén termelését a leoltast kovetd harmadik naptol gazkromatograffal
kovettem nyomon Osszehasonlitva a 112141DSK (AhynSL, AhupSL, Ahox2H,
pDSK6CrtKm) és a 11214 1hoxI (AhynSL, AhupSL, Ahox2H, pDSKhoxl) torzsek aktivitasat.
A negyedik napon kozel azonos volt a két torzs altal termelt hidrogén mennyisége, az 6todik
naptol kezdve viszont fokozatosan nétt a kiilonbség a hidrogén termelésében hoxl gént
tartalmaz6 torzs javara. A 7-8. novesztési napra kdzel masfélszeres volt a 112141hoxI altal
termelt hidrogén mennyisége a 1égtérben (16. abra). Alacsony tioszulfat tartalmu tapoldaton
torténd novesztés esetében (PC1, PC2) azonban a hoxl-vel kiegészitett torzs
hidrogéntermelése nem ¢éri el a Hoxl ezen koriilmények kozott mutatott csekély

hidrogéntermeld aktivitasat sem. Hat napos kulturakat vizsgalva a hoxl génnel kiegészitett
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torzs (112141hoxI) hidrogéntermeld aktivitasa csupan 80%-a volt a hoxI-t nem tartalmazo,

112141DSK torzshdz viszonyitva PC1 és PC2 tapoldaton egyarant.
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Novesztési napok

16. abra: Hox1 hidrogenaz in vivo hidrogéntermelé aktivitasa 112141DSK és 112141hoxI
torzsekben PC4 tiapoldaton nevelve

100%-nak tekintettem a 112141DSK to6rzs altal termelt hidrogén mennyiségét az adott ndvesztési napon.

A HoxEDM (AhynSL, AhupSL, Ahox1E) T. roseopersicina torzs a hox1E gén hianyaban
in vivo hidrogéntermelésre nem képes. A Hox1 hidrogenaz in vitro hidrogenaz aktivitasat
nem befolyasolja a hox1E gén delécidja (Rakhely és mtsai., 2004). Mivel a HoxI és a Hox1E
fehérjék egyarant az elektrontranszportban vesznek részt, feltételeztiik, hogy a HoxI fehérje
részben vagy teljes mértékben képes atvenni a Hox 1E in vivo hidrogéntermelésben betoltott
szerepét. A hoxl gén HoxEDM térzsbe torténd bevitele azonban a Hox1 hidrogéntermeld
aktivitasat sem in vivo, sem in vitro nem befolyasolta, azaz a HoxI jelenlétében sem volt

képes a HoxEDM torzs in vivo hidrogéntermelésre.

2. 3. Teljes transzkriptom analizis

Annak érdekében, hogy atfogd képet kapjunk arrél, hogy a hox1E valamint a heterolog
hoxl gének jelenléte vagy hianya mely tovabbi gének expressziojat befolyasolja, teljes
transzkriptom analizist végeztiink a GB1121 (AhynSL, AhupSL), HoxEDM_DSK (AhynSL,
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AhupSL, Ahox1E, pDSK6CrtKm) és a HoxEDMhoxI (AhynSL, AhupSL, Ahox1E,
pDSKhoxl) torzseken. Az expresszids profil meghatarozasahoz SOLiD V4 ujgeneracios
szekvenalasi eljarast alkalmaztunk, az egyes génekre atlagosan 300x lefedettséget értiink el
minden torzs esetében. Az RNS tisztitds négy napos, azonos (exponencialis) ndvekedési
fazisban 1évé PC4 tapoldatban ndvesztett baktérium kultirakbol tortént. Két bioldgiai

parhuzamos mintat hasznaltam mindegyik torzs esetén.

A transzkriptom analizis eredményét elemezve elmondhatd, hogy 0Osszességében
rendkiviil kevés gén expresszios szintje valtozott meg a hox1E delécidja kovetkeztében a
teljes hox1 operont tartalmazé térzsben tapasztalt génexpresszios értékekhez képest, tovabba
minden esetben génexpresszid csokkenést tapasztaltunk. A hoxl gén bevitele a hox1E
deléciods torzsbe a legtobb csokkent transzkripcidju gén kifejezddését novelte és az eredeti
értékre 4llitotta vissza. Osszesen 2 csdkkent expressziot mutaté gén esetében nem
tapasztaltunk komplemental6 hatast a hoxl gén bevitelét kovetéen (NADH 5 homolog és a

genomban kdzvetleniil mellette azonositott hipotetikus transzmembran fehérje).

A T. roseopersicina szolubilis hidrogenazait kodolé gének (hox1EFUYH, hox2FUYH)
expresszids mintazatat megvizsgalva a killonb6zo torzsekben azt lathatjuk, hogy a hox1E
hianyaban kiilonb6z6 mértékben, de mindegyik hox gén expresszidja lecsokken a
HoxEDM_DSK torzsben, kivéve a Hox1 hidrogenaz nagy alegységét kodoldo hox1H gént,
amely mindharom térzsben azonos mértékben fejezédik ki (17. abra). A hox2 gének esetében
ez a csOkkenés drasztikusabb mértékii, hozzavetdleg 40 %-os expresszid csokkenés
figyelhet6 meg a hox1E hianyaban a GB1121 toérzshdz viszonyitva (melyben aktiv Hox1E
miikodik). Erdekes modon a hoxl gén bevitele a AhOX1E torzsbe részben vagy teljesen
helyreallitja a hox gének expresszios értékeit. A hox1 gének kozel azonos kifejez6dési szintet
mutatnak a HoxEDMhoxI térzsben, mint a GB1121-ben. A Hox2 enzimet kddold gének
expresszidjara is hatassal van a hoxl bevitele, a HOXEDM_DSK-nal joval magasabb, a
GB1121 torzshoz viszonyitva atlagosan 70 %-os génexpresszios értékeket tapasztaltunk (17.

abra).
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17. abra: hox1 és hox2 hidrogenaz gének expresszidja a
GB1121, a HoxEDM_DSK és a HoxEDMhoxI térzsekben

100%-nak tekintettem minden gén esetében a GB1121 térzsben tapasztalt génexpressziot.

A teljes transzkriptom analizis soran tovabbi olyan géneket azonositottunk, amelyek
expresszios szintjét szignifikansan befolyasolja a hox1E gén jelenléte illetve hidnya. A hox
strukturalis génekkel megegyezd expresszidos mintazat figyelhetd meg a fotoszintetikus
reakcid kozpontot, illetve a fénygyiijté komplexet alkoto fehérjéket kodolo gének esetében.
A fotoszintetikus reakciokozpont alegységeit kodold gének a HoxEDM DSK térzsben 50
%-0s transzkripcios szintet mutatnak a GB1121, azaz a hox1E-t tartalmazo torzshoz
viszonyitva. Ezzel szemben a heterolog HoxI-t tartalmaz6 HoxEDMhoxI t6érzsben a
fotoszintetikus reakcidcentrumot kodold gének expresszids szintje eléri a kiindulasi torzs
(GB1121) értékét. A fénygylijté komplex a és B alegységeit kodold gének a fotoszintetikus
reakciokozpont génjeihez hasonld expresszids mintazatot mutatnak az altalunk vizsgélt
harom torzs esetében: a HoxXEDM_DSK torzsben 50 %-os a gének kifejezddési szintje a
GB1121 torzshoz képest, mig a HoxEDMhoxI torzs kozel 100 %-os értékeket mutat a
GB1121 térzshoz hasonlitva (18. abra).

Mindossze két olyan gént talaltunk, amelyek expresszios szintje jelentdsen lecsokken a
hox1E gén hianyaban és ez az alacsony expresszios szint a heterolog hoxl gén bevitele esetén
IS megmarad. A GB1121 torzsben tapasztalt értékhez képest mindossze 40 % koriili

génkifejezodést tapasztaltunk a NADH dehidrogenaz 5-0s alegységét kodolo génnel
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homolog gén és egy 3' iranyban kozvetleniil mellette elhelyezkedd hipotetikus
transzmembran fehérjét kodold gén esetében a hox1E gén hianyaban. Ez az alacsony
expresszios szint a hoxl gén bevitelével még tovabb csokkent, a GB1121 torzshoz

viszonyitva 20%-o0s génkifejez0dést tapasztaltunk az emlitett két gén esetében. (18. abra).
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a GB1121, a HoxEDM_DSK és a HoxEDMhoxI térzsekben

100%-nak tekintettem minden gén esetében a GB1121 térzsben tapasztalt génexpressziot.

A teljes transzkriptom analizis eredményeinek validalasa céljabol a fent kiemelt gének
expressziojat reverz transzkripcid kapcsolt valos idejii PCR-rel ellendriztem. Minden

esetben a transzkriptom analizissel megegyez0 mintadzatot és génexpresszios értékeket

kaptam.
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VII. EREDMENYEK MEGVITATASA
1. HupO regulator szerepe a HupSL hidrogenaz miik6désében

A Hup-tipustt membrankapcsolt NiFe hidrogenazok a molekularis hidrogént elektron és
energiaforrasként képesek hasznositani. Szamos cianobaktériumban azonositottak HupSL
hidrogenazt, amely a nitrogendz altal melléktermékként eldallitott molekuléris hidrogént
képes visszapumpalni a sejtbe, helyreallitva ezaltal a sejt energiamérlegét (Tamagnini és
mtsai., 2007). Korabbi kisérletek azt mutattak, hogy a T. roseopersicina-ban 1évé HupSL
hidrogenazt kodold gének konstitutiv, viszonylag alacsony expresszios szintet mutatnak,
amely értéket a hidrogén jelenléte nem befolyasolja. A hidrogéntdl fiiggetlen HupSL
aktivitdas meglepd jelenség, mivel a T. roseopersicina genomjaban megtalalhatoak a
hidrogénérzékel6 enzimet kodold szekvenciak, azonban a hupTUV gének ebben az
organizmusban inaktivak, nem képzddik roluk fehérje (Kovacs és mtsai.,, 2005). A
hidrogénnel szemben a tioszulfat, mint elsddleges elektron donor erdsen befolydsolja a
hupSL expressziot. GB1131 (AhynSL, Ahox1H) torzsben kizardlag alacsony tioszulfat
koncentraci6 mellett aktiv a HupSL hidrogenaz, amikor energiasziikségleteit Ha felvételével

fedezi a sejt (Palagyi-Mészaros és mtsai., 2009).

A hup operonban azonositottunk egy ismeretlen funkcioju, rovid ORF-et kodolo
szekvenciat a hupl és hupR gének kozott, amelyet hupO-nak neveztiink el. Tovabbi hupO-
val homolog orf-ek talalhatoak a T. roseopersicina genomjaban, melyek mind szabalyozo
fehérjékkel mutatnak kisebb-nagyobb rokonsdgot. In frame delécidos mutagenezissel
eléallitott HOD1 (AhynSL, AhupO) és HODI13 (AhynSL, Ahox1H, AhupO) toérzsek
segitségével vizsgaltam a hupO gén sejtben betoltott szerepét. A HupSL hidrogén
visszavevO aktivitasa jelentésen megndtt a HODI13 torzsben a GB1131 torzsben mért
értekekhez képest alacsony tioszulfat koncentracio alkalmazasakor. Ahogyan korabban a
GB1131 torzs esetében a tioszulfat koncentracioval forditottan aranyos hidrogenéz aktivitast
figyeltek meg (Palagyi-Mészaros és mtsai., 2009), az altalunk vizsgalt HOD13 torzs szintén
csokkentésével. A hupO gén hianyanak pozitiv hatasa a HupSL aktivitasra azonban csak
alacsony tioszulfat koncentracio esetén volt megfigyelhetd. A tadpoldat magas tioszulfét
tartalma esetében (4 g/l) a GB1131 ¢és a HODI13 torzsek hidrogén felvétele egyarant
minimalis, csaknem nulla. Ezen koriilmények kozott a hupO-medialt HupSL repressziot

elfedi a magas tioszulfat koncentracid. Hasonlo kiilonbség figyelheté meg a térzsek in vitro
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hidrogenaz aktivitasaban. A HOD13 térzsben a HupSL RNS és fehérje szintje egyarant joval
magasabb volt alacsony tioszulfat koncentracié mellett, mint a GB1131 térzsben. A tény,
hogy a BBS (vad tipus) és a GB11 (hynSL mutans) torzsekkel megegyezé HupL fehérje
szintet produkalt a HOD13 (hynSL, hox1H és hupO) arra enged kovetkeztetni, hogy a
baktériumban taldlhatd hidrogendaz enzimek kapcsolatban vannak egymadssal, a Hox1
hidrogenaz hidnya hatassal van a HupSL miikodésére. A Hox1 hidrogendz hidnyaban
valdban jelent6sen lecsokken a HupSL hidrogén visszavevé aktivitasa, amelyet a hupO
delécioja képes helyreallitani és a vad tipusban megfigyelt, magas HupSL aktivitas all vissza
a HOD13 torzsben. A HupO fehérje egy egyeldre ismeretlen mechanizmussal koordinalja a
HupSL ¢és Hox1 hidrogenazok miikodését, a HupO valdszintileg egy olyan represszor
fehérje, amely kizardlag a Hox1 hianyaban aktiv. A hupO RNS és HupO fehérje szintjében
nem figyelhetd meg olyan véltozas, ami azt mutatna, hogy poszttranszlacios szabalyozasrol
van sz6. Korabbi eredmények bizonyitottak, hogy a Hoxl hidrogenaz kétiranyt
elektronpumpaként nélkiilozhetetlen szerepet tolt be a T. roseopersicina redox
homeosztazisaban (Rakhely és mtsai., 2007). A Hox1 tehat kozponti helyet foglal el a
baktérium NiFe hidrogenazai kozott, és direkt vagy indirekt modon hatdssal van az Gsszes
tobbi hidrogendz enzim mikodésére. A HupO feltételezhetden egy molekularis
kapcsoloként miikodik a Hox1 és a HupSL kozott, a kozponti szerepti Hox1 hianyaban ez a
kapcsold gatld pozicioban all és alacsony szinten tartja a HupSL szintézist és hidrogén

felvevd aktivitast.

A GBI1131 torzzsel szemben alacsony tioszulfat koncentracié mellett jelentés hidrogén-
fliggés figyelhetd meg a HOD13 torzs hupL transzkripcids szintjében, illetve a HupL fehérje
szintézisében egyarant. A HupSL hidrogenéz aktivitasa fiiggetlen a hidrogén jelenlététdl, ha
a sejt tartalmazza a Hox 1 hidrogenazt, illetve a Hox 1 hidrogenaz hianyaban is, amig a HupO

jelen van.

Eredményeimet 6sszegezve kijelenthetem, hogy a T. roseopersicina HupSL hidrogenaza
haromlépcsds szabalyozas alatt all. Az altalunk feléllitott modellben a tioszulfat az
elsddleges regulator, amikor a kornyezetben magas a tioszulfat koncentracid, nincs sziiksége
a sejtnek a molekularis hidrogénbdl nyerhetd energiara, ezért a HupSL hidrogenaz aktivitasa
gatolt minden torzsben, fliggetleniil a hupO, illetve masik hidrogenaz enzimek jelenlététdl
vagy hidnyatol. Alacsony tioszulfat koncentraciot alkalmazva a torzsek HupSL aktivitasa
megnd, kivéve a Hoxl mutdns torzs esetében. A HupSL aktivitds és a HupL fehérje

mennyisége is joval alacsonyabb GB1131-ben, mint a Hox1-et tartalmazo térzsekben (BBS,
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GBI11), ami arra utal, hogy kapcsolat van a HupSL ¢és a Hox1 hidrogenazok miikodése
kozott. Mivel a GB1131 alacsony Hup aktivitasa és expresszidja jelentésen megné a hupO
mutacio hatasara, kijelenthetjiik, hogy a HupO represszorként a HupSL hidrogenaz
masodlagos szabalyzdja. A HupSL miikddését befolyasold harmadik tényezo a hidrogén. A
Hox1 hidrogenaz hianyaban eldidézett hupO mutacio hatasara a sejt hupSL expresszidja
hidrogénfiiggévé valik, a szintetizalt HupL fehérje mennyiségét befolyasolja az, hogy a
kornyezetben talalhatdé hidrogén vagy sem. Az altalunk felallitott tobbszintli szabalyozas

elemeit a 19. abra foglalja Gssze.
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19. abra: HupSL miikodését befolyasolo tényezdik osszefoglalasa
A sejtek mérete korrelal a torzsek novekedési sebességével, a H» molekulak szama a hidrogénfelvétel
mértékével. A szinek er6ssége megfelel az adott fehérje mennyiségének (sotétebb szin magasabb fehérje

szintézist jelent). A sziirke fehérjék inaktivak (illetve hianyoznak) az adott torzsben.

Vizsgalataink soran azonban néhany kérdésre nem kaptunk valaszt. Miért tartja a HupO
folyamatos gatlas alatt a hupSL gének expresszidjat és a HupSL hidrogén felvevo aktivitasat
alacsony tioszulfat koncentracié mellett, amikor a HupSL éaltali hidrogénfelvétel lenne az

egyik leghatékonyabb energianyerd folyamat a sejt szamara? Ennek az lehet a magyarazata,
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hogy egy finomhangolasi kommunikacios haldézat van a T. roseopersicina hidrogenazai

kozott és a természetben az altalunk 1étrehozott mutans kombinacidk nem fordulnak elé.

A hupO mellett tobb hasonl6 gént is azonositottunk a T. roseopersicina genomban. Ezen
hupO-szerti génekrodl nincs informacionk, azt azonban tudjuk, hogy a hupO-szerli géneket
tartalmazo operonok altal kodolt enzimek a hidrogenazokhoz hasonldéan a sejtek redox
homeosztazisanak fenntartasaban jatszanak szerepet. Valosziniileg a hupO-szer(i gének is
valos fehérjéket kodolnak, és ezek a fehérjék is a HupO-hoz hasonlé szabalyozé funkciot
toltenek be ebben a fototrof baktériumban. Erdekes modon mas organizmusokban sehol nem
talaltunk hasonl6 géneket, mely azt valoszintsiti, hogy egy Thiocapsa-specifikus szabalyozo

rendszer elemeit azonositottuk.

2. A HoxI heterolog fehérje hatasa a Hox1 hidrogenazra

A T. roseopersicina Hox1 és a R. eutropha szolubilis hidrogenaza két hasonlo felépitésii
enzim. A két hidrogendz (HoxYH) és két diaforaz (HoxFU) alegységek mellett a T.
roseopersicina esetében egy monomer (Hox1E), mig a R. eutropha-ban egy dimer formaban
jelenlévo (Hoxl2) fehérje jatszik szerepet az elektrontranszportban. A sejtben betoltott
hasonlé funkcidjuk alapjan elképzelhetd volt, hogy a két fehérje helyettesiteni tudja egymas
funkciojat, vagy legalabbis befolyasolni képesek a heterolég gazda hidrogenaz enzimének
miikodését. A hoxl gén bejuttatasaval a Hox1 hidrogenazt tartalmazo T. roseopersicina
torzsbe (GB112141) jelentésen megnétt a Hox1 in vivo hidrogéntermeld aktivitasa magas
tioszulfat koncentracié alkalmazasakor. A sejtnovekedés korai fazisaiban még nem
figyelhetd meg a Hoxl pozitiv hatasa, az 6tddik naptdl kezdve azonban egyre nagyobb
mértékben noveli a Hox1 altali hidrogéntermelést a Hox| fehérje jelenléte. Elképzelhetd,
hogy a Hox1E mellett a HoxI egy extra elektrontranszport fehérjeként szerepel a heterolog
gazdaban, amely képes emelni az endogén elektrontranszport hatékonysagan, példaul azzal,
hogy a Hox1 hidrogenaz hidrogéntermelése szempontjabol fontos NADH megkdotését
eldsegiti a sejtben. Ezt az a megfigyelés is alatamaszthatja, hogy a HoxI pozitiv hatasa
kizarolag magas tioszulfat koncentracié mellett tapasztalhatdé (minél magasabb a tapoldat
tioszulfat tartalma annal nagyobb mértékben noveli a HoxI a sejt hidrogéntermelését), azaz
egy tovabbi elektron szelepet jelent a HoxI a Hox1 hidrogenaz alegységei felé. A T.
roseopersicina elektrondonorként szerves szubsztratokat €s redukalt kénvegyiileteket
(tioszulfatot) képes felhasznalni. A Hoxl gazdasejtjében a NADPH kotéséért felelds, a HoxI-

mentes szolubilis hidrogenaz R. eutropha-ban csak a NADH hasznositasara képes csakugy,
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mint a T. roseopersicina NAD" redukalé Hox1 hidrogenaza. Elképzelhetd, hogy a HoxI-t
tartalmazo T. roseopersicina torzs NAD" és NADP* redukcidjara egyarant képes, ezaltal
nagyobb mennyiségl felesleges elektron kijuttatasara képes a sejt, azaz tobb hidrogént allit

elé a 112141hoxI torzs, mint a 112141 Hox 1 hidrogenazt tartalmazo T. roseopersicina.

A hox1E delécios mutans Hox1 hidrogenaz in vivo hidrogéntermelését a heterolog hoxl
gén bevitele nem tudja helyredllitani. Bar a Hoxl nem képes helyettesiteni a T.
roseopersicina Hox1E fehérje in vivo szerepét, tobb olyan gén expresszios szintjét képes
visszaallitani, melyek a HoxEDM (GB1121Ahox1E) torzsben jelentésen lecsokkennek a
GB1121 torzs expresszios értékeihez képest. A Hox1és Hox2 hidrogenazoknak, valamint a
fotoszintetikus reakciokozpont és a fénygyiijté komplex mitkddéséhez egyarant rendkiviil
fontos a megfeleld hatékonysagu elektrontranszport, az elektronpumpék hibatlan mtikddése.
A hox1E hianyaban tapasztalt joval alacsonyabb hox2 génexpresszios értékek azt mutatjak,
hogy a T. roseopersicina hidrogenaz enzimei kapcsolatban allnak egymassal, a hox1E hianya
a masik szolubilis hidrogenaz gének kifejezddését is lecsokkenti, igy indirekt médon a Hox2
aktivitasat is befolyasolja. A Hox1E hianyaban feltételezhetéen a fotoszintetikus
elektrontranszport folyamatok mikodése is sériil, melyet a fotoszintetikus centrum
struktirfehérjéit kodold gének expresszidos szintjének 4altalanos csokkenése mutat. A
heterolég hoxl gén bevitele a hox1E mutans torzsbe visszaallitia a fotoszintetikus
reakciokozpont és a fénygylijté komplex expresszios szintjeit az eredeti szintre, valdsziniileg
a heterolog HoxI alternativ elektronpumpaként, szelepként képes funkcionalni a T.
roseopersicina sejtekben. A HoxI ezen helyettesité funkcidja meglepd jelenség, mivel a

Hox| gazdaszervezete, a R. eutropha egy nem fotoszintetizalé kemolitotrof baktérium.

Teljesen mas jelenség figyelheté meg a NADH dehidrogenaz 5-6s alegységével magas
hasonloésagot mutatdo és a szomszédos hipotetikus fehérjét kodoldo gének expresszidja
esetében. E két gén expresszids szintje is szignifikansan csokken a hox1E hianyaban,
azonban ebben az esetben a heteroldg HoxI fehérje bevitele nem allitja vissza az eredeti
expresszios szinteket. Ez a NADH 5-szerii alegység magas homologiat mutat az E. coliban
NouL-ként ismert proton antiporter-szerti fehérjével, amely a NADH-kinon oxidoreduktaz
enzimkomplex része. A respiracios komplex 1-hez kapcsolodo NADH-kinon oxidoreduktaz
(Nuo) egy tobb alegységes enzim, amely egy hidrofil periplazmatikus és egy hidrofob
membrankapcsolt doménbdl épiil fel. A hidroféb domén hiarom proton antiporter-szerii
fehérjét (E.coli-ban NuoL, NuoM ¢és NuoN) tartalmaz (Torres-Bacete és mtsai., 2011). E.

coli-ban a NuoL hidnyaban megsziinik a Na* transzport, valamint a H* atvitel is joval
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alacsonyabb szinten zajlik. igy arra kovetkeztethetiink, hogy a NuoL alegység széllitja a Na*
és a H" ionokat, vagy a NouL befolydsolja mas alegységek miikodését, amelyek az
iontranszportot  végzik  (Marreiros és mtsai., 2014). A HoxlE érdekes
szekvenciahasonlosagot mutat a T. roseopersicina-ban talalhaté NuoE fehérjével, amely a
Nuo komplex elektron transzportért felelés alegysége (Rakhely és mtsai., 2004). Fontos
azonban megjegyezni, hogy a Thiocapsa roseopersicina genomban is megtalalhatoak a
teljes Nuo komplexet kodold gének, azaz a mar emlitett NADH 5-szerti fehérje nem a
Thiocapsa NuoL fehérjéje, hanem annak csupan egy homologja. A valdédi Nuo komplexet
kodolo gének expresszidjaban nem tapasztaltunk valtozast a hox1E mutacigja
kovetkeztében. Az altalunk vizsgalt két gén altal kodolt alegységeket (NADH 5-szertii és a
mellette talalhato hipotetikus transzmembran fehérje) tehat a sejt proton transzportjaban
résztvevd fehérjéknek tekintjiikk, melyek vélhetéen fliggetlenek a Nuo komplextdl és
kapcsolatban allnak a Hox1E-n keresztiil a sejt hidrogén metabolizmusaval, szerepet
jatszanak a Hox1 hidrogéntermelése altali redukalé er6 feleslegtél valdo megszabadulasban.
E két fehérje metabolikus kapcsolatainak részletesebb vizsgélata (pl. a Nuo komplexhez valo
viszonya) érdekes feladat, az altalunk végzett delécidos mutans analizis nem vezetett
eredményre, ugyanis a géneket nem tudtuk kiiitni, vélhetden esszencialis fehérjéket
kodolnak. Szamos Chromatiaceae csaladba tartozo baktériumban megtalalhato ennek a két
génnek a homologja, ahol szintén egymas mellett helyezkednek el a genomban. Tovabbi
érdekesség, hogy kizardlag olyan organizmusokban azonositottuk e két gén homologjait
(minden esetben egymas mellett), amelyek aktiv kénmetabolizmust tartanak fenn. A NADH
dehidrogenaz 5 homolog alegység esetében az azonossag mértéke Thiocapsa marina-ban
93%, Marichromatium purpuratum-ban 75%, Thioflavicoccus mobilis-ben 61%, mig a
Thiomonas intermedia B-proteobaktérium esetében 56% a T. roseopersicina NADH 5-6s
génhez viszonyitva. Ezek az informacidk arra utalnak, hogy a két fehérje valamilyen modon
a sejtek kénmetabolizmusat kapcsolja 6ssze a hox1E-n keresztiil a hidrogéntermeléssel. A
heterolog HoxI tehat a hox1E kén- és hidrogén-metabolizmust dsszekapcsold funkcidjat nem
tudja komplementdlni, amely egyaltalin nem meglepd az eredeti gazdaszervezet
jelentdségli kénmetabolizmussal nem rendelkezik. Osszességében elmondhatd, hogy T.
roseopersicina-ban szorosan Osszefiigg harom alapvetd anyagcsere-folyamat, a
fotoszintézis, a sejtek kénmetabolizmusa €s a hidrogénmetabolizmus, €s az egyik 6sszekotd

kulcsfehérje a hox1E.
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XI. 0SSZEFOGLALAS

A Thiocapsa roseopersicina y proteobaktérium hidrogén anyagcseréjében résztvevo
nitrogenaz ¢és a négy funkciondlis hidrogenaz részletesen tanulmanyozott, jol ismert
enzimek. Sokat tudunk ezen fehérjék bioszintézisérdl, kifejezOdésiik szabalyozasarol, az
egyes enzimek sejten beliili szerepér6l, valamint egyéb sejten beliilli metabolikus

utvonalakhoz val6 viszonyarol.

Dolgozatom egyik f6 témaja a hupSL operonban elhelyezkedd, hupO-ként azonositott gén
altal kodolt fehérje funkcidjanak vizsgalata, a HupO fehérje T. roseopersicina sejtben
betoltott szerepére iranyuld kisérleteim eredményeirdl szamolok be a disszertacioban. A
HupSL hidrogén felvevd hidrogenaz elsésorban a nitrogenaz altal termelt hidrogén sejtbe

torténd visszapumpalasaért felelés enzim.

Munkamat iranyitott mutagenezissel kezdtem, eltavolitottam a hupO-t tobbszors
hidrogenaz mutans T. roseopersicina torzsek genomjabol, igy szelektiven tudtam vizsgalni
a HupSL hidrogenaz miikodését, a HupO fehérje funkciojat. A gén plazmidon torténd
visszavitelével helyredllitottam az eredeti fenotipust, ezéltal igazoltam, hogy a mutdnsban
tapasztalt valtozasok specifikusan a hupO hianyanak koszonhetéek. A HupSL hidrogén
felvevo aktivitasat vizsgalva in vivo és in vitro egyarant azt tapasztaltam, hogy alacsony
tioszulfat koncentracié mellett a HupO hidnyaban jelentésen megnd az enzim aktivitidsa
GBI1131 torzsben (Hyn és Hoxl mutans tdrzs). Alacsony tioszulfat koncentracid
alkalmazasaval a sejt elektronhianyos allapota modellezhetdé. HupO hianyaban a HupSL
hidrogenaz megnovekedett aktivitdsanak koszonhetden a sejt 1ényegesen tobb energidhoz
jut, feltehetéleg ennek koszonhetd, hogy csaknem a vad tipussal megegyez6 novekedési
sebességet mutat a AhupO torzs. Az aktivitdis mérések eredményeivel Osszhangban a
hidrogenaz nagy alegységet kodolo a hupL mRNS, illetve a HupL fehérje szintje egyarant
szignifikansan megemelkedett HupO-t nem tartalmazo térzsben. hupO hidnyaban alacsony
kifejez6désének mértéke, a tapasztalt, nagysagrendekkel magasabb expresszios értékek

majdnem elérték a vad tipust T. roseopersicina-ban mért értékeket.

A hupO gén hianyaban bekovetkezett aktivitas és expresszios valtozasok azonban csak

abban az esetben voltak megfigyelhetéek, amikor a HynSL mellett a Hox1 szolubilis
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hidrogenazt sem tartalmazta a torzs. Abban az esetben ugyanis, amikor a HupSL mellett
aktiv Hox 1 enzim talalhato a hupO hianya sem a hupSL génexpressziot, sem a HupL fehérje
termel6dését nem befolyasolta. Ez a megfigyelés is azt bizonyitja, hogy kapcsolat van a T.
roseopersicina-ban talalhatdo hidrogenazok kozott, egyes hidrogenazok hianya mas
hidrogenaz enzimek miikodését is befolyasolja. A Hox1 kétiranya hidrogenaz a baktérium
hidrogén metabolizmusdnak kulcsenzime, ezért mutéacidja hatassal van tobbek kozott a
HupSL aktivitasara is. A HupO egy olyan feltételezhetéen gatld fehérje, amely csak Hox1

hianyaban kapcsol be, ezzel alacsonyan tartva a HupSL hidrogén visszavev0 aktivitasat.

Ezidaig a T. roseopersicina HupSL hidrogenazanak miikodését hidrogén fliggetlennek
tekintették, mivel a mas mikroorganizmusokban azonositott aktiv HupUV hidrogénérzékeld
rendszer ebben a baktériumban nem fejezddik ki, a hupUV gének megtalalhatoak a T.
reoseopersicina genomban, azonban csendes allapotban vannak, roluk mRNS nem képzédik
a vizsgalt koriilmények kozott. Az altalam elkészitett hupO mutans torzs esetében — amikor
a hox1H delécio kovetkeztében a Hox 1 nem aktiv — jelent6s hidrogénfiiggést figyeltem meg
a gének expresszidjaban ¢és a fehérjék szintézisében egyarant. Hidrogént tartalmazo
kozegben torténd novesztéskor a AhupO torzs tobb mint két nagysagrenddel magasabb hupL
génexpresszios értéket mutatott alacsony tioszulfat koncentraciéo mellett, mint ugyanez a

torzs hidrogén-mentes kdzegben.

A HupO funkci6é meghatarozéasaval kapcsolatos eredményeim alapjan elmondhatd, hogy
aT. roseopersicina HupSL hidrogenaza haromlépcsés szabalyozas alatt all. A tioszulfat mint
elsddleges regulator mellett fontos szerepe van a HupO fehérjének is, amely represszorként
szabalyozza a HupSL aktivitasat Hox1 hidrogenaz hianyaban. A AhynSL, Ahox1H torzsben
eldidézett hupO mutacidé hatasara a sejt hupSL expresszidja hidrogén-fliggdvé valik, a
szintetizalt HupL fehérje mennyiségét jelentésen befolyasolja, hogy a kornyezetben

talalhaté az enzim szamara hasznosithato hidrogén vagy sem.

Dolgozatom masodik felében a HoxI heterolog fehérje hatdsit mutatom be T.
roseopersicina-ban. A Hoxl a R. eutropha Hox-tipusu hidrogenazanak elektrontranszferben
részt vevo dimer fehérjéje. Mivel a T. roseopersicina szintén rendelkezik Hox-tipusu
enzimekkel, feltételezhetd volt, hogy a HoxI képes befolydsolni ezen hidrogenazok

miikodését.

A hoxl gént plazmidon konjugalassal juttattam be kiilonb6z6 hidrogenaz mutans T.

roseopersicina torzsekbe, a HoxI fehérje kifejez6dését T. roseopersicina-ban Western
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analizissel bizonyitottam. A HoxI protein jelenléte magas tioszulfat koncentracié mellett
megnovelte a Hox1 hidrogenaz hidrogéntermeld aktivitasat, ami azt bizonyitja, hogy a nagy
mennyiségben jelenlévd tioszulfatot, mint elektrondonort a HoxI-vel kiegészitett torzs

hatékonyabban tudja hasznositani, mint a Hox1 hidrogen4dz 6nmagaban.

A Hox1E alegység nélkiil a Hox1 in vivo hidrogéntermelése megsziinik, bar az in vitro
aktivitast nem befolyasolja a hianya, in vivo nélkiilozhetetlen ez a fehérje. A HoxI
gazdaszervezetében hasonl6 funkciot tolt be, mint a Hox1E. A hoxl gént tartalmazé hox1E
mutacios torzson végzett aktivitdsmérésekkel megallapitottam, hogy a HoxI nem képes
heterolog modon atvenni a Hox1E funkcidjat és visszaallitani a Ahox1E t6rzs in vivo

hidrogéntermeld aktivitasat.

crer

bejuttatasanak a globalis génexpressziot befolyasolod hatasardl, harom kiilonb6z6 torzson
teljes transzkriptom analizist végeztem: komplett Hox 1 operont tartalmazo, Ahox1E mutans
¢és a hoxl gént tartalmazd AhoOX1E torzseket hasznaltam. Az eredmények két csoportra
oszthatoak. A gének egy részének expressziods szintje lecsokkent a hox1E delécio hatasara,
mely alacsony expresszids szinteket a hoxl gén bevitele nem tudta helyreallitani. Ilyen a
NADH dehidrogenaz 5-6s alegység génjével homoldg gén, illetve egy hipotetikus
transzmembran fehérjét kodoldo gén, amely a NADH-ubikinon oxidoreduktaz lancban
résztvevo egyik fehérjével homoldg. A masik csoportba tartozé gének kifejezddése szintén
jelentésen lecsokkent a hox1E mutans torzsben, azonban a hoxl gén jelenlétében ezen gének
expresszidja visszaallt az eredeti szintre (GB1121). A Hox1 és Hox2 hidrogenaz enimek
struktirgénjei, a fotoszintetikus reakcid kdzpont génjei, illetve a fénygyijté komplex elemeit

kodolo gének tartoznak ebbe a csoportba.

A HoxI heterolog fehérje vizsgalata soran tapasztaltak alapjan kijelenthetem, hogy a HoxI
nem képes atvenni a Hox 1E hidrogenaz alegység szerepét T. roseopersicina-ban, azonban
bizonyos gének expressziojat képes helyreallitani, amelyek a hox1E hianyaban sériiltek.
Mindemellett meghatarozott koriilmények kozott a HoxI pozitivan befolyasolja a Hox1

hidrogenaz hidrogéntermeld aktivitasat.
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XII. SUMMARY

Four active hydrogenases and one nitrogenase enzyme take important part in the
hydrogen metabolism of the y proteobacterium Thiocapsa roseopersicina. Hydrogenases of
this microorganism have been studied in several aspects. Investigations were carried out on
the biosynthesis, regulation and cellular function of different hydrogenases of our model
organism, furthermore attempts were made for mapping the linkage of hydrogenases to other

metabolic pathways in this prokaryotic organism.

The first part of the study reports on the function of the HupO protein. The hupSL operon
contains an open reading frame, now denominated as hupO. The results of the experiments
are presented to clarify the roles of the HupO in the cells. The HupSL is a typical uptake
hydrogenase, which usually play role in recycling H2 generated by the nitrogenase or present
in the environment. First of all, the hupO gene was deleted from the T. roseopersicina
genome using site directed deletion mutagenesis making available the selective investigation
of the HupSL enzyme and the function of HupO in modulating the activity and expression
of HupSL. Homologous complementation of the hupO mutations were carried out using a
broad host range expression vector, the plasmid-borne hupO fully restored the original
phenotype. Thus, the observed differences in the altered hydrogen uptake of HupSL in the
hupO mutant could only be attributed to the lack of the hupO gene. Significantly higher in
vivo and in vitro hydrogen uptake activities were observed in the absence of HupO under
low thiosulphate conditions. We can induce electron shortage in the cells by applying low
thiosulphate concentration in the growth medium. The increased HupSL hydrogen uptake in
the absence of HupO coincided with a higher early growth rate of the respective T.
roseopersicina strains under low thiosulphate conditions. The growth rate of the AhupO
strain was highly similar to that of the wild type 7. roseopersicina. Similar trends and
differences were observed in the transcription of hupSL genes and in the HupL protein
synthesis in the investigated strains. The expression level of the HupSL hydrogenase
strongly increased in response to hupO deletion, this phenomenon was more evident under
low thiosulphate conditions. Similarly, the transcriptionof the hupSL genes increased by
several orders of magnitude when the hupO gene was deleted from GB1131, the increase

was observed both under low and high thiosulphate conditions.
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It is to note, that the aforementioned changes of the HupSL activity and expression in the
AhupO strain were evident only in the absence of HynSL and Hox1 hydrogenases. The
deletion of HupO influenced neither the AupSL gene expression nor the HupSL synthesis in
strains harboring active Hox1. This observation suggests a sophisticated interconnection of
the various NiFe hydrogenases in T. roseopersicina. The deletion of Hox1 bidirectional
hydrogenase, which has a central role in the hydrogen metabolism of T. roseopersicina,
results in strongly decreased HupSL synthesis. This decrease can be reverted by the deletion
of the hupO gene. Thus, HupO has a mediating role between Hox1 and HupSL, the hupO

gene supposedly encodes a repressor, which is active exclusively in the absence of Hox1.

Previous investigations revealed that the expression of the T. roseopersicina HupSL
hydrogenase was independent of the presence or absence of molecular hydrogen, although
all genes of the hydrogen-sensing regulatory hydrogenase were identified in the strain. The
reason for the lack of hydrogen sensing is not completely clear, the hupUV genes were found
to be silent under all tested conditions. However, clear hydrogen dependence of the HupSL
expression was observed in the AhupO strain in GB1131 background. The hupO mutant
strain produced significantly more hupL transcripts and HupL protein in the presence of

molecular hydrogen.

The results suggest a triple control of the HupSL hydrogenase in T. roseopersicina.
Thiosulphate is the primary regulator, when thiosulphate concentration in the environment
is high, the HupSL hydrogenase is efficiently repressed in all strains irrespective of the
presence or absence of the hupO gene and of the presence of further hydrogenases in the
cell. The hupO gene encodes a repressor acting as a second-level regulator. Moreover,
hydrogen seems to serve as an additional modulator of Hup functions by influencing the hup
expression in the hox1 mutant strain when the hupO gene coding for a putative repressor is
deleted.

The investigation of the heterologous HoxlI protein in T. roseopersicina was presented in
the second part of the thesis. The HoxlI protein is part of the functional R. eutropha Hox-type
soluble hydrogenase, the Hoxl homodimer is essential for the in vivo electron transfer to the
soluble hydrogenase. Since T. roseopersicina also harbours Hox hydrogenases it was
hypothesized that Hoxl might influence the activity of these soluble enzymes and might
complement the mutation of hox1E. The hoxl gene was conjugated into different

hydrogenase mutant T. roseopersicina strains using a broad host range expression vector.
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The Hoxl protein was detected by Western hybridization in the heterologous host. The
introduction of Hoxl into T. roseopersicina resulted in increased Hox1 hydrogen evolution
activity under high thiosulphate conditions. This observation suggests that the Hox1 together
with the HoxlI protein utilizes the available thiosulphate more efficiently than the native
Hox1.

In-frame deletion of the hox1E gene abolished both the in vivo Hz-producing and H-
oxidizing activities of Hox1, however, the in vitro activities were not affected. The HoxI and
the Hox1E are considered as electron transferring subunits of the Hox complex.
Nevertheless, the Hoxl could not replace Hox1E in T. roseopersicina, the in vivo
hydrogenase activity was not restored in the hox1E mutant by introducing the hoxI gene. The
global gene expression changes in T. roseopersicina were studied in three different strains
(GB1121, GB1121 Ahox1E and GB1121 Ahox1E complemented with hoxl) using Next
Generation Sequencing-based Whole Transcriptome Analysis. The results revealed
differential expression of certain genes related to the hydrogen metabolism of T.
roseopersicina. The expression levels of genes coding for the NADH dehydrogenase,
subunit 5-like protein, and for a hypothetical transmembrane protein coupled to NADH-
ubiquinone oxidoreductase chain 5 homolog, significantly decreased in the hox1E deletion
strain compared to GB1121. These decreased expression levels were not restored in the
strain harboring the hoxI gene. We have observed another group of genes which also showed
significantly decreased expression levels in the hox1E deletion strain (structural genes of the
photosynthetic reaction center and genes of the light harvesting complex), interestingly the
introduction of the hoxI gene restored the expression of these genes to the wild-type level.
Similarly, the decreased expression levels of hox1 and hox2 structural genes in the hox1E
deletion strain were restored in the presence of hoxI heterologous gene.

The study on the function of the Ralstonia HoxI protein in T. roseopersicina resulted in
the following conclusions: the heterologous Hoxl can not replace the role of Hox1E,
although the introduction of hoxI influences the expression level of particular genes relevant
in the hydrogen metabolism of T. roseopersicina. However, the presence of HoxlI stimulate
the Hox1 hydrogen evolution activity under specific conditions.
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XIII. NYILATKOZAT

Alulirott, Nagy Ildiké Katalin, kijelentem, hogy a jelen dolgozat alapjaul szolgéald “HupO
is a novel regulator involved in thiosulfate-responsive control of HupSL NiFe-hydrogenase
synthesis in Thiocapsa roseopersicina” cimli tudomanyos publikacioban megjelent
eredményeket, valamint a “Temperature-dependent transformation of biogas-producing
microbial communities points to the increased importance of hydrogenotrophic
methanogenesis under thermophilic operation” cimii kézleményben foglaltakat a szerzék

nem hasznaltak fel tudomanyos fokozat megszerzéséhez.

Szeged, 2016. aprilis 23.

Nagy Ildiko6 Katalin

90



