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Bevezetés

Napjainkban elssorban fosszilis energiahordozokat hasznalunk, ezek
keletkezése azonban sokkal lassabb, mint felhasznalasuk sebessége. A
szénalapti energiaforrasaink kitermelése rendkiviil kornyezetszennyezd,
felhasznalasuk soran nagy mennyiségii, iiveghazhatast okozo gaz szabadul fel
és keriil a légtérbe, aminek kovetkezményeként mar napjainkban is
tapasztalhatd a globalis felmelegedés, Foldiink klimajanak nem természetes
megvaltozasa. Mindez alternativ, megtjulo energiaforrasok kutatasara sarkall
benniinket. Az 11j energiahordozokkal szemben tamasztott kdvetelmények a
kovetkezok: legyen kdrnyezetbarat, olcsd, nagy mennyiségben elérhetd és
biztonsagosan tarolhato.

A napenergia a legkézenfekvobb ¢és legnagyobb természetes
energiaforras, amely hidrogénné alakithatd, akar bioldgiai uton is. A hidrogén
(H2) sok szempontbol megfelelé meghjulo energiaforrasként szolgalhat,
hiszen nem toxikus, nem rakkelt6, nem radioaktiv és a kdrnyezetbe torténd
kijuttatasa sem okoz kornyezetszennyezést, az elégetése soran keletkezd
egyetlen melléktermék a viz. Molekularis hidrogén eldallithatd kémiai
reakciokkal, valamint bioldgiai uton a viz biofotolizisével, mely algakkal és
cianobaktériumokkal valosithatd meg, tovabba szerves vegyiiletek sotét
fermentacidja révén anaerob baktériumokkal és fotofermentacio utjan
fotoszintetikus baktériumokkal. Kizardlag alacsonyabb rendii él6lények
(archaedk, baktériumok és eukariota algak) rendelkeznek olyan &si
enzimekkel, melyek képesek hidrogén fejlesztésére protonok és elektronok
felhasznalasaval. Ezek a hidrogenaz és a nitrogenaz enzimek.

A hidrogenazok hasznosak lehetnek, mint a tiszta energiahordozo
termeldi, illetve helyettesithetik az iizemanyagcelldkban a platina alapu
elektrodokat a hidrogén bontisa soran. Akar egész sejtes rendszerek is

hasznalhatoak a mikrobialis energiacelldk anod oldalan elektrontermelésre,



természetes  szubsztratokat  vagy  példaul  hidrogént  hasznalva
elektronforrasként.

Az 6si hidrogenaz enzimek kiilonféle anyagcsere-folyamatokban vesznek
részt és rendkivill valtozatosak mind funkcidjukat, mind felépitésiiket
tekintve. A hidrogenazok a hidrogén oxidaciojat valamint a protonok
redukcidjat katalizaljak. A hidrogendzok a felépitésik, a sejtbeli
elhelyezkedésiik és szerepiik alapjan is csoportosithatdak. A legtobb
hidrogenaz enzim NiFe aktiv centrummal rendelkezik, talalhatunk koztiik
membranhoz kapcsolt, valamint citoplazmatikus enzimeket egyarant. Funkcio
alapjan négy csoportot kiilonithetiink el. A Hz felvételére képes hidrogenazok
legfontosabb feladata az energianyerés elsdsorban a nitrogenaz altal
melléktermékként termelt hidrogén visszavételével. A hidrogéntermeld
hidrogenéazok a sejt elektronhaztartasanak egyenstlyban tartasa érdekében a
protonok redukciojaval Aallitjak el6 a molekularis hidrogént és a sejt
elektrontobbletét a sejten kiviilre juttatjdk. Bizonyos hidrogenazok Ha
felvételére és termelésére egyarant képesek, ugynevezett kétiranyu enzimek,
amelyek a sejt energetikai viszonyainak megfeleléen preferaljak a nukleotid
tipust kofaktorok redukaldo vagy oxidalo formait. A szenzor tipust
hidrogendzok a sejt kornyezetében 1évé Hz mennyiségétdl fiiggden
szabalyozzak mas hidrogenazok miikodését.

Annak érdekében, hogy gazdasagosan és kérnyezetbarat modon tudjunk
mikroorganizmusokkal vagy a bel6liik izolalt enzimekkel minél nagyobb
mennyiségi tiszta hidrogént eléallitani, meg kell ismerniink a mitkodésiikhoz
sziikséges optimalis koriilményeket, az enzimek pontos szerkezetét, érését,

szabalyozasat és metabolikus kapcsolatait, hogy moédositani tudjuk 6ket a
jobb és hatékonyabb hasznositas érdekében.

Modellorganizmusunk, a Thiocapsa roseopersicina egy Gram negativ
bibor kénbaktérium, laboratoriumi korilmények kozott jol tenyészthetd,

genetikailag manipulalhato mikroorganizmus. Mivel a T. roseopersicina



kiilonbozd felépitésii, elhelyezkedésli és funkcidju hidrogenaz enzimekkel
rendelkezik, tanulmanyozasa kivaloé lehetdséget nyujt a hidrogenazok
széleskorli megismeréséhez.

A T. roseopersicina négy aktiv NiFe hidrogenazzal rendelkezik, amelyek
koziil kett6 membrankapcsolt (HynSL ¢és HupSL), kettd pedig
citoplazmatikus (Hox1 és Hox2) enzim. A HynSL és a Hoxl kétiranya
enzimek, ezzel szemben a HupSL in vivo kizarélag hidrogén visszavételére,
mig a Hox2 hidrogéntermelésre képes hidrogenaz. A T. roseopersicina
genomban megtalalhatoak a hupUV és hupT/hupR gének, melyek egy
hidrogén érzékeld rendszer elemeit alkotjdk mas baktériumokban, azonban
ezen gének — a hupT kivételével — a T. roseopersicina-ban a vizsgalt
koriilmények kozott nem fejez6dnek ki, igy nem befolydsoljak a HupSL
hidrogenaz miikodését. A hupSL gének expresszidjat a sejtek szamara
rendelkezésre all6 tioszulfat mint f6 elektrondonor szabalyozza, csékkentett

tioszulfat koncentracié magasabb szintii hupSL génkifejez6dést eredményez.



Célkitiizés

A Thiocapsa roseopersicina HupSL membrankapcsolt hidrogenaza
felelés a nitrogendz enzim altal termelt hidrogén sejtbe torténd
visszapumpalasaért. Az operont alkotd csaknem Osszes gén altal kodolt
fehérje szerepét, mitkddését pontosan ismerjiik. A hupl és hupR gének kozott
elhelyezkedd, ez idaig orf-ként nyilvantartott gén altal kodolt potencialis
fehérje funkcidja azonban tisztazatlan volt.

Ezen gén altal kodolt fehérje megismeréséhez célul tiztem ki:

e Ahupl és hupR kozott elhelyezked6 hupO gén delécios mutans analizisét
(beleértve a homolog komplementaciot) annak érdekében, hogy
megvizsgaljam a hupO gén és terméke sejtben betoltott szerepét.

e A HupSL hidrogenaz in vivo és in vitro aktivitasanak vizsgalatat a HupO
fehérje jelenlétében és hianyaban.

e A hupSL struktirgének expresszios analizisét kiilonboz6 T.
roseopersicina torzsekben.

e A HupSL hidrogenaz expresszidjanak hidrogénfliggését.

e A HupSL ¢és a tovabbi NiFe hidrogendzok kozotti kapcsolatok

vizsgalatat, elsésorban a HupSL és Hox1 enzimek interakcioit.

A T. roseopersicina Hox1 citoplazmatikus hidrogenaz 6t6dik
alegységének, a Hox1E-nek a sejtben bet6ltott pontos szerepe nem ismert,
hasonléan a R. eutropha szolubilis hidrogendz HoxI alegységéhez.
Feltételeztem, hogy a hasonlo felépitésii fehérjék képesek helyettesiteni
egymast, a heterolog alegységek jelenléte befolyasolja a szolubilis hidrogenaz
enzim mikodését.

A felmeriilt kérdések megvalaszolasahoz a kovetkez6 célokat tiiztem ki:
e A Hoxl heterolog fehérjét expresszaltatni kiilonb6zd T. roseopersicina

torzsekben.



Megvizsgalni, hogy a HoxI jelenléte hogyan befolyasolja a T.
roseopersicina Hox1 hidrogenazanak miikodését.

Meghatarozni, hogy a hox1E mutacié kovetkeztében a Hox1
miikodésében bekovetkezett valtozasokat képes-e helyredllitani a
heterolog HoxI fehérje.

génexpressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata.



Modszerek

A DNS manipulacios Iépéseket az altalanos gyakorlatnak, illetve az egyes
gyartok utasitdsainak megfeleléen végeztem. Az altalam eldallitott
plazmidokat E. coli-ba transzformalassal, T. roseopersicina-ba konjugacioval
juttattam be. A HupO fehérje szerepének vizsgalatahoz iranyitott delécios
mutagenezist végeztem. A HoxI heterolog fehérjét plazmidrol
expresszaltattam a T. roseopersicina térzsekben.

Gazkromatografias  mérésekkel  hataroztam meg a  torzsek
hidrogéntermel6 aktivitasat, illetve a légtérbol felvett hidrogén mennyiségét
in vivo és in vitro egyarant.

A génkifejezddés mértékének megallapitaséhoz RNS-t izolaltam a
kiilonboz6 korilmények kozott ndvesztett T. roseopersicina mutans
torzsekbdl, majd reverz transzkripcidval kapcesolt valos idejit PCR reakciokkal
hataroztam meg a gének expresszios szintjét.

A fehérjeszintli kisérletekhez a sejtek feltarasaval sejtextraktumot
készitettem. HupL, illetve HoxI specifikus ellenanyagok hasznalataval
Western hibridizacios analiziseket végeztem, igy vizsgaltam az adott fehérjék

szintjén a sejtben.



Eredmények

Munkam soran a T. roseopersicina hupSL operonjaban hupO-ként

azonositott gén altal kodolt fehérje miikodését, sejtben betdltdtt szerepét

vizsgaltam.

Elkészitettem a hupO delécidés mutaciot és a homoldg komplementaciot
tartalmazo T. roseopersicina torzseket annak érdekében, hogy
specifikusan tudjam vizsgalni a HupO fehérje HupSL hidrogenazra
gyakorolt hatasat.

In vivo és in vitro aktivitas mérések soran egyarant azt tapasztaltam, hogy
alacsony tioszulfat koncentracio (1 g/1 és 2 g/1) alkalmazasakor a AhupO
torzs szignifikansan nagyobb hidrogén felvevd aktivitast mutat, mint a
komplett hupSL operont tartalmazé torzs. A hupO gén plazmidon torténé
visszavitele az eredeti, alacsonyabb hidrogenaz aktivitast visszaallitotta.
A AhupO térzs magasabb hidrogén felvevo aktivitasa kizarolag alacsony
tioszulfat koncentracidji tapoldatban torténé ndvesztéskor volt
megfigyelhet6. Magas tioszulfat koncentracio (4 g/l) mellett a hupO gént
tartalmazo, illetve a mutdns torzs egyarant minimalis hidrogenaz
aktivitast mutatott.

A hupSL struktirgének expressziés mintazatanak vizsgalatakor
megallapitottam, hogy a hupO gén hianyaban, valamint azokban a
torzsekben, amelyekben a Hox1 hidrogendz aktiv, nagysagrendekkel
magasabb  génkifejez6dés figyelhetd meg alacsony tioszulfat
koncentraci6 mellett. Abban az esetben, amikor a Hox1 hidrogenaz nem
aktiv, de a HupO funkcionalis, alacsony szintii génexpresszio jellemzi a
hupSL géneket alacsony és magas tioszulfat koncentracié mellett
egyarant. A vad tipust T. roseopersicina torzs, illetve az aktiv HupSL és
Hox1 hidrogenazokat tartalmazo torzs szintén magas hupSL expresszios

értékeket mutattak.



Korabbi kutatasok azt mutattik, hogy a T. roseopersicina-ban talalhato
HupSL hidrogenaz mitkodése fiiggetlen a Hz jelenlététol. Kisérleteim
soran azt tapasztaltam, hogy a komplett Hox1 hidrogenazt tartalmazo
torzsek esetében a hupO gén jelenléte illetve hidnya nem befolyasolja a
HupSL miikodését, hidrogén-fiiggés valoban nem tapasztalhato. A Hox1
hidrogenazt aktiv formaban nem tartalmazoé térzsben a AhupO mutacio
hatasara azonban MRNS ¢és fehérjeszinten egyarant jelentds hidrogén-
fiiggés volt megfigyelhetd alacsony tioszulfat koncentraci6 alkalmazasa

mellett.

A Ralstonia eutropha HoxI fehérjéjének hatasat vizsgaltam kiilonb6z6

T. roseopersicina torzsekben, elsésorban a Hox1 hidrogendz funkcidjara

fokuszalva.

A heteroldg hoxl gént expresszids vektoron juttattam be kiilonbozé T.
roseopersicina hidrogenaz mutans torzsekbe, a HoxI heterolog fehérje
kifejezddését a torzsekben Western analizissel igazoltam.
Osszehasonlitd hidrogéntermelési vizsgalatok sordn megallapitottam,
hogy a HoxI fehérje pozitivan befolyasolja a Hox1 hidrogenaz
hidrogéntermelé aktivitisat magas tioszulfat koncentracio (4 g/l)
egyre nagyobb kiilonbség figyelheté meg a hoxl-t tartalmazé és a hoxl-
mentes torzsek hidrogéntermelésében a heterolog fehérjét tartalmazod
torzsek javara.

A heterolog HoxI fehérje nem képes helyettesiteni a feltételezhetden
hasonl6 in vivo funkci6ji homoléog Hox1E-t. A Ahox1E torzs in vivo
Hox1 altali hidrogéntermelésre nem képes, a hox| gén bevitele pedig nem

tudta helyreallitani az Hox1 in vivo aktivitasat.



Teljes transzkriptom analizissel azonositottam azokat a géneket,
amelyek expressziojat befolyasolja a hox1E delécidja, valamint a hoxl
gén bevitele. A hox1 és hox2 hidrogenaz struktirgének kifejez6dése
jelent6sen lecsokkent a hox1E hianyaban — kivéve a hox1H gént —, ezen
csokkent expresszios értékeket a hoxl bevitele szinte teljes mértékben
visszaallitotta a komplett hox1 operont tartalmazd torzs szintjére.
Hasonlé megfigyelést tettem a fotoszintetikus reakciokézpont
alegységeit kodolo gének, valamint a fénygyljté komplex o és
alegységeket kodold gének expresszidja esetében. Ezen gének
expresszidja szintén jelentdsen lecsdkken a hox1E hianyaban, azonban a
hoxl gén jelenlétében az expresszids szintek csaknem megegyeznek a
komplett hox1 operont tartalmazé térzsben mért értékekkel. Két olyan
gént talaltam, amelyek expresszioja a hox1E hidnyaban lecsokken és a
hoxl jelenléte ellenére is alacsony szinten marad. A NADH dehidrogenaz
5-0s alegységét kodold gén, valamint egy hipotetikus transzmembran
fehérje génje (amely homolog a NADH-ubikinon-oxidoreduktaz lancban
résztvevé egyik fehérjével) tartozik ebbe a csoportba. Vélhetden e két
fehérjének kulcsszerepe van a hox1E mutacio hatasara megfigyelt in vivo

Hox1 aktivitds megsziinésében.
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