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Bevezetés

A fosszilis energiahordozok felhasznéaldsa sordn nagyban
szennyezziik kornyezetiinket, és hozzajarulunk a természet
pusztulasahoz. Raéadasul ezek az energiahordozok lassan elfogynak.
Ezek a problémak sziikségessé teszik alternativ energiaforrasok és
energiahordozok felkutatasat.  Egyike a lehetséges megujulo
energiaforrasoknak a Napunk, , mig a molekularis hidrogén az egyik
legjobb jelolt mint alternativ energiahordozo. Az utdbbi
évtizedekben a biologia és Dbiotechnologia gyors fejlodése
megteremtette annak a lehetGségét, hogy a hidrogén termelését és
felhasznalasat él6lények ill. azok izolalt részeinek felhasznalasaval
oldjuk meg. Azonban e célok megvaldsitasahoz elkeriilhetetlennek
latszik, hogy az eredeti, természetes rendszereket befolyasoljuk,
modositsuk vagy atrendezziik. Ilyen rendszerekben kulcsszerepet
jatszanak az un. hidrogenaz enzimek, amelyek hidrogén reverzibilis
oxidaciojat képesek katalizalni. Harom csoportba sorolhatok: fém-
mentes hidrogenazok, csak vasat tartalmazoé hidrogenazok, és nikkel-
vas ([NiFe]) hidrogenazok. Az utobbi csoport tagjaira jellemzo,
hogy a katalizisért felelds, két alegységbdl allo, heterodimert
tartalmaznak. Ez egy elektronokat tovabbité un. kis-, és az aktiv
centrumot hordozo un. nagy-alegységbdl all 6ssze. Az aktiv centrum
kiilonods felépitésii. Egy Ni, Fe, CO és két CN™ csoportbdl épiil fel.
A kétatomos csoportok a Fe-on talalhatoak, és a két fémet a nagy-

alegység négy konzervalt ciszteinje koordindlja. Nem meglepd,



hogy az aktiv centrum 0sszeszereléséhez szamos un. kisegito-fehérje
Osszehangolt miikddésére van sziikség. A fobb 1épéseket az inaktiv,
nagy-alegység bioszintézise, a CN™— és CO csoportok szintézise
valamint a Fe, a kétatomos ligandok és a Ni beépitése jelenti. Ezeket
a folyamatokat elsésorban az un. hyp gének altal kodolt fehérjék
végzik. A legutolsd 1épésként a nagy alegység C-termindlisardl egy
specifikus proteaz egy peptidet vag le.

Vonzo6 lehetdség a hidrogendzok hasznalata fenntrathatd H,-
termelésre vagy felhasznalasra. Ilyenkor a stabilabb enzimek
keriilnek el6térbe, hiszen konnyebben velik dolgozni az
alkalmazasuk soran.

A Thiocapsa roseopersicina egy Gram-negativ, anaerob
fototrof, bibor kénbaktérium, amely a Chromatiaceaec csaladba
tartozik. Legalabb harom [NiFe] hidrogenaza (HynSL, HupSL és
HoxYH) van. Ezek koziil a HynSL kiugréan stabil, hétiiré (> 80°C),
ellendll szamos protedznak és tolerdlja az oxigént. A T.
roseopersicina HynSL hidrogenaza (amelyet a hynS-isp1-isp2-hynL
operon kodol) az egyik legigéretesebb jelolt a biotechnologiai
alkalmazasra. Azonban a hasznélatanak a lehet6ségét korlatozza az
a tény, hogy eddig csak a sajat gazdajaban volt termeltethet a
[NiFe] hidrogenazokra jellemz6 bonyolult érési folyamat
kovetkeztében. Ennek a munkanak tehat az volt a célja, hogy
megkezdje az aktiv HynSL hidrogenaz (és mas hidrogendzok)
termeléséhez  nélkiilozhetetlen komponensek azonositasat és

jellemzését valtozatos modszerek felhasznalasaval.



A célunk volt:

e hidrogenaz aktivitisban sériillt mutansok eldallitasa, és a
hidrogenaz érésben szerepet jatszo gének azonositisa a T.

roseopersicina baktériumban

e megérteni hogyan mikddnek egyiitt az érésben szerepet jatszo

gének termékei egy Osszehangolt “fehérje-gépezetet” alkotva

e kifejleszteni a mutdnsok létrehozasdhoz és azonositasahoz
valamint  fehérje-fehérje  kolcsonhatasok  kimutatasdhoz

sziikséges modszereket

Modszerek

A DNS manipuldciot ¢és analizist az altalanos gyakorlatnak
megfelelden végeztem. Egy konjugéciora épiild génatviteli rendszert
optimalizaltam és hasznaltam mddositott DNS molekulak T
roseopersicina-ba vald bejuttatasahoz. Iranyitott és transzpozonos
mutagenezist fejlesztettem ki és hasznaltam a mutansok
eléallitdisdhoz. A hidrogendz aktivitisban sériilt transzpozonos
mutansok izolalasara egy telepek hidrogenaz aktivitasat kimutatd
modszert terveztem és hasznaltam. A kiilonb6z6 torzsek enzim
aktivitasat egy hidrogenaz enzim aktivitdst méré modszerrel

hataroztam meg. A 6His- és (FLAG-tag Strep-tag II)- toldalé¢kokkal



ellatott fehérjék tisztitdsat a gyartd utasitasai szerint végeztem. A
fehérjék analizise nativ és denaturald polyacrylamid géleken tortént.
A toldalékkal ellatott fehérjékkel egyiitt Kkitisztitott fehérjék
analizisét MALDI-TOF MS-el végeztik. A szekvencia adatokat

szamitogéppel elemeztiik.

Eredmények

1 Kifejlesztettem egy konjugacion alapuld gén-atviteli rendszert a 7.
roseopersicina nevi fotoszintetikus baktériumra. Ez egy alapvetd
eszkd6z modositott DNS bevitelére e baktérium sejtjeibe, és ezen
sejtek genetikai megvéltoztatasira. gy a T. roseopersicina-val

kapcsolatos szamos tudomanyos kérdés vizsgalatara nyilik lehetség.

2 Kifejlesztettem egy transzpozonos mutagenezis rendszert T.
roseopersicina-ra. Ez lehetdvé teszi olyan mutansoknak kdzvetlen
kivalasztasat, amelyekben csak egyszer épiilt be a transzpozon. A
transzpozon megjeldli az elrontott gént, igy egyszertisitvén annak
azonositasat. Ez az els6 szakirodalomban is lek6zolt transzpozonos
mutagenezis rendszer bibor kénbaktériumokra, amely remélhetdleg
hasznos eszkdznek bizonyul az ebbe a csoportba tartozo baktériumok

szamos biologiai folyamatanak vizsgalataban.

3 Megterveztem ¢&s Osszeraktam széles gazda-specifikussagu,

fehérjék termelésre hasznalhaté plazmidokat, amelyek szadmos



affinitas toldalék hasznalatat is lehetdvé teszik (pMHE* plazmidok).
gy lehetdség nyilik affinitas toldalékkal Osszeépitett fehérjék
termeltetésére, amelyek konnyen kimutathatok és kitisztithatok.
Megmutattuk, hogy ezen plazmidok tobbféle baktériumban is
hasznalhatoak, ha a megfeleld, torzs-specifikus promoter iranyitja a
termelést. Ezen plazmidok bizonyara hasznalhatoak lesznek szamos
mas Gram negativ baktériumban, amikor gazda-specifikus fehérje-

termelésre van sziikség kiilonboz6 affinitas toldalékokkal.

4 Megmutattam, hogy a pMHE* plazmidok gazda-specifikus
promoterrel kiegészitve hasznalhatbak mind Escherichia coli-bol
mind pedig a mésik gazdaboél fehérje tisztitds soran.  Igy
sziikségtelen kiillonb6zé fehérje-termeld plazmidokat késziteni,
amikor parhuzamosan szeretnénk £E. coli-bol ¢és egy masik

baktériumbol ugyanazt a fehérjét kitisztitani.

5 Bizonyitottam, hogy a pMHE* plazmidokrél termeltetett
toldalékkal ellatott fehérjékkel kolcsonhato mas fehérjék egyiitt
kitisztithatdoak. Ennek bemutatasara a 7. roseopersicina toldalékkal
ellatott HupK fehérjéjével kolcsonhatd GroEL-szerli fehérjét
tisztitottam ki. Ez a megkozelitést remélhetdleg mas Gram negativ
baktériumban is hasznalhatd lesz fehérjék kozti kdlcsonhatasok

kimutatasara.

6 Elkészitettem egy 7. roseopersicina miniTn5 mutans konyvtarat,

és kidolgoztam a hidrogendz mutansok kimutatasra szolgalo



modszert. Hat fiiggetlen, hidrogenaz aktivitasban sériilt
transzpozon-mutanst izolaltam. Ezeket két mutans csoportba lehetett
besorolni. Az elsé csoport tagjaiban a mutacioé pleiotrop volt az
Osszes hidrogenazra nézve, mig a masik csoportba tartozok HynSL

(stabil hidrogenaz) specifikus mutansok voltak.

7 Azonositottam a AypF gént, valamint bebizonyitottam, hogy a

mutéciodja a T. roseopersicina 6sszes hidrogenazat érinti.

8 Heterolog komplementacios kisérletekkel bizonyitottam, hogy a
kiilonbdz6  baktériumok  hypF  génjei  bizonyos  mértékig
kicserélhetéek. Ezek az adatok bizonyitjak, hogy lehetséges
kiilonb6z6 baktériumok Ayp génjeit hasznalni, ha heterolog
probalunk  hidrogendz  enzimeket termeltetni, de  kell§

koriiltekintéssel kell eljarnunk.

9 Bizonyitottam, hogy az ispl és isp2 eltavolitasa a hynS-ispl-isp2-
hynL operonbol nincs hatassal a mitkodéképes HynSL hidrogenaz
elkészitésére. A kisérletek soran hidrogenaz enzim aktivitast

V4

a vad tipusu operont, vagy annak isp/-2 nélkiili valtozatat hordoztak.

10 Megmutattam, hogy a HypC, és a HynL fehérjék kozvetleniil
kolecsonhatnak a miikodéképes HynSL hidrogendz 1étrehozasahoz
vezetd érési folyamat soran. Ezen kisérletekben a toldalékkal ellatott

HypC, fehérjét egy AhypC, T. roseopersicina térzsben termeltettem.



A toldalékkal ellatott fehérje komplementalta a mutacidt. A
toldalékkal ellatott HypC,-vel egylitt volt kitisztithatd a HynL
fehérje. Igy azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a HypC, fehérje
egy HynL specifikus chaperone.

11 Megmutattam, hogy a HupK nevii hidrogenaz érésben szerepet
jatszo fehérje kolcsonhat egy GroEL-szerti fehérjével. A GroEL-
szerii fehérje hidrogenaz érésben betoltott lehetséges szerepét

targyaltam.
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