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Roviditések jegyzéke

BCIP: 5-brom-4-klor-3-indolil-foszfat
BV: Benzilviologén

CTAB: N-acetil-N,N,N-trimetil-ammoénium bromid
CSPD: 3-(4-metoxispiro 4-il) fenil foszfat
DIG: Digoxigenin

DMSO: Dimetilszulfoxid

EDTA: Etiléndiamin-tetraecetsav dinatrium so6ja
EtBr: Etidium-bromid

g: Nehézségi gyorsulas

HEPES: N-(2-hidroxietil) piperazin-N’-(2-etanszulfonsav) natrium séja
IPTG: Izopropil-B-D-tiogalaktozid

kb: Kilobazis

kDa: KiloDalton

LB: Luria-Bertani

MK: Metilénkék

MOPS: 3-morfolin-propanszulfonsav
MV: Metilviologén

NAD: Nikotinamid adenin dinukleotid
NBT: Nitroblue-tetrazolium

OD: Optikai denzités

ONPG: o-nitrofenil--D-galaktozid

PCR: Polimeraz lancreakcio

pMMO: Partikuléris metdn monooxigenaz
ppm: milliomod rész (parts/million)

SDS: Néatrium-dodecil-szulfat

sMMO: Szolubilis metan monooxigenaz
SOB: NaCl, Bacto tripton, ¢élesztdkivonat
SSC: NaCl, tri-natrium-citrat

TAE: Tris- acetat, EDTA

TB: Tris-borat

TCE: Triklor-etilén



TE: Tris-Cl, EDTA
TRIS: Tris-(hidroximetil)-metilamin

X-gal: 5-broém-4-klér-3-indolil-B-D-galaktozid



Bevezetés

A természetes (emberi beavatkozastol mentes) koriilmények kozott €16 mikroorganizmusok
évente kb. 400 millié tonna metant termelnek (24). Az emberi tevékenységnek kdszonhetd
biogén metantermelés (pl.: rizsfoldek) kb. 550 milli6 tonndval jarul hozza az évenkénti
globalis metan produkcidhoz (kb. 1200 millié tonna) (52). Ennek a roppant nagy tomegnek
nagyon lényeges az emberiségre gyakorolt hatdsa. A metan a szerves anyagok anaerob
lebomlasa sordn, természetes vagy mesterséges kornyezetben keletkezd, a Fold 1égterében ¢és
a foldgazban, legnagyobb mennyiségben el6forduld, legstabilabb szerves gdz. Az
atmoszféraba jutva a globalis felmelegedés mértékének ndvekedését eredményezi, valamint

megvaltoztatja az atmoszféra kémiai 6sszetételét [5. oldal].

Ertheté tehat, hogy napjainkban a metankibocsatas mérséklése az emberiség - kornyezete
megovasa €érdekében teendd- legfontosabb feladatai kozé tartozik. A cél olyan hatékony,
koltségkiméld, gazdasagos ¢€s természetesen kornyezetbarat technologiak kifejlesztése,
melyek alkalmazésa a globdlis metanemisszid mérséklését eredményezi. Megfigyelhetjiik,
hogy az uj technolégiak kozott napjainkban egyre elterjedtebb a biotechnologia. A metan
kibocsatas mérsékléséhez [8. oldal], toxikus, halogénezett vegyiiltek lebontasahoz [9. oldal],
valamint a bioldgiai uton térténd metanol termeléshez [10. oldal] a metanotréf baktériumok
révén a természet maga kinalja a lehetdséget.

A metanotrof baktériumok MMO enzimrendszere egy mol redukalt ekvivalenst igényel az
altala katalizalt oxidacids reakcidhoz. Fizioldgiai koriilmények kozott ez a redukald erd csak
részben regeneralodik. A bakteridlis novekedéshez ugyanis egyéb anyagcsere-utvonalak
nyilnak, igy a formaldehid és a hangyasav oxidacidja sordn keletkez6 redukalt koenzim teljes
egészében nem fedezi a MMO-k regenerdlasdhoz sziikséges redukalt kofaktor igényt. A
redukalt koenzim mérleg egyenstlyanak fenntartasahoz egyéb redukalo erére van sziikség.

In vitro, és biodegradacios, biokonverzids alkalmazasok esetén sziikség van egy
kornyezetvédelmi szempontbdl megfeleld redukaloszerre. A hidrogén az MMO egy igéretes
alternativ redukald forrasa. Olcso, kornyezetbarat szubsztrat, amely a hidrogendz enzim

segitségével képes a baktériumok redox kofaktorainak és enzimeinek a redukaléasara.



1. Irodalmi attekintés

1.1. Egyszénatomos vegyiiletek a biologiaban

Az egyszénatomos vegyiletek a metin ¢és széndioxid kozotti valamennyi oxidacids

allapotukban megtalalhatoak a természetben.

A metan elsésorban szén és olajleléhelyeken fordul eld, illetve szamos fermentacids folyamat
végterméke. A kérddzé allatok emésztési folyamatai sordn jelentds mennyiségli metan
keletkezik. Ez korantsem elhanyagolhaté tényez0, ha figyelembe vessziik, hogy az Egyesiilt
Kiralysagban ma ¢l6 szarvasmarha allomany képes lett volna a ,,Hindenburg” léghajot 114
perc alatt megtolteni metdnnal (52). Ett6l természetesen a léghajo még nem tudott volna

replilni.

A metanol a természetben taldlhatd kiilonféle szerves észterek, éterek (pl.: pektin)

lebomlasabol szarmazhat.

Metilalt aminok vagy oxidok igen elterjedtek a novényi és allati szovetekben egyarant.

A hangyasav leginkdbb a ndvényi és dllati szovetekben a szénhidratok erjedéses

metabolizmusa soran keletkezik.

A széndioxid természetes mddon jelen van az atmoszféraban, a természetes vizekben és
karbonatok forméjaban a foldben is megtalalhato.

Ezért aztdn nem meglepd, hogy szdmos mikroorganizmusban fejlédott ki olyan tipusu
anyagcsere, mely révén képessé valtak ezeknek a vegylleteknek szén- és/vagy

energiaforrasként valod hasznositasara.



1.2. A metan szerepe a globalis felmelegedésben

Evente megkozelitéleg 500 millié tonna metan jut a légkor legalsd, 8-12 km magassagig
terjedd részébe, a troposzféraba. A 1égkorbe jutd metdn megzavarja a troposzféra
hidroxilgydk- és o6zonhéztartdsat. Ennek kb. 90%-a fotokémiai reakcidk soran oxidalodik
(38). A légkori metan novekedésével a hidroxilgyokok koncentracidja csokkenni fog, és ez
megnoveli a 1égkdri metan élettartamat. A metan oxidacidja azt eredményezi, hogy ha 1 mol
metan lebomlik a légkdrben, akkor ezzel aranyban 0,22 mollal csokken a hidroxilgydkok
akar 20%-kal is néhet (38).

A metankibocsatas csokkenése a hidroxilgyok-koncentracido ndvekedésén keresztiil megnoveli
a troposzféra oxidalo képességét, ez pedig a levegd tisztasdganak javulasat eredményezi.

A troposzféraban megmaradd, el nem oxidalodott metan kozrejatszik az iiveghazhatés
kialakitdsaban is az infravords sugarak -CO,-ndl sokkal hatékonyabb- abszorpcioja miatt. A
metan kb. 26-szor hatékonyabban jarul hozzd az éghajlat valtozadsdhoz, mint a széndioxid
(tdomegszazalékban mérve) (21).

Az utébbi 300 évben a 1égkori metan koncentracidja 0,75-r6l 1,7 ppm-re novekedett.

Az utobbi évtizedekben évrdl-évre atlagosan 1%-kal fokozodik a légkorbe jutdé metan
mennyisége. Becslések szerint a 1égkdr metan koncentracidja 2050-re eléri a 2,1-4,0 ppm-et
(38). Ma a légkdri metankibocsatdas 60%-a az ember tevékenységéhez kapcsolodik
(mezbgazdasagi ¢és ipari emisszid) és ennek mértéke évrdl évre fokozodik. Ha az éves
metankibocsatas valtozatlan litemben nd, a kdvetkezd évszazadban az liveghazhatas 25%-aért
mar a metan lesz felelds!

Szamitasok szerint a metanemisszid 10%-os csokkenése stabilizalnd a gaz jelenlegi
fogyasztd folyamatok pontos megismerése, hogy felismerhessiik azokat a 1épéseket, melyeket

a metén altal okozott liveghazhatas mértékének csékkentése érdekében kell tenniink (39).

1.3. Metantermeldk és fogyasztok a bioszféraban

A metint termeld metanogén archaedk mellett a természet metdnt hasznositd

mikroorganizmusokrdl is gondoskodott.



A biogén metantermelést a szigorian anaerob metanogén archaeabaktériumok végzik, a
metanotrofoknak a metan lebontasdhoz pedig sziikségiik van oxigénre. Ezért metanotrof
baktériumok f6képp az aerob és anaerob hatarfeliiletek mentén fordulnak eld, ahol a metan az
anaerob rétegb0l az aerob rétegbe keriil, pl. talajban, f6ldgdzmezOkon, metannal atjart
mocsarakban, allovizekben, iszapban. igy a metanotréf mikroorganizmusok nagyon fontos

szerepet toltenek be a 1égkori metankibocsatas szabalyzasaban.

1.4. A metanotrofok biotechnoldgiai hasznositasi lehetoségei

A kiilonleges anyagcsere-utvonal alapjan kinalkozo széles korti alkalmazasi lehetdségek az
utobbi évtizedekben a metanotrof baktériumok tanulmanyozasara irdnyitottdk a kutatok
figyelmét. A mikrobidlis Gton torténd metan oxidéaciot napjainkban a tengeri és vizenyOs
teriiletek tiledékein keresztiil a sivatagok talajaig, széles korben tanulmanyozzak.

A metan oxidacidjanak elsé 1épését katalizaldo enzimek, a metan monooxigenazok, amellett,
hogy a metant metanolld oxidaljak, képesek szamos egyéb vegyiilet biologiai uton torténd
atalakitasara is.

Napjainkban vilagszerte sulyos kornyezetvédelmi problémat jelentenek a természetben
felhalmozo6do toxikus anyagok. E vegyiiletek jelentds csoportjat képezik a halogénezett
szénhidrogének.

A szintetikus klorozott szénhidrogéneket nagyfoku stabilitdsuk, és a csokkent tliz- és
robbanasvesz¢ély miatt elterjedten hasznaljak oldészerként. Egyéb felhasznalasi teriileteik:
fémek feliileti tisztitdsara, polirozasara, elektronikai alkatrészek, pl. félvezetok gyartasanal,
textiliak vegytisztitasahoz, kartevokkel ¢és gombakkal szemben fertdtlenitdszerként,
zsiroldoszerként, a kavé koffeintartalmanak kivonasahoz, altalanos érzéstelenitoként és
mianyagipari oldoszerként. Az ivoviz klorozasa soran is keletkeznek klorozott
metanszarmazékok (38). A széles korti felhasznalds, a gondatlan kezelés és tarolas a
vegyliletek stabilitdsaval parosulva, azt eredményezte, hogy mara a fejlett ipari orszagok,
kiilonosen az Egyesiilt Allamok, Nyugat-Eurépa és Japan talajvizeiben a leggyakrabban
kimutatott szennyezd anyagok a szintetikus klorozott szénhidrogének (38). A leginkabb
elterjedt ezek koziil a szennyezd anyagok koziil a trikloretilén (TCE), az 1,2-dikloretilén és a
kloroform. Ezek koziil a TCE a talajvizekben az egyik leggyakrabban el6forduld szennyezd
vegyiilet, felezési ideje vizes kozegben 300 nap (31). A TCE és mas alifés, klorozott
szénhidrogének jelenléte ivovizeinkben toxicitdsuk és karcinogén hatasuk miatt veszélyezteti

egészségiinket. A TCE direkt toxicitdsa viszonylag alacsony, azonban az emldsok
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szervezetébe kerlilve a majban mérgezo bomlastermékek keletkeznek beldle. A metanotrofok
felhasznalhatosagat eldsegiti, hogy extrém magas halogénezett szénhidrogén koncentracio
mellett (pl. 50 mg TCE/liter, ami az ivovizben megengedett érték 10000-szerese) is megdrzik
aktivitasukat (25).

A metanotrofok szolubilis metan monooxigenazanak, az sMMO-nak joval szélesebb a
szubsztrat specificitasa a pMMO-ndl [az MMO-k részletes bemutatasat a 14. oldalon adjuk
meg]| (12). Az sMMO képes alkanok, haloalkanok, alkének, éterek, ammonia, aromés ¢és
heterociklusos szénhidrogének oxidacidjara. Az MMO-k katalitikus aktivitasanak
fenntartasdhoz sziikkség van NADH-ra. A szennyezbanyag lebontds hatékonysaganak
noveléséhez ezért NADH-t illetve a gyakorlatban redukéald &agenst, pl. hangyasav soit
hasznalnak. Erre azért van sziikség, mert a szennyezd anyagok lebontasa jelentds redukalt
NAD" készletet von el a sejtektdl, amelyet az oxidativ folyamatokbél nem tudnak pétolni.
Kiilséleg adagolt redukaloszerekkel, példaul hidrogénnel a gatlasi folyamatot lassitani lehet.

Egyes metanotrof baktériumok hidrogenaz enzime(ke)t tartalmaznak.

A metanotr6f baktériumok alanyai lehetnek a metanbdl kiinduld metanol termelésnek is. A
Fold fosszilis metan készletei a kdolaj készletekkel 0sszemérhetd nagysaguak, hasznositasuk
azonban nehézkesebb, mert a térfogategységre szamitott energiastirisége kisebb. Ezért ma
még oridsi mennyiségli foldgazt engednek el kihasznalatlanul a vildgon a kdolaj-feldolgozas
egyik karos melléktermékeként. Ezt az energiamennyiséget is tobbszorosen meghaladja a
megujuld, bioldgiai rendszerek altal termelt metan mennyisége. A legtdbb gyakorlati
nehézség abbdl adodik, hogy a kiilonbozo forrasokbol szarmazé metan taroldsa, szallitasa
jelentés koltségnoveld tényezd. Ezért gazdasagos felhasznalasi lehetdségei gyakran
korlatozottak. Ha a metant metanolld alakitjak, ez a gond szdmottevéen csokken: a metanol
szallitasa joval egyszerlibben ¢€s taroldsa biztonsdgosabban megoldhat6. A metanol a bels6
¢gésii motorok fontos alternativ iizemanyaga. ElOnyei, hogy a benzinnél kevésbé
kornyezetszennyezd ¢és kedvezObb égési tulajdonsagokkal rendelkezik, a benzinhez keverve
pedig noveli az oktanszdmot. Ezen kiviil a metanol szdmos kémiai szintézis kiinduldsi
vegyiilete, a vegyipar egyik legfontosabb alapanyaga.

A Fo6ldon keletkezd metan mintegy 60%-a (kb. 700 millié tonna/év) mikrobioldgiai uton
oxidalodik mieldtt a 1égkorbe jutna. A légkorbe jutd hozzavetdleg 500 millid tonna 90%-a a
mar emlitett fotokémiai reakcidk soran, 5% pedig mikrobidlis oxidacio révén alakul at (38).
Az éves atmoszférikus metanndvekedés igy kb. 45 milli6 tonna. Az évente a légkorbe jutd

metan mintegy 20%-a a kis és kozepes volumenti metanol termelésben hasznosithat6 lenne.
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Végiil, de nem utols6 sorban, a metanotrofokat sikeresen alkalmazzék nagytlizemi méretekben
egysejtfehérje termelésre is (9). Az egysejtfehérje termelésnél egyik legfontosabb tényezd a
fermentacids koltségek szdmbavétele. A metanotrofok alkalmazasdnak egyik nagy eldnye,
hogy ndvesztésiik egyszerli, biogazon vagy foldgazon ndveszthetdk, a tapoldat olcso,
kizardlag szervetlen sokat tartalmaz. A 45°C-on valdé ndvesztés pedig kizdrja a patogén
mikrobak elszaporodasat, ezaltal a biomassza biztonsdgosan hasznalhatdé Aallati

takarmanyozasra.

1.5. A metanotrof baktériumok

A legelsd részletesen leirt metanoxidalod baktériumot Sohngen izolalta 1906-ban és Bacillus
methanicus-nak nevezte el (75). 1966-ig csak két 0j fajt izolaltak ¢és irtak le: Methanomonas
methanooxidans-t (10) és Methylococcus capsulatus-t (25).

1970-ben Whittenbury és munkatarsai olyan dusitasi €s izolaldsi eljarasokat fejlesztettek ki,
amelyek szamos 1) metanotrof torzs elkiilonitéséhez vezettek. Tobb mint szdz 0 faj valt

ismerté, és a rendszerezés alapvetd sémaja is kialakult (85).

1.5.1. A metanotrofok felosztasa

Az ismert metanotrof baktériumok nyolc nemzetségbe kiilonithetok el a nyugvd allapot
alakja, az intracitoplazmatikus membran finomstruktirdja, a DNS bazisosszetétele, a 16S
rRNS filogenetikai dsszehasonlitasa és olyan fizioldgiai jellegzetességek, mint a formaldehid-

asszimilacio utvonala alapjan. A torzsek a kovetkezo két tipusba sorolhatok

L. Tipus

Az ilyen tipusii baktériumok korong alak intracitoplazmatikus membrankotegekkel
rendelkeznek, DNS-iik G+C tartalma 49-66 mol%. A formaldehidet ribul6z-monofoszfat
(RuMP) utvonalon keresztiil asszimilaljak.

Az elsé tipusba tartozd nemzetségek: Methylomonas, Methylobacter, Methylomicrobium,

Methylococcus, Methylocaldum és a Methylosphaera.
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II.Tipus
Intracitoplazmatikus membranrendszeriik lefutdsa parhuzamos a citoplazma membranéval.
DNS-iik G+C tartalma 62-67 mol%. A formaldehid-asszimil4cio a szerin utvonalon keresztiil
torténik.

Az ide tartoz6 nemzetségek: Methylosinus és Methylocystis.

Az altalam tanulmanyozott Methylococcus nemzetség és az abba tartozd M. capsulatus (Bath)
nem teljesen illik az elsd tipust metanotrofok kdz¢, mivel metan anyagcsere-utvonaldban a
formaldehid asszimilacidé szerin Utvonala is megtaldlhatdo. Ezen kivil G+C tartalma is

magasabb az elsd tipusba sorolt metanotrofokhoz képest (84).

1.5.2. A metanotrof baktériumok fiziologiaja

crer

crer

metanotréfokban a metanhasznositas elsd 1épésében a metan metanolld oxidalodik a metan
monooxigenaz enzimkomplex segitségével. A MMO egy klasszikus monooxigenaz, amely két
redukalo ekvivalenst hasznal fel az O, molekula kotéseinek felszakitdsahoz. Az egyik oxigén
atom vizzé redukalodik két elektron és két proton felhaszndldsaval, a masik pedig beépiil a
metan molekuldba metanolt képezve.

Az endogén (MMO Aaltal oxidalt metanbdl) és exogén forrasbdl szarmazé (pl. pektin és lignin
lebontasbol (38) metanol egy periplazmatikus metanol dehidrogendz (MDH) segitségével
formaldehiddé oxidalodik. A formaldehid ezutdn olyan tobb szénatomos intermedierekké
alakul at, melyek képesek a metanotrofok kozponti anyagcsere-utvonalan keresztiil a
biomasszaba beépiilni. A metanotrof baktériumokban két formaldehid-asszimilaciods ut ismert:
az un. szerin ¢s a RuMP tutvonal. Ha a formaldehid nem épiil be a sejt anyagaiba, akkor a
formaldehid dehidrogenaz (FaDH) és a format dehidrogendz (FDH) segitségével széndioxidda
oxidalédik (38) [1. Abra].

A metanotrof baktériumokra altalanosan jellemzd, hogy novekedésiik soran tartalék
tapanyagokat halmoznak fel, kiilondsen, ha valamely tapanyagbol (pl. nitrogén, oxigén)
korlatozott mennyiség all rendelkezésiikre. A legaltaldnosabban szintetizalt tartalék tdpanyag

a polihidroxivajsav, illetve egyéb polihidroxialkansavak (85).
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sMMO

L. tipusi metanotréfok

02 HzO

NADH RuMP ttvonal FaDH FDH
NAD" A »H NAD" NADH+H'
MDH HCOOH —~H co,
ADP" NADPH+H"
CH, » CH;OH — H,CO
H4F utvonal
\\ H4;MPT utvonal
> > ~ » CO;
Hred Xox V¥V  NADP'  NADPH+H' p—
0, H,0O
pMMO Szerin utvonal
II. tipust metanotréfok
sMMO- szolubilis metan monooxigenaz
pMMO partikuldris metan monooxigenaz
MDH - metanol dehidrogenaz
FaDH - formaldehid dehidrogenaz
FDH - format dehidrogendz
RuMP - ribul6z monofoszfat
HsF - tetrahidrofolat
H/MPT- tetrahidro-metanopterin

1. Abra. A metanoxidacid Utvonala.
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1.5.3. Metan monooxigenazok

A metanotrofok metdn oxidacidjanak elsé lépése egy kiilonleges oxigendz, a metan
monooxigenaz (MMO) enzim segitségével torténik. Az enzim két helyen lokalizalédhat a
sejtekben, ennek alapjan citoplazmaban lokalizalt, szolubilis (sMMO) és a bels6 membranhoz
kotott, partikularis (pMMO) metan monooxigenazt kiilonboztetiink meg. A membrankdotott,
partikuldris monooxigendz (pMMO) az 0Osszes ismert metanotrofban megtaldlhatd. A
citoplazmaban lokalizalt szolubilis metan monooxigenaz (sSMMO) széles korben elterjedt a II.
tipusu metanotrofokban, mig az 1. tipusu baktériumoknak csak egy kisebb hanyada -tobbek
kozott a Methylococcus capsulatus torzsek és a Methylomonas methanica 68-1 (38) képes az
sMMO szintézisére.

Az sMMO expresszidja nem konstitutiv, csak alacsony réz:biomassza ardny esetén
szintetizalodik. Az SMMO képzédését tehat gatoljak a Cu®” ionok, csakugy, mint aktivitasat
mind in vivo, mind in vitro koriilmények kozott. A pMMO expressziojahoz és aktivitasahoz
ezzel szemben réz ionok sziikségesek (76). A két enzimrendszer egymadstol fiiggetlen, a

pMMO nem az sMMO membranhoz kapcsolodo véltozata.

Methylococcus capsulatus (Bath) pmo génklaszterét klonoztak, szekvenaltak (72). A klaszter
harom nyitott olvasasi keretbdl all (pmoA, pmoB, pmo(C). Az alegységeket kodolo gének két
példanyban talalhatok meg a genomban, melyek minddssze 13 bazisparban térnek el
egymastol. A pmoC-t pedig egy harmadik példanyban is megtalaltak (77). A pmoA az enzim
25 kDa-os alegységét, a pmoB pedig a 45 kDa molekulatomegii pMMO polipeptidet kodold
gén. Az enzim rezet tartalmaz és maximalis aktivitdsdhoz réz sziikséges. A pMMO enzim
tanulmanyozéasa nehéz feladat, ami az enzim nagyfoku in vitro instabilitdsanak kdszonhetd.
Azonban metan limitalt korilmények kozott (28-34 dm’h'I"), magas réz koncentracioju
(20uM) tapoldatban ndvesztve a baktériumot, nagy mennyiségli, viszonylag stabil, aktiv
pMMO-t tartalmazdé membran izoldlhatd a baktériumbol. Ezt kovetden klasszikus
fehérjetisztitasi modszerekkel sikeriilt az enzimet aktiv forméban tisztitani Methylococcus
capsulatus (Bath)-bol (54).

A pMMO-n dolgozoé csoportok egyetértenek abban, hogy az enzim rezet tartalmaz, és hogy
minimum harom (kb. 45, 27 és 25 kDa alegységb6l épiil fel [2. Abra] (7). Dalton és
munkatdrsai altal végzett kisérletek szerint az aktiv pMMO enzim komplex (My: 99 kDa) 2,5

vas atomot és 14,5 réz atomot tartalmaz (7). A spektroszkopiai kisérletek szerint az aktiv
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centrum vasat ¢és rezet is tartalmaz (44). A rézionok tobbsége egy 618 Da molekulatomegii
peptidhez kapcsolodik, trinukledris egységeket alkotva. Ezeknek a peptideknek a rézionok
kotésén kiviil az enzim stabilizaldsaban lehet szerepiik.

Az sMMO lényegesen nagyobb in vitro stabilitdsa miatt a kezdetekben a figyelem erre a
rendszerre iranyult. Az sMMO-t a kovetkezé metanotrofokban tanulmanyoztdk eddig:
Methylococcus  capsulatus  (Bath) (20), Methylosinus trichosporium OB3b (29),
Methylobacterium CRL-26 (57), Methylosinus sporium 5 (59), a Methylocystis M torzs (53)
¢€s a Methylocystis WI 14 (35).

27 kDa

CH4
0,

H,O

CH;0H
DQ

2. Abra. A pMMO enzimkomplex.

Az sMMO hérom protein komponensbdl all:
- hidroxilaz (25 kDa)
- szabalyz6 (45 kDa)
- NADH-filiggé reduktaz (27 kDa) (17)
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A komponensek koziil a B és C egyetlen alegységbdl felépiilo fehérjék, mig az A protein

harom alegységbdl all 6ssze, amelyeket a3,y - val szokas jeldlni (86).

Az egyes komponensek részletesebb jellemzése, szerepiik a katalitikus folyamatban:

A-komponens. Az sMMO hidroxildz alegységének kristalyszerkezetét sikeriilt meghatarozni
(64), mely harom polipeptid féleségbdl épiil fel, ezek molekulatomege 54, 42 és 17 kDa. A
nativ fehérjében az alegységek (opy): elrendez6désben fordulnak el (56) [3. Abra]. Nem
hem csoporthoz kotddd metalloprotein, 2-4 mol vasat tartalmaz fehérje molekulanként. A
szétvalasztott harom alegység spontan Ujraegyesiil az apoproteinné, az aktiv hidroxilaz pedig
a kettds vas-centrum beépiilése révén jon létre (33); (26). A vas az egyetlen elem, amely

katalitikusan aktiv hidroxilazt tud kialakitani, mas fématomokkal nem helyettesitheto.

CH;O0H+ H,0 2H'+ CH4+O,

B alegység

170
NAD" +2H"

A alegység
NADH +H"

C alegység

3. Abra. Az sSMMO enzimkomplex.
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B komponens. Egy 17 kDa molekulatomegii fehérje, amelynek egyaltalan nincs prosztetikus
csoportja (32). Jelenléte elengedhetetlen a Methylococcus capsulatus hidroxilazanak
miikodéséhez, a Methylosinus trichosporium-ban taldlhatdé enzim aktivitdsat tizszeresére
emeli, s nem sziikséges a normalis miikddéshez a Methylobacterium CRL-6-ban (26); (34).

A M. capsulatus (Bath) sMMO altal katalizalt reakcié soran az elektronok a NADH-rol a
reduktdzra vandorolnak, s onnan a hidroxilazra, ahol az oxigén feltehetéen vizzé redukalodik
(32). A B-komponens szerepe abban lehet, hogy szénhidrogén szubsztrat jelenlétében a
NADH ¢s a szubsztrat oxidacidjat dsszekapcsolja, szabalyozva ez altal az SMMO aktivitasat:

ha van szubsztrat, akkor hidroxilazként, ha nincs, akkor pedig oxidazként miikodhet.

C-komponens. Egyetlen polipeptid lancbol all6 45 kDa-os vas-kén flavoprotein.
Molekulanként egy flavin adenin dinukleotidot (FAD) és egy Fe,S; centrumot tartalmaz (17);
(18). A C fehérje a redukalt NADH-to6] atvett elektronokat megkdti. Eloszor a két elektron
kotésére képes FAD centrum redukalodik, majd intramolekularis elektrontranszfer kovetkezik
a Fe,S; centrumra (amely egyszerre csak egy elektron fogadasara képes). Ezutan az
elektronok - egyesével - a reduktdz Fe,S; centruman keresztiil az A-komponensre (hidroxilaz)
keriilnek, ahol a metan oxidacidja végbemegy.

A réz ionok irreverzibilisen gatoljak az in vivo és in vitro SMMO aktivitast egyarant. A réz

ionok hatasara a C-komponens struktaraja felbomlik a vas-kén centrum elvesztésével (34).

1.6. Hidrogenaz enzimek

A hidrogenaz az ¢éldvilagban eléforduld legegyszeribb molekula, a hidrogén képzodését vagy
lebontasat katalizdld enzim, melyet elsdsorban prokaridta szervezetekben tanulmanyoztak
részletesebben. Hidrogén metabolizmust kiillonb6z6 aspektusokbol ez iddig tobb mint hatvan
fajban vizsgaltak (14).

Hidrogenazt tartalmaznak tobbek kozott az enterobaktériumok (koztiik az Escherichia coli),
Desulfovibrio fajok, biborbaktériumok, bibor kénbaktériumok, (és a vizsgalt metanotrof fajok
egy része) éppugy, mint a metdnt termeld metanogének (87). Hidrogendz enzimek
baktériumokon és az archedkon kiviil eukaridta szervezetek sejtszervecskéiben, mint példaul a
protozoak hidrogenoszomaiban ¢és a zold algak kloroplasztiszaiban is megtalalhatok.

Kiilonos figyelem irdnyult azokra a csoportokra, melyek a hidrogént esszencialis

energiaforrasként hasznositjdk, pl. a metanogének (Methanococcus, Methanobacterium,
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Methanosarcina), illetve képesek a hidrogént alternativ energiaforrasként felhasznalni
(Ralstonia eutropha, Rhodobacter capsulatus).

Mais mikroorganizmusok hidrogendzai azért keriiltek a figyelem kozéppontjaba, mert a
hidrogén metabolizmus szoros kapcsolatban van egyéb biokémiai ¢és fiziologiai
folyamatokkal. (pl. a nitrogénfixald mikroorganizmusokban: Rhizobium, Bradyrhizobium,

Anabaena, Azotobacter €s Frankia fajok) [21. oldal].

Egyre tobb baktériumrol deriilt ki az utobbi években, hogy két vagy tobb hidrogendz enzimet
is tartalmaznak, melyek a sejt kiillonbozd részeiben helyezkednek el [1. Téablazat]. Nem
talaltak hidrogenaz géneket olyan ismert szervezetekben, mint az ¢leszté az alacsonyabb
fejlettségi fokon 4ll6 Eukariotdk kozott, az Eubaktériumok korébdl pedig olyan fontos
fajokban, mint a Haemophilus influenzae és a Mycobacterium tuberculosis (14).

Az eddig tanulméanyozott archaedk tobbsége tartalmaz hidrogendz enzimet. A hidrogenazok
mikroorganizmusokban fellelhet6 valtozatos tipusban ¢&s szamban vald elterjedése
(multiplicitasa) [1. Téablazat] utal a hidrogén anyagcserében betoltott fontos szerepére,
valamint lehetévé teszi a ndvekedési koriilmények valtozasaval bekdvetkezd energetikai

valtozasokra valo gyors, hatékony vélaszreakciot.

Neév Rendszertani besorolas Hidrogendzok szama
Thiocapsa roseopersicina y-Proteobaktérium 4
Escherichia coli y-Proteobaktérium 4
Methanococcus voltae Euryarchaeota 4
Desulfovibrio vulgaris v-Proteobaktérium 3
Ralstonia eutropha B-Proteobaktérium 3
Trichomonas vaginalis Eukaritta 2
Azotobacter vinelandii v-Proteobaktérium 1

1. Tablazat. A hidrogendzok szdmszeru el6fordulasa kiilonb6z6 mikroorganizmusokban (14).
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A hidrogenazokat csoportosithatjuk az altaluk katalizalt reakcid in vivo vagy in vitro preferalt
iranya szerint. In vitro valamennyi ismert hidrogendz képes mind a kétirdnyu reakciot
katalizalni, in vivo azonban az egyik vagy a masik irdnyt részesitik elényben a szubsztat-
termék egyenstulynak megfeleléen (87). Az irodalomban a hidrogénfelvevé irdnyban miikodo
hidrogenazokat az uptake, a hidrogénfejlesztést katalizalo enzimeket pedig az evolution
jelzovel illetik. A hidrogendzok expresszidja lehet konstitutiv vagy indukalhato (16). Az
indukalast a légtérbe juttatott hidrogénnel vagy a nitrogendz enzim aktivitasanak
indukalasaval lehet biztositani. /n vitro a hidrogenazok tobbsége oxigén érzékeny. A legtobb

baktérium anaerob vagy mikroaerofil koriilményeket igényel a hidrogendz expressziohoz (4).

crer

Osszpontositottak. Mara a molekuléris bioldgia és a genetika térhoditasa figyelheté meg a

hidrogenaz kutatas terén is, a bioldgia tudomany egyéb teriileteihez hasonléan.

A hidrogenazok tobbsége fémtartalmi enzim. Minden hidrogendz tartalmaz FeS kockékat a
legkiilonbozobb elrendezddésben. Az egyik ezek koziil a klasszikus [2Fe-2S], [3Fe-4S] ¢és a
[4Fe-4S] vas-kén kockakba valé rendezddés (81). A vas-kén kockék altalanos tulajdonsagai
nagyon jol, bioszintézisiik azonban még nem ismert, ezért a hidrogendz kutatds e teriiletén
intenziv kutatasok folynak.

hidrogenazok két csoportra oszthatok. Fémként, nikkelt és vasat (82) és fémként kizarolag
vasat tartalmazé (58) aktiv centrumok ismertek. A kristalyszerkezet meghatarozasaval néhany
[NiFe] és [Fe] hidrogenaz aktiv centruma mar ismertté valt (pl.: Desulfovibrio gigas).

A meghatarozott szekvencia adatok alapjan a hidrogendzok rokonsagban allnak egyéb redox
fehérjékkel és enzimekkel. A Fe-S kockak, valamint az aktiv centrumuk révén a hidrogenazok
homologiat mutatnak a szolubilis ferredoxinokkal ¢és egyes 1égzési lanchoz tartozé

komplexekkel, mint példaul a NADH-ubiquinon oxidoredukt4zzal (Komplex I) (60).

1.6.1. Hidrogenaz aktivitas a metanotrof baktériumokban

A metanotrofok hidrogén anyagcseréjérél nagyon kevés ismeret all rendelkezésre.

Methylomicrobium album BGS8-bol és Methylosinus trichosporium OB3b-bdl anaerob
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korilmények kozott sikertilt kimutatni konstitutiv hidrogénfejleszté aktivitast (42). A
maximalis aktivitas 1,5 és 0,45 nmol H, fejlesztés (perc x mg fehérje)” sejtszarazanyag volt.
Takeda (78) kimutatta, hogy a Methylocystis T-1 nitrogénfixald koriilmények kozott
fejlesztett hidrogént abban az esetben, ha a gaztér 1,5-5,0% O,-t tartalmazott. Ennél magasabb
oxigénkoncentracio a nitrogénfixalast gatolta, s akkor sem tapasztaltak hidrogénfejlodést, ha
az oxigénkoncentraciot 1,5% ala csokkentették. Ebben az esetben a hidrogént a hipotézis
szerint a nitrogenaz enzim termelte. Chen és Yoch (1987) kiilon konstitutiv és indukalhato
hidrogenaz aktivitast mutatott ki M. trichosporium OB3b-ban (16).

A Methylosinus trichosporium OB3b-ban talalt hidrogén felvevo hidrogenaz aktivitas képes
redukalo eréforrast szolgéltatni az sSMMO €és a pMMO szamara is (74).

1.6.2. A hidrogenazok harom filogenetikailag kiilonb6z6 osztalya

Az elsd izolalt és jellemzett hidrogenazok vas-kén tartalmu dimer fehérjék voltak. Els6sorban
obligat anaerob szervezetekben talalhatok meg, mint pl. D. vulgaris (83) és a Clostridium
pasteurianum (49). Az osztalyozas elsdsorban a specifikus elektron donorok ¢€s akceptorok -
mint a NAD", citokromok, koenzim - F4y9 vagy ferredoxin- révén tortént.

Jelenleg mar tobb mint 100 hidrogenaz szekvencia hozzaférhetd, ebbdl tobb mint 40
mikroorganizmus genom-szekvenciaja ismert. A rendelkezésre allo adatok alapjan a novekvo
diverzitas (méret, negyedleges szerkezet, elektron donorok és akceptorok mindsége) ellenére
a hidrogenazokat harom filogenetikai osztalyba soroljak. Ezek a [Fe], [NiFe] és a fémet nem
tartalmazd hidrogenazok (81). Mindegyikre jellemz0 egy erésen konzervalt funkcionalis mag
(csoport) megléte. A magot alegységek vagy domének alkotjdk, melyek a katalitikus régio

részét képezik és a megfeleld struktura és funkcid kialakuldsdnak nélkiilozhetetlen ,.kellékei”.
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1.6.2.1. [NiFe] hidrogenazok

A Proteobaktériumokban periplazmatikus ill. membranban talalhaté [NiFe] hidrogenazok
tobbsége két alegységbdl allo heterodimert képez. A nagy alegység tartalmazza az aktiv
centrumot. A kis alegységben két-hdrom vas-kén (Fe-S) centrum taldlhatd. A centrumok
vesznek részt az elektronok tovabbitasaban az aktiv centrum és a fizioldgiai elektron
akceptorok/donorok kozott. A [NiFe] hidrogendzokban [4Fe-4S] ¢és [3Fe-4S] kockak
biztositjdk az elektronok 4ramlasat az aktiv centrumrdl a funkciondlis partner felé, ami pl.
citokrom lehet (82).

Az aktiv centrum (NiFe (CN) ; (CO)) szerkezetet mutat. A CO ¢és a két cianid ligand a vas
atomhoz kapcsolddik. Az aktiv centrum 2x2, az N- ¢és C-termindlison taldlhaté CxxC
motivumon keresztiil kapcsolddik a nagy alegységhez.

A [NiFe] hidrogenazok egyik alcsoportjat alkotjak a nikkelen és vason kiviil egy harmadik
tipusu fémet, a szelént is tartalmazd [NiFeSe] hidrogenazok. A szelén szelenociszteinként a

nikkelhez koordindlodva helyezkedik el az enzimben (30).

1.6.2.2. [Fe] tartalmu hidrogenazok

A [NiFe] tartalmu hidrogenazokhoz hasonldéan tobbnyire heterodimert alkotnak. Ez aldl
kivételt képez a kozelmultban Thermotoga maritima (80) baktériumban taldlt harom
alegységes NADH oxidalé hidrogendz. A két alegységes [Fe] hidrogendzok [4Fe-4S]
klaszterei a nagy alegységen taldlhatok. Ismertek egy alegységes [Fe] hidrogendzok, ezek
[2Fe-2S] és [4Fe-4S] centrumokat is tartalmaznak.

A kiilonleges felépitésii aktiv centrum, amely fémként kizarolag vasat tartalmaz, szintén a

nagy alegységen talalhato.

1.6.2.3. Fémet nem tartalmazo hidrogenazok

A hidrogenazok egy kiilonleges csoportjat képezi a metanogénekben felfedezett, fémet nem

tartalmaz6 hidrogenaz. Hidrogenaz aktivitas kizarélag akkor detektalhato, ha egy specifikus
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redox partner, az N°, N'’- metenil-tetrahidro-metanopterin (metenil-HyMPT") kapcsolodik
0ssze az enzimmel (52)

Az enzim egy monocisztronos génen kodolt homodimer, a hidrogén termeld metilén
tetrahidro-metanopterin dehidrogenaz (Hmd) (89). A Hmd a metenil-H4MPT" Hj-nel valé
redukcidjat katalizalja N°, N'%-metilén tetrahidro-metanopterinné (metilén-HsMPT). A Hmd
ezen kiviil az F4po-fiiggd metilén tetrahidro-metanopterin dehidrogenazzal (Mtd) egyilitt az
F420 Ha-nel vald redukcigjat katalizalja (63). Mind a két enzim nikkel mentes koriilmények
kozott indukalhatd. Az aktivitdst nem lehet gatolni sem CO, sem NO vagy C,H, kezeléssel.
Ezek a vegyiiletek a legtobb [NiFe] és [Fe] tartalmu hidrogenazra gatlo hatast fejtenek ki (81).
A fémet nem tartalmazé hidrogendzok tehat alapvetéen kiilonboznek a fémtartalmua
hidrogenazokt6l. A kozelmultban sikeriilt kimutatni, hogy a fémet nem tartalmazé

hidrogenazok tartalmaznak egy szerves kofaktort (13).

1.6.3. Szarmazastani kapcsolatok

A szarmazdastani osztalyok megéllapitdsadban nagy segitséget jelent a rontgen krisztallografia,
legalabbis a [Fe] és [NiFe] hidrogendzok esetében. A két fémet tartalmazo6 osztalyba tartozo
hidrogenazok aktiv centrumai meglepd szerkezeti hasonlosdgot mutatnak, annak ellenére,
hogy az ezt korilvevd polipeptid elrendezédésben alapvetden kiilonboznek. A
haromdimenzios kristalyszerkezetek alapjan megallapitottdk, hogy nincs szdrmazéstani
kapcsolat a [NiFe] és [Fe] tartalma hidrogenazok kozott (87).

Ezt tekinthetjiik a konvergens fejlodés jol alatdmasztott esetének. A szekvencia adatok alapjan
valoszintlsithetd, hogy a fémet nem tartalmazo hidrogenazok szerkezeti felépitése eltér a két,

fémet tartalmazo hidrogenazokétol (81).
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1.6.4. Sejtbéli lokalizacio

A hidrogendz enzimek elhelyezkedése a sejtben lehet citoplazmatikus, periplazmatikus,
valamint  citoplazma vagy tilakoid membranhoz kotott.  Eukariotdkban  pedig
hidrogenoszémakban lokalizaltak.

A periplazméban, vagy membranban elhelyezkedd [NiFe (Se)] hidrogenazok tobbsége a kis
alegység N-termindlisan tartalmaz egy un. szignal szekvenciat, ami a fehérje membranon
keresztiili transzportjaért felelés. Ez a szekvencia a tartalmaz egy konszenzus ,,twin-arginin”
motivumot, ami egyéb periplazmatikus fémtartalmu enzimek ,.exportjaért” is felelés. A
membrank6tott hidrogendzok érésének zard 1épéseként a kb. 50 aminosavat tartalmazéd

»leader” szekvencia a transzport végén levagddik.

1.6.5. Hidrogenaz gének

crer

kisegitd fehérjére van sziikség.

A hidrogenazok bioszintézisét legalaposabban a hidrogénfelvevé (uptake) hidrogenazt
tartalmazo Proteobaktériumokban tanulmanyoztdk, ahol a hidrogendz gének Ilehetnek
kromoszomalisak vagy megaplazmidon helyezkednek el. A hidrogenéazt kddoloé operonokban
a gének transzkripcios egységeket alkotva elhelyezkeddk. Az alegységeket kodold struktir
géneket 3’ vagy 5’ irdanyban koveti az érésben és szabalyozasban résztvevo fehérjéket kodolo
kisegitd gének egy része. Az utdbbi tiz évben szamos mutacios analizist hajtottak végre
kiilonb6z6 mikroorganizmusok (pl.: E. coli, R. eutropha, R. capsulatus, R. leguminosarum, B.
Jjaponicum, A. vinelandii és A. chroococcum, T. roseopersicina) hidrogenaz operonjaiban (46)
(22) (Maroti G. et. al. kozlés alatt). Az érésben résztvevo géneket két csoportba soroljak. Az
elsé csoportba tartozd gének a struktirgénekkel transzkripcids egységet képezve
helyezkednek el a genomban (cisz gének) és kizardlag az azonos operonban elhelyezkedd
struktargének 4ltal kodolt hidrogenazok érésében vesznek részt. Az érésben résztvevod
fehérjéket kodold hyp (hydrogenase pleiotropic genes) géncsaladra (transz gének) pedig az
jellemzd, hogy a géntermékek pleiotropikusak, az 6sszes hidrogenaz érésére hatassal vannak.
Az E. coli genomban talalhaté hypABCDE operon mind a harom aktiv izoenzim érésére

hatassal van (45). A hatodik Ayp gén, a hypF mashol helyezkedik el a kromoszéman (41). Van
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azonban két kivétel: a HypA, ami kizarélag a 3. hidrogendz érésében vesz részt és a HypC,
amely nem vesz részt a 2. hidrogenaz érési folyamataiban.

Hasonlé géneket azonositottak aerob hidrogénoxidalo baktériumokban is (28). R. eutropha
hyp operon egy része (hypACDEFX) két példanyban van jelen. Mindkét operon mutacidja

szlikséges a hidrogendz minusz mutans fenotipus létrehozasahoz.

1.6.6. Szolubilis hidrogenazok

A dolgozatban bemutatasra keriild sajat eredmények miatt lényeges a NAD'-redukéld
multimer hidrogenazok részletes jellemzésére kiilon kitérni. Elséként Ralstonia eutropha
Gram (-), f-proteobaktériumbol izolaltak szolubilis, négy alegységes, hidrogenazt, amely
képes a NAD"-ot hidrogénnel reverzibilisen redukalni (71). A NAD (P)"-fiiggd hidrogenazok
altaldban  heterotetramer elrendezddésti, komplex enzimek, 175 kDa  éatlagos
molekulatdomeggel. A tetramert egy diaforaz és egy hidrogendz dimer alkotja. A hidrogenaz
dimer végzi a molekularis hidrogén oxidalasat, illetve a hidrogéntermelést. A diaforaz dimer
felelés a redukalt kofaktor (NAD(P)H) oxidalasaért, illetve NAD(P)H képzésért [4. Abra, 27.
oldal]. A diafordz dimer nagy alegysége (HoxF) tartalmaz NAD'-ot, FMN-t és 2 [Fe-S]
kockat. A tetramert alkotd masik dimer egy, a hoxY és hoxH gének altal koédolt [NiFe]
hidrogenaz (79). A struktirgének plazmidon helyezkednek el. Iranyitott mutagenezis
segitségével, in vitro 1étrehoztdk a két dimert, és kisérletesen igazoltak, hogy a két dimer
egymastol fiiggetleniil miikodik, valamint a diafordz alegységnek szerepe van az enzim
stabilizalas kialakitasaban (48).

Egyediili hidrogenaz enzimként fordul elé a Gram (+) baktériumok koziil a Nocardia opaca-
ban (Rhodococcus opacus MR22) (36). A struktirgének két nyitott leolvasasi kerettel egyiitt,
illetve a hoxH hidrogendz dimer nagy alegységét kodold fehérjétdl 3’ iranyban egy hoxW
proteazt kodold génnel egyiitt plazmidon lokalizaltak. A stop és start kodonok R. eutropha
hoxFUY strukturgénjeihez hasonloan, szintén atfednek. A struktirgének magas fehérjeszintii
azonossagot mutatnak R. eutropha struktirgénjeivel (HoxF: 89,9%, HoxU: 92,3, HoxY: 91,4,
HoxH: 93,7). A két baktérium szolubilis hidrogendz strukturgéneket kodoldé nukleotid
szekvencidja 84%-os azonossagot mutat. A polipeptid ldnc masodlagos szerkezetében, a
hidrofob, hidrofil régidk eldforduldsdban sincs szignifikdns kiilonbség. Az alegységek
molekulamérete paronként szinte teljesen azonos. A kdzelmultban sikeriilt RA. opacus MR11
torzsbél szarmazo, funkcionalisan aktiv NAD'-redukalé hidrogenazt R. eutropha H16

szolubilis hidrogenaz mutans torzsben expresszalni (61).
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NADP-fiiggé [Fe] tartalmu hidrogenazt kodold struktirgéneket (hndABCD) klonoztak,
szekvenaltak Desulfovibrio fructosovorans szulfatredukalo baktériumban (47). A hndA altal
kodolt fehérje N-terminalisa (149 aminosav) alacsony, 26%-0s azonossdgot mutat a R.
eutropha HoxF NAD'-redukalé hidrogenaz alegységével. A 13,8 kDa-os, hndB gének altal
kodolt fehérje alegység nem mutat homologiat egyik ismert NAD(P) -fiiggd hidrogenazzal
sem. A HndC 59%-0s azonossagot mutat Anabaena variabilis HoxF alegységével, a HndD
pedig 34%-osat a HoxU alegységgel.

A cianobaktériumok reverzibilis hidrogendza mindkét irdnyban katalizal. Konstitutivan
fejezddik ki (73). A NAD(P)-redukalé hidrogenazok eléfordulnak tobbek kozott A. variabilis-
ban is. Erre a szolubilis NAD'-fiiggd hidrogenazra jellemzd, hogy legmagasabb szintii
homolégiat R. eutropha és R. opacus hidrogenazaival mutat a szintén négy alegységes enzim.
A hoxY és a hoxH, valamint a hoxU ¢és a hoxF struktargént kodolo alegységek kozott azonban
nyitott leolvasasi kereteket taldlunk. Ezen kiviil a hoxF-et és a hoxU-t egy kb. 1 kb-nyi
szekvencia valasztja el. Az enzimek tetramert vagy pentamert (70) képeznek és szolubilisak
vagy lazan kapcsolédnak a membranhoz (81). Otddik, HoxE alegységet elészor a
Synechocystis sp. PCC 6803 torzsben irtak le. Feltételezések szerint ez harmadik diaforaz
alegységként funkcionalhat (70). Csoportunkban, Thiocapsa roseopersicina biborkén
baktérium genomjaban is megtalaltdk az 6todik alegységet kodolo gént (Rakhely et al., kdzlés
alatt).

A hoxU és hoxF a diaforaz dimer kis és nagy alegységét kodold gének (R. eutropha, R.
opacus MR11 ¢és Anabaena variabilis esetén is) homologidt mutatnak a Komplex I két
alegységével. A Komplex I els6ésorban mitokondrium belsé membranjaban, valamint
baktérium citoplazma membranjaban talalhato6 NADH-ubiquinon oxidoreduktaz (88).
Pyrococcus furiosus hipertermofil archeaban irtdk le az els tobb alegységes, szolubilis
hidrogenazt (11). Az archacdk NAD(P) -redukalé hidrogenazai szintén négy alegységesek.
Az alegységek és a prosztetikus csoportok szervezddése hasonld az eubaktériumokban (pl.: R.
eutropha) leirtakéhoz. A négy alegységes, tisztitott és biokémiailag jellemzett hidrogenaz

feladata a H,S vagy a H, termelése a mikroorganizmus fermentativ metabolizmusa soran (62).

Megfeleld - oxigén jelenlétében vagy oxigénmentes- koriilmények kozott a szolubilizalt és a
felsorolt szolubilis enzimek tisztithatok a mar ismert fehérjetisztitasi modszerek segitségével.
Az szolubilis enzimek altalaban nagy méretiiek €s savas aminosav oldallancokat tartalmaznak,

ezért tisztitdsuk sordn elsdsorban gélfiltraciot vagy ioncserés kromatografiat alkalmaznak.
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4. Abra. Ralstonia eutropha NAD'-redukalé hidrogenaz strukturalis és funkcionalis modellje.

1.6.7. Hidrogenazok fiziologiai szerepe

Legalabb 13 hidrogenazokhoz rendelhetd fizioldgiai funkciot tudunk megkiilonboztetni [2.

Tablazat]. Kozvetve vagy kozvetleniil, tobbnyire a sejt energia atalakitasi folyamataiban

vesznek részt:

Csoportositas Funkcio Eléfordulas
Kizarolag vasat tartalmazé (Fe-only) Fermentacio, Obligat anaerob
hidrogenazok energiakonzervalas? | baktériumok és Eukaridtak
Anaerob, fakultativ anaerob,
[NiFe (Se)] membrank&tott vagy Energiakonzervalas . ,
obligat anaerob és anaerob
periplazmatikus/respiratérikus hidrogenazok :
organizmusok
Proteobaktériumok
[NiFe] (tilakoid) hidrogén felvevo Energiakonzervalas Cianobaktériumok
hidrogenazok
Energiakonzervalas
Reverzibilis NAD(P)-fiiggd hidrogenazok Cianobaktériumok

Redox-egyensuly
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Csoportositas Funkcié El6fordulas
Fakultativ és obligat anaerob
NAD(P)-fiiggd hidrogenazok Energiakonzervalas .
baktériumok
NAD(P)-fiiggd hidrogenazok Fermentécio Obligat anaerob Archedk
F4p0-nem-reaktiv hidrogendzok Energiakonzervalas Metanogének
F4;0- reaktiv hidrogendzok Energiakonzervalas Metanogének
Hidrogén-érzékeld
[NiFe] szenzor hidrogenazok komponens a Kemolitotrof/fototrof
hidrogenaz expresszi6 Proteobakteriumok
genetikai
szabalyzasaban
Format-hidrogénliaz komplexhez asszocialtan Fermentacio Fakultativ és obligat
eléforduld [NiFe] hidrogenazok anaerobok, Archaeak
Ech hidrogenazok Metanogenezis Metanogének
utvonal
Nem-fém hidrogendzok Energiakonzervélas Metanogének
Szolubilis-hidrogenazok Nem ismert Anabaena cylindrica

2. Téabléazat: Hidrogenazok csoportositasa eléfordulas és funkcio alapjan (14).

Az anaerob baktériumok metabolizmusaban a hidrogendzok jelentdségét két esetben

emelhetjiik ki.

a) Vannak kozottiik fermentativ baktériumok, melyek hidrogén termelése a fermentécio
soran eldallitott redukalt molekuldk eloxidalasa révén valdsul meg (ezaltal biztositva van
az elektronhordozok folyamatos cirkulacigja). Ezeknél a fermentativ anaerob
mikroorganizmusoknal a fermentacio soran a redox egyensuly ugy tarthato fent, hogy az
elektronok a redukalt elektronhordoz6 faktorokrél, a hidrogendzokon keresztiil,
hidrogénre, mint terminalis elektron akceptorra keriilnek at. A C. pasteurianum

hidrogenaza volt az elso, tisztitott és jellemzett enzim (15).
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b) Szadmos anaerob baktérium képes a hidrogént, mint energiaforrast hasznositani elektron

akceptorok redukaldsan keresztiil [3. Tablazat].

Elektron akceptor Reakcio Faj
Szulfat 4H, + SO, — S + 4H,0 Desulfovibrio sp.
Szén-dioxid 4H, + CO, — CH4 + 2H,0 Methanobacterium sp.
Szén-dioxid 4H, + 2C0O,; — CH3COOH + 2H,0 Acetobacterium sp.
Kén H, +S°— H,S Campylobacter sp.
Nitrat 5H, + 2NO; + 2H" — N, + 6H,0 Paracoccus denitrificans
Fumarsav Fumarsav + H, — borostyankdsav Vibrio succinogenesis

3. Téblazat. A hidrogén anaerob viszonyok kozotti energiaforrasként valo hasznositasa (1).

A Desulfovibrio genusba tartozo fajok jellegzetessége a szulfat, komplex elektrontranszport
lanc terminalis elektron akceptoraként valo felhasznalasa. A baktérium a szerves vegyiileteket
vagy hidrogént hasznalja kiindulasi elektron donorként, végiil a folyamat H,S fejlédéshez
vezet. A H, hidrogendz enzimen keresztiil 1ép be az elektrontranszport lancba, egy alacsony
redox potencidllal rendelkezd citokrom cs-at redukélva, ami a kovetkezd 1épésben ferredoxint
redukal.

A metanogének egyedi csoportot képeznek az obligat anaerob mikroorganizmusok kozott. A
hidrogént felhasznalhatjak egyediili energiaforrasként a disszimilatorikus metantermelésnél és
a széndioxid asszimildcidja sordn, amikor a szenet beépitik a sejtjeikbe.

A Paracoccus denitrificans, amit habar aerob hidrogén-oxidalé baktériumként definialtak,
oxigént vagy nitratot hasznal a respiratorikus hidrogénoxidéacid soran.

Fakultativ anaerob baktériumokban, mint pl. az E. coli, a piruvatot eldszor formatta oxidalja a
piruvat-format lidz enzim, acetil-CoA képzdédésével, az energia ATP formdjaban
raktarozodik. Aerob koriilmények kozott a piruvat-format lidzt a piruvat dehidrogenaz enzim
valtja fel. Anaerob koriilmények kozott, és amikor nincs megfeleld elektron akceptor a

rendszerben, a format hidrogénné és széndioxiddd oxidalodik. Az oxidaciét a format-
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hidrogénliaz komplex végzi [17. oldal]. Az enzimkomplex miikddését a nitrat és az oxigén is
gatolja.

Az E. coli képes a hidrogént, mint elektron donort hasznositani. A baktérium ndveszthetd
fumaraton vagy malaton, ha hidrogén vagy format van jelen elektron donorként a
rendszerben. A hidrogendz a hidrogén -elektronjait hasznalva, egy citokrom b-n ¢s

menaquinonon keresztiil végzi a fumarat redukciojat.

A fotoszintetizalo baktériumok a széndioxid fixalashoz sziikséges redukalé erét szerves vagy
szervetlen forrasokbdl nyerik. Hidrogént, kénhidrogént, elemi kenet és egyes esetekben
szerves vegyiileteket haszndlnak redukaloszerként. Hidrogéntermelést kizardlag ammonia
hianyaban mértek, ezért a nitrogénfixdldssal hoztdk kapcsolatba. A termelédott hidrogén a
nitrogendz enzimkomplex miikddésébdl szarmazo melléktermék [17. oldal].

Egyes fajok képesek autotrof novekedésre a széndioxidot, mint szénforrast és a hidrogént,
mint energiaforrast hasznositva.

Az aerob hidrogén-oxidald baktériumok jellegzetessége, hogy a hidrogént, mint elektron
donort, a széndioxidot, mint szénforrdst hasznositva autotrof médon ndvekednek. Knallgas
baktériumoknak is nevezik 6ket, mivel a termindlis oxidaldszer maga az oxigén molekula. Az
aerob hidrogén baktériumok csoportja taxondmiailag meglehetésen heterogén. Gram-negativ
képviseldik, pl.: Ralstonia, Pseudomonas, Paracoccus, Xanthobacter, Gram-pozitivok a
Nocardia, Mycobacterium és Bacillus nemzetségek. A mikroorganizmusokban két tipikus
hidrogenaz kiilonithetd el. A szolubilis, amely hidrogénnel kézvetleniil NAD -ot redukal, és a
membrankotott, amely nem képes a NAD'-dal kozvetleniil reakcidba lépni. Az autotrof
novekedés soran a szolubilis hidrogenaz NADH-t termel a széndioxid fixalashoz, mialatt a
membrank6tott hidrogenéz a respiratorikus lancon keresztiil energiatermelésben vesz részt.
Aerob nitrogénfixald baktériumokban (pl. Azotobacter sp.) a hidrogenaz enzimek fizioldgiai
szerepe a nitrogénfixdlashoz kapcsolddik. A nitrogén redukcidja ammoéniava egy
meglehetdsen energiaigényes folyamat, kiilonosen akkor, ha az ATP-fliggd reakci6 soran az
elektronok jelentds része protonok redukcidjara hasznalodik fel. A nitrogénfixalok rendszerint
tartalmaznak hidrogénfelvevd irdnyban miikodd (uptake) hidrogenazt. A nitrogendz enzim
altal melléktermékként termelt hidrogént a hidrogenaz enzim oxidalja. Az elektronok
visszajutnak a sejtbe, az igy keletkez6 membranpotencial kiilonbség pedig az ATP-azon

keresztiil egyenlitddik ki ATP keletkezés kozben [5. Abra, 32. oldal].
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Néhany proteobaktériumban (R. eutropha, R. capsulatus, B. leguminosarum) a hidrogenazok
expressziojanak szabalyzasaban résztvevo szenzor funkcidt ellatdé hidrogendzokat talaltak (8,
23).

A cianobaktériumok  hidrogén metabolizmusa jol  tanulmanyozott. Ezek a
mikroorganizmusok, fajtol és novesztési koriilményektdl fiiggéen hidrogént termelnek vagy
oxidalnak. A hidrogén szinte mindig csak a nitrogénfixalast végzo sejtekben termelddik és a
hidrogéntermelés, valamint a nitrogénfixalas egyarant visszaesik, ha nitrogénforrast kap a
baktérium. Mivel a nitrogendz altal torténd hidrogéntermelés irreverzibilis, az Gsszes ismert
hidrogénoxidal6 folyamat hidrogenaz altal katalizalt reakcio.

A sejtben, a két iranyban miikédo hidrogenazok a fotoszintetikus és respiratorikus transzport
lanc redox egyensulyat tartjdk fenn.

A hidrogenaz katalizal in vivo hidrogénfejlesztést, jollehet nagyon specidlis reakciokban. Egy
példa erre az Oscillatoria limnetica, melynek intakt sejtjei hidrogént fejlesztenek szulfid- és
fény-fiiggd reakcidban.

Az eukariotak koziil a zold és barna algak kiilonbozo fajai képesek a hidrogéntermelésre és a
hidrogén giz oxidalasara is adott novesztési koriilmények kozott (43). Mivel ezekben az
eukariotakban nincs nitrogendz enzim, a hidrogén metabolizmus az algdkban kizardlag a
hidrogenaz enzimeken keresztiil valosul meg. A hidrogénhasznositast algakban két csoportra,
fény-fiiggd €s fénytdl fiiggetlen reakciokra osztjdk. A fény-fliggd reakcidok sokkal jobban
tanulmanyozottak, ami érthetd, ha a rendszert, mint potencialis napenergia-atalakito rendszert
tekintjiik.

A protozoa Trichomonasok nem tartalmaznak mitokondriumot vagy peroxiszomat, de
talalhatd benniik egy jellegzetes, membrankotott szervecske, amit hidrogenoszémanak
neveznek. FO funkcidja a piruvat anaerob uton torténd atalakitdsa acetattd, amit - hasonldan az
anaerob baktériumokhoz - szubsztrat szintli foszforilacid €és hidrogéntermelés kisér. Aerob
koriilmények kozott a hidrogenoszomak a piruvat metabolizmusa soran molekularis oxigént

hasznalnak terminalis elektronakceptorként.
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5. Abra. A membrankotott [NiFe] hidrogenazok baktériumok energiahaztartasaban betoltott

szerepe.
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1.6.8. Hidrogenaz aktivitasméreés

1.6.8.1. Aktivitasmérési technikak (14)

A hidrogenaz enzimek eddig ismert elsddleges elekronszallitéi a ferredoxin, flavodoxin,
citokrom c; és a NAD. Szamos mesterséges elektronhordozo vegyiilet (pl.: redox festékek)
ismert, melyek segitségével a rutin enzimaktivitasi méréseket végzik.

A hidrogenaz aktivitas mérési modszerek az alabbi reakcidk katalizisén alapulnak:

Hidrogéntermelés:

Donor,eq + 2H ™ — Donor,y, + Hy

ahol az elektron donor egy alacsony redox potencialu vegytilet, mint a citokrom cs (D. gigas)

(Eo’=-330 mV) vagy a metilviologén (Ey’= -446 mV).

Hidrogén oxidacio:

H, + Akceptor,, — Akceptoreq + 2H"

ahol az elektron akceptor lehet altaldban a standard hidrogén elektrdd redox potencialjanal
(Eo’=-420 mV) magasabb redox potenciallal rendelkezd vegyiilet, pl.: a metilénkék (Eo’= +11
mV), benzilviologén (E¢’= -358 mV) vagy a diklérfenol-indofenol (DCIP) (Ey’=-217 mV).
Habar a metilviologént alacsony redox potencidlja miatt elsésorban hidrogén fejlesztd
aktivitasmérések elektrondonorjaként hasznaljak, szdmos hidrogendz redukalja is a festéket
hidrogén jelenlétében. Ennek az az oka, hogy a hidrogenaz altal katalizalt reakcid egy
egyensulyi folyamat. /n vitro tetszdleges iranyban eltolhatd az egyenstly a szubsztrat vagy a
termék talstlyaval. gy abban az esetben, ha a redukalt metilviologént tlstilyban hasznaljuk,
a reakcio eltolhato hidrogén fejlesztés iranyaba.

A metilviologén ¢és a metilénkék is elsddleges elektronhordozoként vesz részt a tiszta
hidrogenaz  preparatumokkal  végzett  aktivitdsmérési  reakcidkban, nem  tiszta

enzimpreparatumok esetén, a természetesen jelenlévd elektronhordozok képesek lehetnek a
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festék ¢és az enzim kozotti kapcsolat kialakitasara. Ezért a részlegesen tisztitott
preparatumokban természetesen jelenlévd, hidrogenaz altal redukalhatod szubsztratok jelenléte
hidrogén felvevd irdnyban, tehat a szubsztrat redukcidjat nyomon kdvetve, az aktivitds
alulbecslését eredményezheti, viszont tilbecsléshez vezethet, ha a hidrogén mennyiségének
csokkenését kovetjiilk nyomon.

Hiba forrdsa lehet még a reakcidedény geometridjabol, pontosabban az altala kialakitott
folyadék-gaztér érintkezési feliiletének nagysagabol adodo eltérés.

Ezek mellett az enzim koncentraci6 valtoztatdsdval az aktivitas valtozdsa nem egyenesen
aranyos, ami Ujabb szisztematikus hibahoz vezet (6). Ezért a kiillonb6z6 laborok specifikus

hidrogenaz aktivitas értékeit nem hasonlithatjuk 6ssze.

A leggyakrabban alkalmazott mérési modszerek a kovetkezok:

1. A reakciot a donor oxidalasan vagy az akceptor redukalasan keresztil kovetjiik,
spektrofotometridsan mérve.

2. Amperometriasan, Clark-tipusu elektrédot haszndlva. Ez egy gazateresztd
membrannal hatarolt platina elektrod. A mddszer elénye, hogy Ilehetévé teszi a

hidrogéntermelés sebességének folyamatos kovetését.

3. Gaznyomast mérve, manometridsan. A gazfejlodést mérjiik, ebbdl szdmolhatd az
aktivitas.
4. Gazkromatograf segitségével, hovezetoképesség-mérd detektorral. Ebben az esetben a

hidrogénfejleszté aktivitast, a termelddott hidrogén gédz mennyiségi analizisével hatarozzuk

meg.

Egy tényez6t azonban nem szabad figyelmen kiviil hagyni, amely a felsorolt mddszerek
mindegyikénél fontos, hogy a hidrogén kijut a folyadék fazisbol a folyadék feletti gaztérbe.

A harmadik ¢és a negyedik modszerrel a hidrogén gaz, folyadék feletti gazfazisban 1€vo
parcialis nyomasat lehet meghatarozni. A médszerek azzal a kritériummal hasznalhatdk, ha
feltételezziik, hogy a gaz és a folyadék fazis kozott egyensuly all fenn és kevertetjiik a
rendszert. A gazmolekulak cseréjének mértéke a folyadék és a gazfazis kozott nagyon lassu,
kiilénosen alacsony hidrogén koncentracio esetén.

Tovabbi aktivitds mérésére hasznalt mddszer, pl. a deutérium vagy tricium cserén alapulod
technika, melynek eldnye, hogy szaritott enzimen (14) is lehet aktivitast mérni, valamint nincs

szilkség elektron donorra, illetve akceptorra. A deutériumot ebben az esetben
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tomegspektrométerrel detektaljak. A mérési modszer alternativ valtozata, amikor a viz

hidrogén atomjat triciumra cserélik, ilyenkor radioaktivitast detektalva mérik az aktivitast.

1.6.8.2. Az oxigén szerepe (2)

Az oxigénnel, az enzimstabilitds €s az enzimaktivitds mérés szempontjabol is nagyon fontos
foglalkoznunk. Az 6sszes hidrogén felvevd aktivitdst mérd technika esetén gondot jelenthet -
akar nyomnyi mennyiségben jelenlevd- oxigén jelenléte. Hidrogenaz aktivitas oxigén
jelenlétében nem mérhetd, illetve mérési hibat okoz. A méréshez elengedhetetlen az
oxigénmentes koOzeg fenntartasa. Ezért a hidrogén felvevd aktivitdas mérések soran
oxigénmentesitd rendszereket alkalmaznak, ilyen pl.: a glikéz/glikoz-oxidaz vagy a
merkaptoetanol/B-12 vitamin rendszer. A hidrogén fejlesztd aktivitas mérések soran altalaban
Na-ditionitot hasznalnak az elektrondonorok elredukdlasara, ami, feleslegben alkalmazva,

biztositja a rendszer oxigén-mentesitését.

1.7. A hidrogén anyagcserével kapcsolatba hozhaté enzimek

Ismertek olyan enzimrendszerek, amelynél a hidrogén, mint reakcidpartner jelen van, de az
enzimek nem tekintheték hidrogendznak, mivel Oonmagukban nem képesek a hidrogén

reverzibilis atalakitasara.

A nitrogenaz enzimkomplex feladata az elemi nitrogén megkotése, redukcidja ammonidva.
Ezek az enzimek vas, szulfid alapu, komplex prosztetikus csoportokat tartalmaznak,
molibdénnel vagy vanadiummal kombindlva. A nitrogendzok a nitrogén redukaldsanak

melléktermékeként hidrogént termelnek (3) [5. Abra, 32. oldal].

A format-hidrogénlidz komplexet elsésorban Enterobaktériumokban, féleg E. coli-ban
tanulmanyoztak. A format-hidrogénliaz egy membrankottt multienzim. Format dehidrogenaz
¢s hidrogenaz enzim kapcsolodik 6ssze kiillonbozo elektron transzport molekuldkon keresztiil.
A komplex membrankotott, a membran belsd, citoplazma feldli oldalan helyezkedik el. Az
enzim anaerob korlilmények kozott, exogén elektron akceptor hidnyiban a hangyasavat
széndioxidda és hidrogénné oxidalja. A komplexnek két kiilonb6z6 - format dehidrogenaz és

hidrogenaz - aktivitdsa van. E. coli-ban a format dehidrogenaz fémként vasat és szelént
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tartalmaz, az utdbbi szelenocisztein formaban taldlhatdé az enzimben. Emellett egy
molibdopterin kofaktort is azonositottak (5). A komplex hidrogenaz enzime egy [NiFe]
hidrogenaz. A hét alegység a hycABCDEFGHI operonban kodolt (67).

Egyes kemolitoautotrof baktériumok, mint pl. a Pseudomonas carboxydovorans, a
szénmonoxidot (CO), mint kizdrolagos szén-és energiaforrast hasznositjak aerob vagy
denitrifikalé koriilmények kozott (50). A metabolizmus fakultativ, legtobb képviseldjik a
szénmonoxidon kiviil képes széndioxid, szerves szubsztratok ¢és hidrogén hasznositasara is. A
CO és H; hasznositasahoz olyan enzimkészletre van sziikség, amely egyediilallo sszetételben
talalhaté meg a mikroorganizmusokban. Ezek koziil a CO oxidaciot a molibdén tartalmazé
vas-kén flavoprotein CO dehidrogenaz végzi. Ehhez kapcsolodik tobbek kozott egy
membrankotott (uptake) hidrogendz. A CO dehidrogendz a CO széndioxidda vald oxidaciojat
katalizalja viz jelenlétében. Az elektronok egy membrankotott citokromra tovabbitodnak.
Tisztitott enzimen mesterséges elektron akceptorokkal is mérheté CO dehidrogenéz aktivitas.
Megfeleld mesterséges elektron akceptorokkal és donorokkal a tisztitott enzimmel hidrogenaz
aktivitast is mértek (52). Az aktivitds a CO oxidalo aktivitashoz képest alacsony volt, annak

atlagosan csupan 0,5%-at érte el.
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2. Célkituzések

2.1. Altalanos célKitiizés

A metan monooxigendz enzimek egyediilallo katalitikus aktivitdsuk révén szamos
kornyezetkiméld és gazdasagos biotechnoldgiai eljaras lehetséges katalizatorai [4. oldal]. In
vitro miikddéslikhdz azonban sziikség van egy olcsd, kornyezetbarat redukald eréforrasra. A
hidrogenaz enzimek altal termelt hidrogén egy idealis jelolt erre a célra. Ezért célul tliztem ki
a metanotrofok hidrogén anyagcseréjének, a hidrogén metabolizmusban szerepet jatszo
enzimeknek a pontos megismerését, valamint a metdn ¢és hidrogén anyagcsere kozotti

molekularis kapcsolat vizsgalatat.

2.2. Részletes célkitiizés

A fenti altalanos cél elérése érdekében a hidrogenaz enzimek tanulmanyozasat, elsésorban

fehérje szintl jellemzését végeztem el az alabbi részfeladatok alapjan:

e 1. A baktériumban taldlhaté hidrogendz enzimek kimutatasa

e 2. Hidrogenaz aktivitasmérések optimalizalasa Methylococcus capsulatus (Bath)-ban
e 3. Az enzimek lokalizacdjanak vizsgalata

e 4. A Hox tipusu szolubilis hidrogenaz struktirgénjeinek azonositasa

e 5. Membrankotott hidrogenaz struktirgének térképezése metanotroéfokban

e 6. A szolubilis hidrogendz enzim biokémiai jellemzése

e 7. A hidrogenaz enzimek in vivo funkcidéjanak meghatarozasa

A Methylococcus capsulatus (Bath) termofil metanotrof baktérium az egyik legalaposabban

tanulmanyozott metanotrof, ezért valasztottam munkam targyaul.
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3. Anyagok és modszerek

A kisérletekhez felhasznalt vegyszerek nagy része a Sigma (USA), Reanal Vegyszergyar

(Magyarorszag) és a Merck (Németorszag) cégek terméke.

3.1. Tapoldatok és taptalajok

NMS (nitrate mineral salt): 10mM KNO3; 4mM MgSO4x7H20; 1,36mM CaClpx2H20;
2mM KH2PO4; 2mM NapHPO4; 3,3uM FeSO4x6H,0; 10uM Fe-EDTA; 1,4uM
ZnSO4x7H20; 0,1uM MnCl,x4H,0; 0,24uM H3BO3; 1uM NaMoO4x2H20; 0,3uM
CoCl2x6H20; 0,67uM Na-EDTA (84).

A tapoldatot 2,1uM NiCl,x6H,0-val egészitettem ki. A réztartalmu tapoldatok/taptalajok

1uM rézszulfatot tartalmaztak.

LB: 5gNaCl, 5g ¢éleszt6 kivonat, 10g Bacto tripton, (pH=7) 1 liter végtérfogatra szamitva.

3.1.1. Folyadékkultura

500ml térfogati Erlenmeyer lombikban 60ml tapoldatba kb. kétkacsnyi, Petri-csészérdl
szarmaz6 inokulumot oltottam. A Suba-Seal dugoval lezart Erlenmeyer lombikokat razatva
(200-250rpm), 43°C-on tartottam. A 440ml gaztér osszetétele 50%levegd, 48%metan és 2%
széndioxid volt. A tapanyagul szolgalo gazkeveréket 1-2 naponta cseréltem.

Az E. coli-t 37°C-on LB folyadékban tartottam fenn (66).

3.1.2. Tenyésztés szilard taptalajon

A metanotrof baktériumokat 1,5% Bacto agart tartalmazé NMS téptalajon tenyésztettem. A
Petri-csészéket anaerosztitban tartottam, a folyadékkulturaknal leirt atmoszféra alatt. Az

anaerosztatok gazterét 6-7 naponta cseréltem.

Az E. coli-t 37°C-on LB lemezen (1,5% agar) tartottam fenn (66).
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3.2. Fermentorkultura

1,5 liter kapacitast “BioFlo IIC” New Brunswick tipusti fermentort hasznéltam, 5 liter NMS
tapoldattal. A tenyésztési koriilmények folyamatos lizemmodban a kdvetkezdk voltak: 43°C,
150-250rpm 4allandé kevertetés, pH=6,8. A tenyészetet folyamatosan atbuborékoltattam
levegovel ¢s CH4-CO, keverékkel (aramlasi sebesség ekkor levegd esetén 75ml/min, a CHy-

CO; keverék esetén 50ml/min volt).

3.3. Szolubilis és membran frakcié preparalasa

Methylococcus capsulatus (Bath) sejteket 10000xg sebességen, 10 percig centrifugaltam,
majd 20mM MOPS (pH=7,0) pufferben felszuszpendaltam. 0,25mg/ml lizozim hozz4adasa
utan, 37°C-on, 10 percig inkubdltam. A sejteket ultraszonikator segitségével tartam fel. A
sejttormelék eltavolitdsa (15000xg, 15 perc) utdn a sejtmentes frakciot (feliiluszo)
szétvalasztottam szolubilis és membran frakcidra (100000xg, 1 6ra) (37). A membran frakciot
25mM  MOPS pufferben (pH=7,0) mostam, centrifugaltam (100000xg, 1 6ra).
Periplazmatikus frakcidt tisztitottam (66) a szolubilis hidrogendz lokalizaciojanak

meghatarozasa céljabol.

3.4. A pH fiiggés meghatarozasahoz hasznalt pufferek

pH puffer

4,0 Citrat-foszfat puffer
5,0 Citrat-foszfat puffer
6,0 Citrat-foszfat puffer
6,0 25mM MOPS

6,8 25mM MOPS

7,0 25mM MOPS

7,0 Citrat-foszfat puffer
7,2 50mM Tris-HCl

8,0 50mM Tris-HC1

9.0 50mM Tris-HC1

39



3.5. Hokezelés

A szolubilis frakcio hidrogendz aktivitdsanak homérsékletfiiggését a kovetkezd paraméterek
szerint vizsgaltam. A mintdt 10 percig inkubaltam az adott hdmérsékleten, levegén ¢€s
nitrogén gaztér alatt. Majd 5 perc, 10000xg centrifugélassal tavolitottam el a kezelés hatasara
kicsapodott fehérjéket. Szignifikans aktivitdsvesztést nem tapasztaltam az oxigénen kezelt

minta esetén, ezért az oxigénen vald hdkezelést alkalmaztam.

3.6. Sejtek permeabilizalasa detergenssel

60ml tapoldatba, 10%-nyi folyadék indit6 kultiraval leoltott, 43°C-on, stacioner fazisig
nevelt, rdzatott sejtkulturaval dolgoztam. A sejteket centrifugéltam (10 perc, 5000xg), majd
20mM K-POj, pufferben (pH=7,0) szuszpendaltam fel.

Triton X-100 nem ionos detergenst hasznaltam a Methylococcus capsulatus (Bath) sejtek

permeabilizalasara. A sejteket a detergens hozzdadésa utan 37°C-on, 30 percig inkubaltam.

3.7. Fehérje meghatarozas

A fehérjetartalmat a Lowry mérési mddszeren alapulé DC (Bio-rad) fehérje-meghatdrozo
rendszer segitségével mértem. Marha szérum albumint hasznaltam standardként. A

reakcioelegy 1-2mg szolubilis vagy, 0,8-1mg membran fehérjét tartalmazott.

3.8. Hidrogenaz aktivitasmérés

3.8.1. Hidrogénfejleszto aktivitasmérés

500ml-es Erlenmeyer lombikban 1 napig 43°C-on rdzatva nevelt ODss=1,8-2,0 baktérium
kultaraval dolgoztam. A tenyészetet (15 perc, 4°C, 13000xg) lecentrifugaltam. A feliiluszé
ledntése utdn S50mM foszfat pufferben (pH=7,0) oldottam fel a baktériumokat ugy, hogy az
ODss =1 legyen. 2ml sejtszuszpenziét a megfeleld redox festékkel (metilviologén,
benzilviologén, metilénkék, koncentracio: 0,8mM) 10ml-es reakcidedénybe helyeztem. A Na-

formatot 25mM végkoncentracidban alkalmaztam. A reakcidedények gazbiztos lezarasa utan
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a folyadék feletti gazteret Nj-re cseréltem. A reakci6 15mM Na-ditionit, illetve 1,2mM
NADH hozzaadasaval indult. A mintdkat 20-30 percig 43°C-on razatva inkubaltam. A
gaztérb6l 500ul-t analizaltam Hitachi 263-50 tipusi hdévezetd képesség mérd detektoros
gazkromatograffal. A gazkromatograf iizemeltetési paraméterei a kovetkezOk voltak:
Toszop=T detektor=Tinjekior=120°C,  érzékenység: 8, viv6gaz: Ni; p(N2)=50ml/min., 5A

molekulaszird toltet, 1,5mm atméréji 2m hosszu oszlopba toltve.

3.8.2. Hidrogén felvevo aktivitasmérés egész sejtekkel

Hidrogén atmoszféraban, megfeleld elektron akceptor jelenlétében a reakcié a hidrogén
felvétel iranyaban zajlik le. Ekkor a hidrogén fogyasat az alkalmazott elektron akceptor
szinvaltozasan keresztiil kovettem nyomon Unicam UV/VIS-UV2 spektrofotométer
segitségével. Elektron akceptorként metilénkéket, metilviologént, benzilviologént és NAD -ot
hasznaltam. Metilénkék esetén a szines oxidalt akceptor eltlinését, metil- és benzilviologén,
valamint NAD" esetén pedig a redukéalt szines forma megjelenését kovettem. NAD'
alkalmazasanal a sejteket elézetesen fel kellett tarni.

Erlenmeyer lombikban, késéi exponencialis fazisig (ODs4=1,8-2,0) nevelt kultarakkal
dolgoztam. A kovetkezé elektron akceptorokat és hulldmhosszokat alkalmaztam: NAD" és
NADP', 340nm, metilénkék, benzilviologén és  metilviologén, 600nm. A
hidrogénfejlesztésnél hasznalt koncentraciokkal dolgoztam. Ezt kdvetden Sml Ossztérfogata,
légmentesen zarhatd, lcm fényuttal rendelkezd kiivettdkba bemértem 2-2ml sejtszuszpenziot,
majd a Suba-Seal gumidugdval légmentesen lezart kiivettdkat anaerobizaltam. A reakcio
elegyet (2ml) kiegészitettem 10mM glilkozzal és 1U gliikoz oxidazzal, a visszamaradt
oxigénnyomok eltavolitdsa céljabol. A kiivettdk gazterének adott szézalékat hidrogén géazra
cseréltem, ezzel indult a reakcid. A mérést 43°C-on végeztem. A szinvaltozast a Vision
szoftver Rate mérési modszere segitségével, spektrofotométerrel kovettem nyomon. A
id6é/abszorbancia fliggvényében kapott exponencialis gorbék valodi meredekségét, a negativ
kontrollal kapott meredekséggel korrigalva kaptam meg. A meredekségekbdl a Beer-Lambert
torvény alapjan szamitottam a hidrogén felvevd aktivitdst. Az aktivitas hidrogén
koncentracio-fliggését harom fiiggetlen mérés atlagabol szamitottam. Minden egyes mérésnél
a 100% hidrogén koncentracional mért aktivitdshoz normaltam az eredményeket, és az igy

kapott értékeket atlagoltam.
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3.9. sMMO aktivitas detektalas

M. capsulatus torzseket a mérés eldtt két nappal 500ml-es lombikokba mért, 60ml NMS
folyékony tapoldatba 5-10 teleprdl leoltottam és egy éjszakat CH4+CO, géazkeverék alatt
43°C-on inkubaltam. Masnap a metanotrof folyadék kultirdkat atoltottam 500ml-es
lombikokba, 60ml NMS folyadék tapoldatba, 6 ml tenyészettel beoltva. 43°C-on inkubéltam
egy €jszakan at. Harmadnap a feln6tt kultirakbol 5-5Sml-t, 1-1 steril szcintillacios kiivettaba
pipettaztam at melyekbe el6zOleg 2-3 naftalin kristdlyt helyeztem. A kultirdkhoz
hozzamértem 20ul 1M Na-formatot majd 43°C-on 30 percig inkubaltam. Az inkubacios id6
lejarta utan a sejteket és a fel nem oldddott naftalin kristalyokat centrifugaltam és a tiszta
feliiluszokbol 1-1ml-t egy tiszta kiivettdba pipettaztam. A keletkezett 1-naftol detektalasara o-
dianizidin 5mM-os oldatat hasznéaltam, melybdl 10ul-t kevertem 1ml feliiliszohoz. A
keletkezd szines termék mennyiségét a festék abszorpcidos maximuman, 530nm-en

spektrofotométer segitségével kdvettem.

3.10. Hidrogén hajtott metan monooxigenaz (pMMO és sMMO) aktivitismérés

Fermentorban vagy Erlenmeyer lombikban késdi exponencidlis fazisig nevelt kultarat
lecentrifugaltam (5000xg, 4°C, 20 min). A sejteket SmM MgCl,-t tartalmaz6é 20mM K-POgy
(pH=7,0) pufferben mostam, majd ugyanabban a pufferben felszuszpendaltam (ODs4o=10-
15). 12ml ossztérfogata Hypo-vial iivegekben redukdlod eréforrds (10mM Na-format vagy
hidrogén) jelenlétében 1 ml sejtszuszpenzidt inkubaltam 20°C-on, 10 percig, majd 43°C-on
razatva 20 percig, végil 3ml propilén hozzdadasaval 43°C-on tovabbi 15 percig. Az
epoxidécios reakcidt a mintdk jégre helyezésével blokkoltam. A szuszpenzid centrifugalasa
(5000xg, 10 perc, 0°C) utan a feliiluszobol (5ul) analizaltam a keletkez6 propilén-epoxidot
SRI8610 tipustt gazkromatograffal, langionizaciés (FID) detektorral, Tos10p=160°C,

Taetektor=205°C, Tinjektor=110°C, Porapack Q toltetet tartalmazo oszlopon elvalasztva.
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3.11. Polakrilamid-gélelektroforézis (PAGE)

Nativ gradiens gélelektroforézis:

A fehérjék  elvalasztasi  hatékonysaganak ndvelése  érdekében  5-15%  (w/v)
akrilamid/biszakrilamid gradiens gélt preparaltam (68).

SDS gradiens gélelektroforézis:

A detergens jelenlétében torténd fehérje elvalasztast Sambrook és munkatarsai leirdsa alapjan

hajtottam végre (66).

3.12. Fehérjék gélben valo detektalasa

A fehérjek gélben vald lokalizaciojat Coomassie blue festési technikéval hataroztam meg
(66). 0,5ug/sav fehérjemennyiség alatt eziistfestést hasznaltam O’Connell és Stults leirdsa

alapjan (55).

3.13. Hidrogén felvevé aktivitas detektalasa poliakrilamid fehérjegélben

Az adott frakciok (szolubilis vagy részlegesen tisztitott) nativ gradiens gélen torténd
elektroforézise utan a gélt 1mM benzilviologént tartalmazdo 20mM K-foszfat pufferbe
(pH=7,0) helyeztem ¢és 43°C-on, N, gaztér alatt 10 percig inkubaltam. A gazteret Hy-re
cseré¢ltem, amit tovabbi 30 perc inkubécid kovetett. A reakcid sebességének novelése
érdekében Na-ditionittal elredukdltam a benzilviologén egy részét, a tartds kék szin eléréséig.
Az enzim lokalizdcidjat és az enzimaktivitast a gélben, benzilviologén adott fehérjesavban
lathaté elredukalasa (kék szin megjelenése) révén detektalhat6. A redukalt benzilviologén
oxigénen elszintelenedik, ezért trifenil-tetrazolium-klorid hozzaadéasaval fixaltam a redukalt
benzilviologént, amely, egy piros szini terméket képez, ami mar levegdn is stabil. Ezutdn a

gélt a szokasos modon fixaltam.
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3.14. Standard DNS technikak

3.14.1. Kromoszomalis DNS izolalasa metanotrof torzsekbol

4ml sejtet centrifugaltam (5000xg, 3 perc) egyetlen 1,5ml-es mikrocentrifuga csében, majd
felszuszpendaltam 300 pl SET pufferben (20% szachar6oz, 5S0mM EDTA, 5S0mM Tris-HCI) és
hozzdadtam 100ul 20%-0s SDS-t. Harminc percen keresztiil 55°C-on inkubaltam. A sejtek
lizalasa utan 100ul SM-os NaCl oldatot és 80ul 10%-0s CTAB oldatot adtam az Eppendorf
csObe ¢és 10 percre 65°C-ra helyeztem, majd 600ul kloroformmal extrahaltam a feliiluszot. A
kloroformos extrakciot a még egyszer megismételtem és a mar tiszta feliiluszohoz 500ul
izopropanolt adva a kicsapodott DNS-t centrifugéltam. A DNS csapadékot kétszer mostam
1,5ml 70%-o0s, -20°C-os alkohollal és szaritas utdn 50ul TE pufterben feloldottam.

3.14.2. Plazmid tisztitas Escherichia coli-bél

Sml felnovesztett sejtkulturabol 3ml-t centrifugaltam (13000xg, 2 perc), a sejteket
felszuszpendaltam 300ul 50mM Tris-Cl, pH=8,0; 10mM EDTA oldatban. 300ul 200mM
NaOH, 1% SDS oldattal 6vatosan Osszekevertem. 300ul 3M K-acetat, pH=5,5 hozzaadasa
utan a csapadék Osszeallasat segitendd: Sperc, -20°C, majd centrifugaltam (13000xg, 10-
20min). A feliiluszéhoz 70% izopropanolt adtam. Ezutin ovatosan homogenizaltam az
elegyet, centrifugaltam (13000xg, 20 perc). A feliiliszo eltavolitasa utan a csapadékot 70%-o0s
alkohollal mostam (kb. annyi térfogattal, amennyi az eltavolitott feliiliszé mennyisége volt).
Alkohol leszivéasa utan a maradék alkoholt vizlégszivattyu segitségével tavolitottam el, végiil

a DNS-t szaritottam. 50-100ul (viz vagy puffer)-ben oldottam fel.

3.14.3. DNS emésztése restrikcios enzimekkel

A restrikcios emésztéseket Boehringer, Fermentas, New England Biolabs és Stratagene

enzimekkel végeztem, az enzimeket a sajat gyari pufferiikben hasznaltam, a cégek ajanlasai

szerint.
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3.14.4. Agaroz gelelektroforézis

Az analitikai és preparativ célokbol végzett gélelektroforézisekhez 1,0-2,0%-os, 0,5pg/ml
EtBr-ot tartalmaz6 agaréz gélt hasznaltam 1XTAE (Tris-acetait EDTA) pufferben, 7-9V/cm
futtatasi fesziiltséggel. A géleket digitalis fényképezdgéppel dokumentaltam.

3.14.5. DNS izolalasa gélbol

MBI Fermentas elvalaszt6 Kitet hasznaltam:

Az agar6z gélben elvalasztott fragmenteket kivagtam a gélbdl és megmértem a géldarabkak
tomegét, majd a darabokat egy Eppendorf cs6be helyeztem. Nal oldatbol a géldarabok
tomegének haromszorosat adtam és 55°C-on 5 percig inkubaltam. Az agar6z feloldodasa utan
2l szilika por szuszpenzidt mértem az oldatba és jabb 5 percig inkubaltam 55°C-on, ezutan
centrifugédltam ¢és a feliilluszot eltavolitottam. A szilika port hdromszor mostam mosé
pufferrel, mindannyiszor felszuszpendaltam ¢és centrifugaltam. Végiil 50ul TE pufferrel

elualtam a felk6tédott DNS-t a szilika porr6l (MBI Fermentas).

3.14.6. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A reakcidkat Hybaid PCR Express tipusu késziilékben végeztem. A reakcidelegy az alabbi
Osszetevoket tartalmazta: Sul 10x DyNazyme vagy Pwo puffer, 4ul 2,5mM-os dNTP, 1-1pul
15pmol/ul-es primer, 10ul templat DNS, 28ul viz és végiil 1U DyNazyme 11 (FINNZYMES)
vagy 1U Pwo (Roche) enzimet adtam 50ul reakcidelegyhez. Templatként genomi DNS-t,
vagy plazmid DNS hasznaltam. Altaldban 30-35 ciklust futattam.

A PCR reakcid profilja a kovetkezd volt: 5 perc, 95°C, a DNS polimeraz hozzéadéasa utan 30
ciklus: 95°C, 1 perc, annealing hdmérséklet (60-65°C) 1 perc, majd elongacié 72°C, 1-1,5
perc, végiil egy utols6 elongécids 1épés rendszerint 10 perc, 72°C. Az elongacid iddtartamat

az 1 perc/1kb szabaly alapjan hataroztam meg, 72°C-on hajtva végre a reakciot.
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3.14.7. Ligalas

A ligdlandé DNS fragmentet 2-5x feleslegben adtam a vektorhoz. Legtobb esetben 0,5-2U
Fermentas T4 DNS ligaz enzimet alkalmaztam 1x Fermentas T4 DNS ligaz pufferben, 16-

22°C-on 1-16 oran at végezve a reakciot.

3.14.8. Kompetens sejt készités kémiai modszerrel

Az XL-1 Blue MRF’, S17-1A pir sejteket 50ml SOB-ban, 22°C-on ODgyy=0,4-0,6-ig
novesztettem, 10 percig jégen inkubaltam, majd centrifugaltam 2500xg sebességgel, 4°C-on
10 percig. Az Osszegyllt sejteket jégen 16ml TB pufferben szuszpendaltam fel, majd a
fentieckhez hasonloan centrifugaltam. A csapadékot 300ul DMSO-t tartalmazo, 4ml TB
pufferben szuszpendaltam fel és 10 percig jégen inkubaltam, majd 100ul-enként elore lehiitott
Eppendorf csévekbe szétosztottam. A sejteket folyékony Ny-ben vald fagyasztas utan -80°C -

on taroltam felhasznalasig (40).

3.14.9. Transzformalas

A transzformalandé DNS-t a sejtekhez adtam, melyeket ezutan 30 percig jégen tartottam. A
hdsokkot kovetden (42°C, 45 masodperc) a sejtekhez 800ul SOB-t és 20ul 1M-os gliikozt
adtam, 37°C-on 1 6rat razatva inkubaltam, végiil a megfeleld antibiotikummal kiegészitett LB

lemezre szélesztettem.

3.14.10. Konjugalas

M. capsulatus-t a konjugacid elott két nappal 250ml-es lombikokba mért, 15ml NMS
folyékony tapoldatba 3-4 teleprdl leoltottam, 25ml CH4+CO, gazkeverék alatt 43°C-on egy
¢jszakan 4t inkubdltam. Mdésnap a metanotréf folyadék kultirdkat atoltottam 500ml-es
lombikokba, 60ml NMS folyékony tapoldatba, 6ml tenyészettel beoltva. 43°C-on inkubaltam
egy ¢éjszakan at. Az E. coli torzseket Sml megfeleld antibiotikum tartalmu LB folyadék
tapoldatba leoltottam és 37°C-on razattam egy éjszakan at. Harmadik nap az éjszaka felndtt

metanotrof kultarakbol 30ml-t, az E. coli kultirakbdl 2ml-t fugaltam. A metanotrof kulturakat
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felszuszpendaltam 200ul NMS tapoldatban, az E. coli kultardkat haromszor mostam 1ml
NMS-el az antibiotikumok eltavolitasa céljabol, végiil 100ul NMS-ben szuszpendaltam fel a
baktériumokat. 100-100ul-t kevertem 6ssze a metanotrof €és E. coli sejtekbdl és a 200ul-t egy
steril membranra cseppentettem, melyet elézdleg egy NMS+0,02% tripton lemezre
helyeztem. CH4+COsx+levegd gazkeverék alatt 37°C-on inkubaltam 18-24 6rat. A konjugacios
1d0 letelte utan a filterekrol a baktériumokat lemostam, vitamin és antibiotikum tartalmia NMS
(1,5% agar) taptalajra szélesztettem. A tenyészeteket CH4+COst+levegd géazkeverék alatt

43°C-on inkubaltam 3-4 napig.

3.14.11. PCR termékek klonozasa

3.14.11.1. hupSL mutans eléallitasa

A membrankotott hidrogendz géneket a [NiFe] hidrogenazokra jellemzd, specifikus,
konzervalt N- ¢és C-termindlis szakaszokra tervezett primer parokkal azonositottak a
genombdl (19). A AhupSL mutans kettés homoldg rekombinacidval készilt. A pJQ200SK,
gentamicin rezisztencia markert és a kondiciondlisan letdlis gént (sacB) hordozo, széles
gazdaspecificitasu vektort hasznaltuk a konstrukciok létrehozasahoz. A pJQ200SK nem képes
a Methylococcus capsulatus-ban replikdlodni. Az Xhol restrikcios hasitohelyet Sall-Apal
emésztéssel elimindltuk a vektor multiklonozé régidjabdl, a talnyuld véget T4 polimerazzal
toltottiik fel. A linearizalt vektort magara ligaltuk, ezzel a pJQ300SK plazmidot kaptuk. A M.
capsulatus hup fragmentje tartalmazza a hupS 5’ végét, a hupS és hupL géneket két 1épésben
klonoztuk. Elészor egy 1,5 kb PstI-Nsil fragmentet illesztettiink a pJQ300SK Ps¢ helyre,
ezzel kaptuk a pQJ400SK plazmidot, amelyben megmaradt a PstI hasitdo hely. Masodik
Iépésben a 2 kb nagysagu Pstl fragmentet a pJQ400SK plazmidba ligaltuk, ezzel eldallt a
pJQ500SK plazmid. A pJQ500SK 2 kb-os Xhol fragmentjét lecseréltiik egy 1,5 kb Sall
fragmentre, ami a kanamicin rezisztenciaért felelés génszakaszt kodolta. Ezutan, az igy kapott
pJQ501 plazmidot konjugacidval bejuttattuk a M. capsulatus (Bath)-ba. Az egyszeres
rekombinansok adtdk a M. capsulatus 501-es mutansokat, majd a sacB gén segitségével,
amelyet az eredeti pJQ200SK plazmid mar eleve tartalmazott, szelektaltunk a kétszeres
rekombinansokra. M. capsulatus-t, 10% szachardzt tartalmaz6 tapoldatban, 2 napig razatva
inkubaltuk. A kétszeres rekombinansokat negativ szelekcioval valasztottuk ki. A kétszeres

rekombinacidval kapott M. capsulatus 502 mutansokat Southern hibridizacioval és PCR
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reakcioval ellendriztiik le, hup280fw (5’-ATCAAGCGATCCCACATG-3’) és hup2328rev
(5’-GATCTTGACGATTTCCTT-3") primereket hasznaltunk.

3.14.11.2. hoxH mutans eloallitasa

A NAD'-redukald, szolubilis hidrogenaz enzim hidrogenaz dimerének nagy alegységét
génklaszter hoxH 2 fragmentjét klonoztuk. Els6 1€pésben az 5° (upstream) EcoRI-Kpnl (505
bp) PCR-rel sokszorozott fragmentet (hox-1) klonoztuk pUC19 plazmidba. Kék-fehér
szelekcidval valasztottuk ki a pozitiv klénokat. Kolonia PCR-rel (primerek: HOXHEfw
(TTGAATTCGGTGCAGCGGCTGTGT), HOXHKrev
(TAGGTACCAGGCCGAAGCGTTCAT)) ¢és BamHI-EcoRI emésztéssel ellendriztiik a
fragment beépiilését. Ezutan p34S-Gm plazmidbdl emésztés (Kpnl) és fragmentizolalas utan
kinyert gentamicin kazettait pUC19hox1 plazmidba ligaltuk. Gentamicinre szelektaltunk, az
fragment beépiilését kolonia PCR-rel ellendriztiik. A mésik (hox-2) (472 bp) BamHI-HindlIl
fragmentet pKMS plazmidba ligaltuk, kék-fehér szelekciot kovetden az ellendrzést szintén
kolénia PCR-rel, illetve megfeleld restrikcios enzimekkel vald emésztéssel hajtottuk végre.
Végiil a pUC19h-Gm konstrukciobol BamHI-EcoRI kettds emésztéssel kivagott, izolalt hox1-
Gm fragmentet klonoztuk a pKMSHox-2 vektorba. Kanamicinre ¢és gentamicinre
szelektaltunk, a fragment beépiilését szintén kolonia PCR-rel és restrikcids enzimmel valo
emésztéssel ellendriztiik. S17A-pir kompetens sejtbe valo transzformalas utan, M. capsulatus
(Bath) torzsbe konjugaltuk az elkésziilt pKMS610 konstrukciot. Kétszeres rekombinansokat
kerestiink gentamicin rezisztencidra szelektdlva A masodik rekombindciés esemény
bekovetkezését PCR reakcioval ellendriztiik HOXHfw (5’-AGGAGCTC-
GGCCTATTCCAAGGTC-3)’ és HOXHrev (5’-AGGAGCTC-TAGCCGAAGACCAGCA-
3’) primereket hasznaltunk.

3.14.12. Southern hibridizacio

20xSSC: 3M NacCl, 0,3M tri-natrium-citrat 2-hidrat (pH=7,0)
TE puffer: Tris-Cl 10mM, EDTA 1mM (pH=8,0)

TAE: 0,004M Tris-acetat, 0,001M EDTA

TBE: 100mM Tris-Cl, 100mM bérsav, 2mM EDTA (pH=8,0)
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Hibridizalo oldat: 5xSSC, 0,5v/v% blokkolo reagens, 0,1v/v% N-lauroilszarkozin Na-soja,
0,02 v/v% SDS

Puffer I: 100mM Tris-Cl (pH=7,5), 150mM NaCl

Puffer II: 0,5v/v% blokkolo reagens Puffer I-ben

Puffer III: 100mM Tris-Cl (pH=9,5), 100mM NaCl, ImM MgCl,

3.14.12.1. Digoxigeninnel jelolt proba készitése

A PCR termékeket gélelektroforézissel torténd elvalasztas utan izolaltam a gélbdl. Tipikusan
50-300ng DNS-t 16ul térfogatra egészitettem ki vizzel, igy 95°C-on 10 percig denaturaltam,
majd azonnal jégre raktam. A préoba jelolésére minden esetben a taldlomra hibridizalé primer
modszert haszndltuk ("random priming"): 2ul hexanukleotid primer keveréket, 2pul
digoxigenin-jeldlt nukleotid oldatot és 1U Klenow polimerdzt adtam hozza, és 37°C-on
inkubaltam egy éjszakan at. 2ul 0,2M-os EDTA (pH=8,0) oldattal allitottam le a reakciot,
majd 2ul 4M LiCl és 60ul 95%-os alkohol hozzdadéasa utan -20°C-ra helyeztem 30 percre.
Centrifugalas utan (10000xg, 10 perc, 4°C) a csapadékot 70%-os alkohollal mostam, majd
szaritottam. A jelolt DNS-t 200ul TE-ben vagy vizben oldottam fel. (Boehringer Mannheim

Biochemicals).

3.14.12.2. Southern blot, hibridizalas és detektalas

A megfuttatott géleket, a hosszi DNS darabok fragmentalasa céljabol 0,25M sodsavban
aztattam, 15 percig. A gélt ezutan 30 percig denaturald oldatban (0,5M NaOH, 1,5M NacCl),
30 percig neutralizald oldatban (1M Tris-HCI pH=8,0, 1,5M NaCl) aztattam. Ezt kdvetden
kapillaris transzferrel HybondN+ (Amersham) membranhoz kotdttem a DNS-t. A
membranokat 5 percre 6xSSC-ben mostam, szaritottam, majd 80°C-on 2 d6ran at inkubaltam.
(A kovetkezd hibridizaciés hdmérsékleteket alkalmaztam: 68-55°C (hox elleni heteroldg
probak), illetve 68 és 65°C (hoxH prdoba)).

A 68°C 1 o6ra hibridizal6 oldatban (5xSSC, 0.5 v/v% blokkol6 reagens (Boehringer), 0.1v/v%
N-lauroilszarkozin Na-séja, 0.02v/v% SDS) val6 el6hibridizalast kdvetéen 10 hibridizalo
oldatban hozza adtam a jeldlt, denaturdlt DNS prébat, és egy éjszakan at hibridizaltam.
Masnap 68°C-on mostam: (2xSSC, 0,1% SDS 5 perc), (2xSSC, 0,1% SDS 15 perc), (1xSSC,
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0,1% SDS 15 perc), (0,1xSSC, 0,1% SDS 15 perc), (0,1xSSC, 0,1% SDS 15 perc), (2xSSC,
0,1% SDS a fiitést kikapcsoltam és megvartam mig 40°C alad csokken a hdmérseklet). Ezutan
5 percig puffer 1-ben (100mM Tris-HCl (pH=7,5), 150mM NacCl), 30 percig puffer 2-ben
(puffer 1+0,5v/v% blokkolé reagens) mostam, majd 1 6ran at inkubéltam puffer 2-ben,
melyhez alkalikus foszfatazzal kapcsolt digoxigenin ellen termeltetett antitestet adtam 1:2500
higitasban. Kétszer 15 percig mostam puffer 1-ben, 5 percig puffer 3-ban (100mM Tris-HCI,
100mM NaCl, 5-50mM MgCl,). Végiil 1-1ml CSPD-t szélesztettem a membranokra és 5
percig szobahdmérsékleten inkubaltam, majd a membranokat folidba csomagolva egy
fotokazettaba helyeztem. A detektalashoz hasznalt filmet egy sotét szobaban helyeztem a
membranokra, és 10-40 percig hagytam ott. A filmet 2 percig a hivo folyadékba, 2 percig a
fixalo folyadékba végiil pedig vizbe helyeztem.

3.15. Szamitogépes programok

A DNS ¢és fehérje szekvenciak szamitogépes analizisét a GenBank adatbazisban, a BLAST,
BLASTX és PROSCAN programok segitségével végeztiik.

Homologia kereséshez a TIGR befejezetlen mikrobialis genomot hasznaltuk a TIGR BLAST
Search Engine for Unfinished Microbial Genomes: http://tigrblast.tigr.org/ufmg/ program

segitségével.

A genomszekvencidhoz a The Institute for Genomic Research website at http://www.tigr.org.

honlapon keresztiil kaptunk hozzaférést.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. A hidrogén és a metan anyagcsere kozotti kapcsolat

Hidrogén hajtott sSMMO ¢és pMMO aktivitast mutattam ki M. capsulatus (Bath) egész sejtben.
Maximalis aktivitast mindkét esetben 10% géaztérbe juttatott hidrogén esetén mértem.
Kontrollként minden esetben Na-formatot hasznéaltam. A format és hidrogén hajtott MMO

aktivitasok 9sszehasonlitasat a 4. tablazatban tiintettem fel.

50% hidrogén (gaztérben) | 20mM Na-format

pMMO 53 41

sMMO 24 31

4. Tablazat. Hidrogén és Na-format hajtott egész sejtes MMO aktivitdsok (nmol propilén-oxid

(perc x mg fehérje) ). Az értékek harom fiiggetlen mérés atlaga.

Ezzel igazoltam, hogy a metan és hidrogén anyagcsere kozott kapcsolat all fenn. A baktérium

biztos, hogy tartalmaz legaldbb egy hidrogenaz enzimet.
4.2. Hidrogenaz enzim (ek) kimutatasa aktivitasmérésekkel

A hidrogén felvevd ¢és hidrogénfejlesztd aktivitdismérési technikdkat optimalizaltam M.
capsulatus (Bath) egész sejtekre. Egész sejtben hidrogén felvevd és fejlesztd iranyban mért
hidrogenaz aktivitdsokkal igazoltam, hogy a baktériumban expresszalédd hidrogendz enzim
aktiv. Erlenmeyer lombikban egy napig razatott kultira hidrogén fejlesztd aktivitasa 108nmol
H, (perc x mg fehérje)” volt (3. Diagram, 65. oldal). Mesterséges elektrondonorként redukalt

metilviologént hasznaltam.

A hidrogén felvevd aktivitdst metilénkéket hasznalva mesterséges elektron akceptorként,

elészor egész sejttel mutattam ki. A metilénkékrdl ismert (69), hogy altaldban jo elektron
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akceptora a membrankotott hidrogendzoknak. Alkalmazasanak hatranya azonban a magas
redox potencialja (Eo=+11mV). Ennek az a kovetkezménye, hogy szadmos, a baktériumban
jelen 1évo redukalt redox rendszer vagy kofaktor, melynek a redox potencialja negativabb a
metilénkéknél, képes a metilénkék elredukalasara, ami a hidrogenaz aktivitas tulbecslésé¢hez
vezet. A hattéraktivitast minden esetben, hidrogén gazt nem tartalmaz6 negativ kontroll
alkalmazaséaval kiiszoboltem ki. Az egész sejtes méréseknél felmeriilt még egy tovabbi
probléma. A héattéraktivitds miatt nem lehetett egyértelmii, specifikus metilénkék redukalod
hidrogén felvevd aktivitast kimutatni. Erre kétféle magyardzatot talaltam. Az egyik, hogy az
irodalomban leirtakat megcafolva, az altalam tanulmanyozott membrankotott hidrogendz nem
képes a metilénkék redukcidjara. A masik lehetséges magyarazat a gyenge aktivitasra, hogy a
metilénkék nehezen €s csak kis mértékben jut at a sejtfalon. Az utdbbi feltevés helyességének
igazoldsara két modszert alkalmaztam. Az elsé a szonikédlassal torténd sejtfeltdras. A
szonikalas paraméterei megegyeznek a szolubilis és membran frakcid eldallitasa soran
hasznalt szonikalasi paraméterekkel [39. oldal]. A sejtfeltaras hatdsara a detektalhato hidrogén
felvevd aktivitas szignifikdnsan névekedett (1. Diagram). A szonikalas hatasara azonban a
sejtet feltarom, ezaltal a citoplazmatikus frakcio is konnyebben hozzaférhetévé valik. Ez azt
jelenti, hogy a megemelkedett metilénkék redukalé hidrogén felvevd aktivitds egy, a
citoplazmaban taldlhatd egyéb hidrogenaztol is szarmazhat. Ez abban az esetben lehetséges,
ha az egész sejtes mérés soran a metilénkék nem jut at a sejtmembranon. Ezért valasztottam a
kiméletesebb, detergenssel torténd kezelést. A Triton X-100 egy, a membrankotott
hidrogenazok szolubilizalasara elterjedten haszndlt nem ionos detergens. A detergens

hozzaadasaval a festék hozzaférhetové valt az enzim szamara.
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1. Diagram. A Triton X-100 kezelés hatdsa M. capsulatus egész sejtes metilénkék redukalo
hidrogén felvevé aktivitasra. Az aktivitas értékek nmol H, (perc x mg fehérje)” értékben

feltiintetve.
Tobb magyarazat lehetséges:

1. Az irodalomban eddig leirt [NiFe] hidrogenazok tilnyomo6 tobbsége a membranban
»kihorgonyozva” helyezkedik el. Az aktiv centrum 4altaldban a periplazmatikus tér fele
orientalt (2). A detergens a sejtfal szerkezetének fellazitasaval ,,szabad” utat biztosit a
metilénkék szamdra, mely képes eljutni a sejtmembranban elhelyezkedd membrankdtott

hidrogenazig

2. A detergens azaltal konnyiti meg a festék-enzim kapcsolat kialakuldsat, hogy

crer

3. Lehetséges, hogy a metilénkék esetiinkben az irodalomtol eltéréen, nem membrankstott

hidrogenazzal reagal. Ezt a 4.3. pontban leirt kisérlettel zartam ki.
4. Lehetséges még az is, hogy a citoplazmaban levo forméat-hidrogén lidz komplex elérésé¢hez

szlikséges a detergens. A mért aktivitds tehat a komplextdl is szarmahatna. Ennek lehetdségét

szintén a 3. Pontban emlitett lokalizacios kisérlet zarja ki.
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A detergens-koncentracié emelkedésével a hidrogenaz aktivitas csokken, feltételezhetden a
Triton X-100 hatasa olyan molekuldris valtozasokat idéz el0 az enzimben, ami az aktivitas
detergens-fliggd csdkkenéséhez vezet.

Maximélis hidrogén felvevé aktivitast (271 nmol H, (perc x mg fehérje)') 0,1% detergens
alkalmazasaval mértem (1. Diagram ). A tovabbi egész sejtes metilénkék redukal6 hidrogenaz
aktivitismérésekhez az optimalizalt permeabilizal6é protokollt alkalmaztam. Az eredmények
igazoltak a feltevést, miszerint a M. capsulatus tartalmaz legalabb egy aktiv hidrogenézt.
Hidrogenéaz aktivitast egész sejttel, mas redukalt szubsztratok jelenlétében is mértem [S5.
Téablazat]. A viologének mellett Na-formattal is kimutattam hidrogénfejleszté hidrogenaz
aktivitast. A Na-formatot a baktérium format-dehidrogenaz enzimével széndioxidda oxidalja,

kozben redukalt kofaktor, NADH keletkezik.

Torzs Redukalt szubsztrat Szubsztrat
mentes
Na-format MV BV MK Na-ditionit
kontroll
Vad tipus 7,7 12,9 7,6 1,6 1,3 1,0

5. Téblazat. Hidrogénfejlesztd aktivitds M. capsulatus egész sejtben. Az aktivitdsok nmol H,

(perc x mg fehérje)-1 egységben kifejezve.
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4.3. Az aktivitas lokalizacidja

A metilénkék redukald aktivitas lokalizaciojanak eldontésére szolubilis és membran frakciot
preparaltam.

Szolubilis és membran frakciobol, hidrogénfelvevd ¢és -fejlesztd irdnyban, egyéb
szubsztratokat haszndlva mértem hidrogendz aktivitast [6. Tablazat]. Metilénkékkel hidrogén
felvevd irdnyban miikodd aktivitdst kizarolag a membran frakcioban detektaltam. Sikerdilt
kimutatni ezen kiviil egy, kizarélag a szolubilis frakciora jellemzé NAD/NADH fiiggé
aktivitast. A membrankotott hidrogenazokrol koztudott, hogy tobbségiik nem képes a NAD'-
ot elektron akceptorként felhasznalni. Ezek az eredmények valosziniisitik a membrankotott
hidrogenaz mellett, egy, a szolubilis frakciéban elhelyezkedd NAD" redukald szolubilis
hidrogenaz jelenlétét. NADPH-t hasznalva elektron donorként egy esetben sem taldltam
mérhetd aktivitast.

Tovéabba az is megallapithatd, hogy a hidrogéntermeld aktivitds mérésére a metilviologén a
legjobb mediator, ¢és preferdltan felvevd aktivitds mérhetd a membran és szolubilis

frakciokban egyarant.

Hidrogén felvétel Hidrogén termelés

NAD"| BV | MV?*" | MK' |[NADH| BV | MV" | MK

Szolubilis 25,5 9,5 1,7 17,5 2,9 6,0 | 11,3 0,6

Membran 0 3,7 0,4 84,3 0 1,2 4,0 0

6 .Tablazat. Hidrogénfelvevo és -fejlesztd aktivitas. Az aktivitdsok nmol H, ox./red. (perc x
mg fehérje) ' egységben feltiintetve. Az értékek legaldbb harom fiiggetlen mérés

atlagabol szarmaznak.
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4.4. Hidrogenaz gének
4.4.1. Membrankotott hidrogenaz gének azonositasa

Methylococcus capsulatus (Bath) obligdt metanotréf baktérium membrankotott hidrogenaz
génjeit Thiocapsa roseopersicina fototrof bibor-kén baktériumbdl szarmazo heterolog probat

hasznélva detektaltuk (19). A struktirgéneket klonoztuk, szekvenaltuk.

4.4.2. Szolubilis hidrogenaz gének azonositasa

Southern hibridizacid segitségével, kiilonb6zé mikroorganizmusokbdl (Ralstonia eutropha,
Anabaena variabilis, Desulfovibrio fructosovorans) szérmazd heteroldg probaval a
Methylococcus capsulatus szolubilis hidrogendz gének nem azonosithatok. Id6kozben
azonban megkezdddott €s jorészt be is fejez6dott a M. capsulatus (Bath) genom szekvenalasa.
A genomszekvencia ismeretében in silico analizissel tovabbi hidrogendz géneket kodold
operonokat azonositottunk

A szekvencia ismeretében szamitogépes analizis segitségével sikeriilt egy NAD -redukald
hidrogenaz négy struktirgénjének azonositasa (6. Abra). A gének feltételezett termékei a mas
mikroorganizmusokbo6l mar ismert, tipikus NAD -redukélé hidrogenazok struktirgénjeivel a

7. Téblazatban feltiintetett legmagasabb fehérjeszintii szazalékos azonossagat mutatjak.

hoxF hoxU hoxY hoxH

q #—/ F# M. capsulatus (Bath)

hoxF hoxU hoxY hoxH

# q q # Ralstonia eutropha H16

6. Abra. Szolubilis hidrogenazt kodolo strukturgének.
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Azonossag %

Faj
HoxF | HoxU | HoxY | HoxH

Ralstonia eutropha H16 44 43 47 48

Anabaena variabilis 39 36 44 47

Desulfovibrio

fructosovorans

40 30 29 31

7. Tablazat: Methylococcus capsulatus (Bath) hoxFUYH gének fehérjeszintli azonossaga

jellegzetes struktargénekkel (szamitogépes kiértékelés).
4.4.3. Membrankotott hidrogenaz mutans létrehozasa

A membrankotott hidrogenaz hupSL struktirgénjeinek markercserés mutagenezisével (Ahup)
mutéans torzset hoztunk 1étre [7. Abra]. A Ahup mutans 1étrehozasa utan a membran frakcidobol
eltlint a hidrogénfelvevd aktivitas [2. Diagram]. Tehat a metilénkékkel mért hidrogénfelvevd
hidrogenaz aktivitds a membrankotott hidrogenazra specifikusan jellemz6é. Masik levonhatd
kovetkeztetés, hogy a membranban csak egyetlen (HupSL) hidrogendz talalhato.

A NAD'-redukalé hidrogenaz aktivitds tovabbra is mérhetd a szolubilis frakcioban [9.
Téablazat, 66. oldal]. Ezzel egyértelmiivé valt a membrankotott hidrogendz mellett egy masik

aktiv hidrogendz jelenléte is a baktériumban.
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2. Diagram. Hidrogénfelvevd hidrogendz aktivitds a membran frakcidoban. Elektron akceptor:
metilénkék. Az aktivitasok a fiigg6leges tengelyen nmol H, (perc x mg fehérje) ' értékben

kifejezve.

hupReg  hupS hupL hupE hupC  hupD

7. Abra. M. capsulatus hupSL gének markercserés mutagenezise dupla homolog

rekombinacioval pJQ501 plazmiddal.
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Hidrogénfejlesztd aktivitdst mértem a Ahup torzsben Na-format elektron donor jelenlétében.
Az aktivitas jelen van a mutdnsban is, ami tovabb erdsiti egy NADH-t oxidalni képes, esetleg
format dehidrogenadz enzimhez kapcsolt hidrogenaz enzim jelenlétét a baktériumban [8.

Tablazat].

Torzs Redukalt szubsztrat Szubsztrat
mentes
Na-format MV BV MK Na-ditionit
kontroll
Vad tipus 7.7 12,9 7,6 1,6 1,3 1,0
AHupSL 10,4 15,9 10,3 1,6 1,7 1,1

8. Tablazat. Hidrogénfejlesztd aktivitds M. capsulatus egész sejtben. Az aktivitdsok nmol H,

(perc x mg fehérje)! egységben kifejezve.

4.4.4. Szolubilis hidrogenaz mutans létrehozasa

A kérdés megvalaszolasara, hogy a detektalt NAD -fiiggd enzimaktivitis az azonositott,
szolubilis hidrogendzokkal homoldgidt mutatd struktirgénekrdl szintetizalt hidrogenaz
enzimtOl szarmazik, AhoxH mutanst hoztunk létre. A mutans létrehozasdhoz a pKMS610
plazmidot hasznaltuk, mely tartalmazta a hidrogendz HoxH nagy alegységet kodolo gén 5’
rezisztenciaért felelds gént [8. Abra]. A hoxH mutansbol eltint a NAD'-fiiggd hidrogén
felvevd és hidrogénfejleszté aktivitas is [9. Abra, 61. oldal], ami egyértelmiien igazolja, hogy
a hox génklaszterrdl expresszalodo fehérje aktiv. A mutansbol preparalt szolubilis frakcio
fehérjéit nativ, gradiens poliakrilamid gélen, elektroforézissel elvalasztottam. Ezutan hidrogén
felvevé aktivitast detektaltam gélben. A HoxH muténs szolubilis frakciobol [9. Abra, 61.
oldal] eltiint a benzilviologénes hidrogén felvevd aktivitas, ez is alatamasztja a hoxH gén
funkcionalis voltat. A gélben azonban tovabbi hidrogenaz aktivitasokat detektaltam. Ez felveti
annak a lehetdségét, hogy a baktérium a mar azonositott két hidrogendzon kiviil tovabbi

hidrogenaz enzim (ek) et szintetizal. In silico analizissel azonositottunk a genomban tovabbi
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két, az E. coli harmadik (hyc) hidrogenazaval fehérjeszinten 24%, negyedik (hyf)

hidrogenazanak alegységeivel 29%-0s azonossagot mutatd hidrogenazt kodold géneket.

hoxH (1416 bp)

8. Abra. A hoxH mutans létrehozasahoz készitett pKMS610 plazmid.
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AHup AHox vad

9. Abra. hoxH mutéans ellendrzése hidrogénfejlesztd aktivitisméréssel (elektron donor:
NADH). A termelddott, gazterébe jutott hidrogént gazkromatografias analizissel detektaltam.

A nyilak az injektalas pillanatat és a hidrogéncsucsokat jelzik.

vad AHox AHup R.e.

10. Abra. Hidrogénfelvevé hidrogenaz aktivitas kimutatasa nativ gélben (5-15%) szolubilis
frakciokbol (R.e.: Ralstonia eutropha).
4.4.5. Hidrogenaz strukturgének térképezése metanotrofokban
Annak a kérdésnek a megvalaszoldsara, hogy a hidrogendz gének mennyire elterjedtek a

metanotrof baktériumokban, membrankotott és NAD -fiiggd, szolubilis hidrogendz gének

el6fordulasat vizsgaltam kiillonb6z6 metanotrof torzsekben.
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4.4.5.1. Membrankotott hidrogenaz gének keresése

Methylococcus capsulatus (Bath) membrankotott hidrogendz nagy alegységébdl (hupL), PCR
lancreakcidoval készitett, random Dig-jelolt probaval hibridizaltam nyolc kiilonb6zo
metanotrof torzs genomi DNS-sel, amelyeket elézdleg restrikcios enzimekkel kiilon-kiilon
(Pstl, Sall) emésztettem. Az eredmény szerint (11. Abra) a vizsgalt metanotrofok koziil a
kovetkezOkben talaltam M. capsulatus MBH nagy alegységgel homolog szekvenciakat:
Methylomonas methanica S1

Methylobacter luteus Y

Methylocaldum szegediense OR2

Methylocystis parvus OBBP

Methylocystis strain M
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1 23 4 5 6 7 8 9 10 1kbDigM11 12 13 14 15 16 17 18

-21226

-5148
-4268

-3530
-2027
-1904
-1584

1. Methylocystis sp. S1-Pstl
2. Methylocystis sp. S1-Sall

9. Methylocystis parvus OBBP-Pstl
10. Methylocystis parvus OBBP-Sall

3. Metylomicrobium album BGS8-Pstl
4. Metylomicrobium album BG8-Sall

11. Methylosinus trichosporium OB3b-Pstl
12. Methylosinus trichosporium OB3b-Sall

5. Methylosinus strain Y -Pstl
6. Methylosinus strain Y-Sall

7. Methylocaldum szegediense OR2-Pstl
8. Methylocaldum szegediense OR2-Sall

13. Methylobacter sp. LK5-Pstl
14. Methylobacter sp. LK5-Sall

15. Methylocystis sp. M-Pstl
16. Methylocystis sp. M-Sall

17. Methylococcus capsulatus (Bath)-Pstl
18. Methylococcus capsulatus (Bath)-Sall

11. Abra. hup tipust gének metanotrofokban.

4.4.5.2. Szolubilis hidrogenazt kodolé gének keresése

A membrankétott hidrogenaz gének keresésénél tesztelt metanotréf baktériumokban NAD'-
fliggd szolubilis hidrogendz (hoxH) géneket kerestem. A hidrogendz dimer nagy alegységét
kodolo strukturgénbdl (hoxH) készitett probat hasznalva, Southern hibridizacioval M.
capsulatus hoxH-val homoldgiat mutatd gént nem detektaltam. Ez az eredmény azonban nem
zarja ki annak a lehetségét, hogy a vizsgalt metanotrofokban ez a tipusii hidrogenaz

génklaszter megtalalhato.
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4.5. Hidrogenaz enzim (ek) biokémiai jellemzése

4.5.1. Kiilonb6z6 novesztési koriilmények: konstitutiv vagy indukalhaté az aktivitas?

Razatva nevelt M. capsulatus kultarat 5% légtérbe juttatott hidrogénnel indukaltam, ami
csokkentette ugyan az egész sejtes hidrogénfejlesztd aktivitast, de ez az egyes kultirak
aktivitdsa kozotti kiillonbségbdl adddott, nem tekinthetd a hidrogén hatisara bekovetkezett
aktivitds-valtozasnak. (82nmol H, (perc x mg fehérje)’l) (3. Diagram). A kovetkeztetés
levonhato, miszerint kiilsé forrasbol szarmazé molekuléris hidrogén nem valt ki indukciot.

A Methylococcus capsulatus (Bath) is tartalmazza a prokariotakra jellemzo nitrogénfixaldsra
alkalmas nitrogendz enzimkomplexet. Az egyéb nitrogénforrasok kimeriilése utan, illetve a
tapoldatban levd nitrogénforrds hidnyaban a baktérium képes a nitrogén megkdotésére. Tehat a
detektalt hidrogén, bizonyos nodvesztési koriilmények kozott, a nitrogenaz enzim
miikodésének kovetkeztében is megjelenhet a rendszerben. A nitrogendz szerepét a
hidrogéntermelésben gy zartam ki, hogy ammonium-kloriddal gatoltam a nitrogenaz
miikodését (4. Diagram) (51). Ez nem gatolta a hidrogénfejlddést, ami bizonyitja, hogy a

hidrogéntermelés hidrogenaz enzimtdl szarmazik.
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3. Diagram. Hidrogénfejlesztd aktivitds M. capsulatus (Bath) egész sejtekben redukalt
metilviologénnel mérve. Az aktivitasok nmol H,-fejlesztés (perc x mg fehérje) ' egységben

kifejezve.

25

20

15 A

10 A

Aktivitas

Na-format Na-format + NH4Cl Kontroll

4. Diagram. Hidrogénfejlesztés M. capsulatus (Bath) egész sejtben. Az aktivitas értékek nmol
H, (perc x mg fehérje)” egységben.
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Nitrogénfixalo és nitrogendz gatolt koriilmények kozott megmértem kiillon a membran és
szolubilis frakci6 hidrogendz aktivitasat (9. és 10. Téablazat). Szignifikans kiilonbséget nem
mutattam ki. A beazonositott két hidrogendz enzim esetén nitrogénfixald koriilmények
hatasara indukcié nem mérheto.

Tovabba, nitrogén fixald koriilmények nem indukéljdk tovabbi olyan hidrogenaz enzim
szintézisét, mely aktivitdsa az altalam hasznalt elektron donorokkal, illetve elektron

akceptorokkal kimutathato.

M. capsulatus frakciok Nitrogendz gatolt Nitrogénfixalo
NAD'| BV |MV*'| MK' |[NAD" |BV |[MV*" |MK'
vad szolubilis 25,5 9,5 1,7 | 17,5 16 12 5,5 25
vad membran 0 3,7 0,4 84 0 175 | 0,2 49
Ahup szolubilis 23,5 21 4.8 0 14 12 6,5 0
Ahup membran 0 0 0 0 0 0 0 0

9. Téblazat. Hidrogén felvevd aktivitas kiilonb6z6 ndvesztési koriilmények kozott. Az
aktivitasok nmol H, (perc x mg fehérje)” egységben feltiintetve. NADP -t hasznalva
elektron akceptorként egy esetben sem mérhetd aktivitas. Az értékek legalabb harom

fiiggetlen mérés atlagabol szarmaznak.
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M. capsulatus frakciok Nitrogendz gatolt Nitrogénfixalo

NADH | BV | MV'| MK [NADH |[BV |MV' |MK
vad szolubilis 2.9 6,0 | 11,3 0,6 1,4 4.8 13,7 0,9
vad membran 0 1,2 4,0 0 0 1,5 3,0 <0,1
Ahup szolubilis 2,4 47 | 153 | 0,8 2,3 22 | 91 | 04
Ahup membran <0, | <0,1 [<0,05| 0 <0,1 | 0,1 1,0 0

10. Téblazat: Hidrogénfejlesztd aktivitaskiilonbdzo novesztési koriillmények kdzott. Az
aktivitasok nmol H, (perc x mg fehérje)” egységben feltiintetve. NADPH-t hasznalva
elektron donorként egy esetben sem mérhetd aktivitds. Az értékek legalabb hdrom

fiiggetlen mérés atlagabol szarmaznak.

Mivel sem kiilsd forrasbdl szdrmazo hidrogénnel, sem a ndvesztési koriilmények
valtoztatasaval nem mérhetd szignifikans aktivitdsvaltozas (9. és 10. Téblazat), a két enzim
konstitutiv expressziojat kell feltételezniink.

Arr6l nincs informacid, hogy esetleg a baktérium altal (egyéb hidrogenaz enzim vagy a
nitrogendz enzimkomplex) termelt hidrogén hatasara indukaldédna egyik vagy masik enzim. A
mutansokban (nitrogenaz gatolt koriilmények kozott) mérhetd aktivitdsok alapjan nem igaz a
fenti feltételezésiink. Abban az esetben, ha a baktérium nem tartalmaz kett6nél tobb, in vivo
hidrogént termeld hidrogendzt, mely lehetdséget egyértelmiien nem tudjuk kizéarni, az

enzimek hidrogén hatdsara indukdlodhatnak.

4.5.2. Nikkelfiiggés

4.5.2.1. Membrankotott hidrogenaz

A nikkel ion koncentracio fiiggésének tanulmanyozasaval az volt a célom, hogy enzim

aktivitdismérésekkel bebizonyitsam, hogy a genomszekvencia alapjan tipikus nikkel-vas
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hidrogenaz enzim szintézise/aktivitasa valoban nikkel-fiigg6. A baktériumot nikkelmentes ¢s
volt hatdssal a baktérium novekedésére, a hidrogenéaz aktivitas viszont nikkelfiiggést mutatott.
A hidrogenaz aktivitdst a membrank6tott hidrogendzra specifikus metilénkékes hidrogén
felvevd aktivitdssal kovettem nyomon. A nikkel mentes tapoldatot 10uM EDTA-val

egészitettem ki (27). Az EDTA az alkalmazott koncentracioban nem befolyasolta az enzim

aktivitast (12. Abra).

4.0
35 s o A/ +Ni*", kontroll
30— +Nit @Ni*", kontroll
H oAt =
25 - +Ni~", EDTA, kontroll

Abszorbancia 2.0 [~

I +Ni2*
(600nm) 4 5 | 0
~l  EDTA
10 -
0.5 I
G- o 2000 4000
Id6 (masodperc)

12. Abra. EDTA kezelés hatésa hidrogénfelvevé aktivitasra (e akceptor: metilénkék) M.

capsulatus membran frakcioban mérve. [Ni]: SuM.

Az eredményekbdl kovetkezik, hogy a membrankotott hidrogénfelvevo aktivitas nikkelfiiggo.
Annak kideritésére, hogy a nikkel ionok az enzim szintéziséhez, vagy csupan a
megszintetizadlodott fehérje aktivalasdhoz sziikségesek, a kovetkezd kisérletet végeztem el: A
kiilonboz6 novekedési fazisban levd razatott kultirakhoz nikkelt és kloramfenikolt adtam. Az
5. Diagramon a 16 Oras novesztés vége elott feél, 2 és 5 oraval a nikkel és nikkel +
kloramfenikol hozzdaddsdnak membrankotott hidrogendzra gyakorolt hatdsat kovethetjiik
nyomon.

Az aktivitds 100%-ig helyredll, ha a nikkelt 5 ordval a novesztés vége elott adtam a

kultirdhoz. Ez azt jelenti, hogy a nikkel 5 ora alatt képes, vagy beépiiléssel vagy
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enzimszintézis révén helyreallitani a kontrollnak megfelel$ aktivitast. Az aktivitas 70%-a all
helyre 2 orai novesztés utdn. F¢l ora egyértelmiien kevés a nikkel beépiiléséhez vagy az enzim
szintézis¢hez. Kloramfenikollal kiegészitve és megismételve a kisérletet, mind a harom

esetben, gyakorlatilag a nikkel mentes kontrollal megegyezd nagysagl aktivitds mérheto.

A kloramfenikol a riboszoma nagy alegységéhez kotddve gatolja a peptidkotés kialakulasat,
ezaltal blokkolja a fehérjeszintézist (65). Ez azt jelenti, hogy az antibiotikum gatolja a nikkel
felvételéhez vagy katalitikus centrumba vald beépiiléséhez sziikséges fehérjék, igy a

hidrogenaz enzim szintézisét is.

120
S5h

100 A

80 ~ h

60 -

Aktivitas

40 -

20 ~ 5h2h 30

+Ni -Ni +Ni, Cm +Ni hattér

5. Diagram. A nikkel (8mM) és kloramfenikol (120mM) kezelés hatasa a membrankotott

hidrogenaz hidrogénfelvevo aktivitasara (aktivitas szdzalékos aranyban feltiintetve).

A nikkel tehat nélkiilozhetetlen a membrank6tott hidrogén felvevd hidrogenaz aktivitashoz. A
vizsgalt membrankotott hidrogenaz az enzimaktivitdas mérési adatok és a szekvencia adatok

alapjan is egy [NiFe] tipust hidrogenaz.

4.5.2.2. Szolublilis hidrogenaz aktivitas nikkel fiiggése
Az enzim aktivitas alapjan felfedezett és az aktivitismérések alapjan szolubilis hidrogendznak
azonositott enzim szintéziséhez, miikodéséhez, a membrankotott hidrogenazhoz hasonloan,

esszencialis a nikkel jelenléte. Az enzimaktivitas nikkel fiiggését NAD -redukalé hidrogén
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felvevd aktivitisméréssel mutattam ki. Az aktivitisgorbébsl (13. Abra) leolvashato egy
minimalis hattéraktivitas (a nikkel mentes kontroll 10uM EDTA hozzaadasaval késziilt). Erre
jellemzd, hogy a lag fazis minden esetben minimum hdromszorosa a nikkelen ndvesztett
baktérium szolubilis frakci6é aktivitdsgorbe lag fazisdnak. Ennek a jelenségnek is tobb

magyarazata lehet:

A nikkelmentes tapon nevelt baktériumban mennyiségileg kevesebb hidrogendz enzim
szintetizalodik, ez teljesen logikus, mivel a [NiFe] hidrogenazok aktiv centruméanak
osszeszerelbdéséhez, nélkiilozhetetlen a Ni** beépiilése (46). (A nikkel limitalt tapban
visszamaradt nikkel szennyezédés lehet a magyarazata a minimalis, de mérhetd NAD -fiiggé
hidrogenaz enzim szintézisének).

Tehat nikkel hianydban az enzim bioszintézise vagy érése sériil. Kimutattak (Bagyinka Csaba,
személyes megbesz¢lés) hogy az enzimkoncentracid is befolyasolja a lag periddus hosszat.

A masik lehetséges magyarazat a nikkel stabilizalo hatasa.

Jit |
g |'
oy +N2+
20 - ' ; ONi*
Abszorbancia 5 II /"'
340 nm ¥ ' f ,f;
B kontroll
05 ' ‘__,}.lj s o A‘/
K|
] 000 f0000

Id6 (masodperc)

13. Abra. Hidrogén felvevé NAD-redukalé hidrogenaz aktivitas. Kontroll: hidrogén gaz

mentes mintak.

4.5.3. pH optimum meghatarozasa

Az enzim milkddés optimalis pH-tartomanyanak meghatdrozasa az aktivitdsmérések mellett,

az enzimtisztitds megfeleld paramétereinek kivalasztdsdhoz is nélkiilozhetetlen. Ebben az
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esetben meghatdroztam a szolubilis frakci6 NAD'-fiiggd hidrogenaz aktivitdsat, hidrogén
felvevo iranyban. A kovetkezd pH-n teszteltem a hidrogenaz aktivitast: pH=4,0; 5,0; 6,0; 7,0;
8,0 és 9,0. Hidrogén felvevd aktivitast kizardlag pH=6,0 és pH=7,0 esetén mutattam ki.

A tisztitds szempontjabol fontos tisztazni, hogy az enzim pH hatdsara torténd inaktivacioja
reverzibilis vagy irreverzibilis. Az enzim nem mutatott hidrogén felvevd aktivitast SOmM
HEPES puffer (pH=8,5) esetén. Kontrollnak 25mM MOPS ¢és 50mM HEPES (pH=7,2)
puffereket haszndltam. A pH=8,5 pufferben felvett mérendd mintat tartalmaz6 elegy pH-jat 30
perces inkubacié utan visszaallitottam 7,2-re. A NAD'-fiiggd hidrogénfejleszté aktivitis nem
allt helyre, tehat a pH eltolasa irreverzibilis enziminaktivaciot valt ki. Mivel a szolubilis
enzim tisztitdsa soran az enzimet technikai okok miatt a hidrogénfejlesztd aktivitds mérésével
célszerlibb kovetni, a szolubilis frakcio hidrogénfejlesztd aktivitdsanak (elektron donor:
NADH) pH fiiggését is meghatdroztam (11. Téabldzat). A kapott eredmény alapjan az

enzimtisztitas soran mindvégig pH=6,0-7,2 tartomanyban kell dolgozni.

Hidrogénfejlesztd
Puffer pH aktivitas
(%)
4,5 0
20mM Citrat- 5,5 0
foszfat 6,5 97
5.8 69
6,1 98
20mM Kalium- 6,5 95
foszfat 7,1 93
7.9 60
50mM Tris-Cl 8,8 0

11. Tablazat. Szolubilis frakciok pH-fiiggd hidrogénfejlesztd aktivitasa.

4.5.4. Hokezelés

Az enzim aktivitds hdmérséklet fliggésének, illetve optimumanak meghatdrozésa az enzim

jellemzése mellett azért is Iényeges paraméter, mert felhasznalhato egyik 1épésként a tisztitas
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kezdeti fazisaban. Hidrogén felvevd iranyban a 43°C mellett, szolubilis frakciokkal 50°C és

60°C-on mértem hidrogenaz aktivitast (12. Tablazat).

43°C 50°C 60°C
1,39 1,66 0,78
83,6% 100% 46,8%

12. Tablazat. Hidrogén felvevo aktivitas homérséklet fliggése. Az aktivitdsok nmol

H, (perc x mg fehérje)” egységben kifejezve.

4.6. Hidrogenazok fiziologiai szerepe

4.6.1. A membrankotott enzim fizioldgiai szerepének meghatarozasa

120
100
Hidrogén 80
termelés
(%)
40
20
ol e ]
nitrogendz nitrogén
gatolt fixalo

Novesztési koriilmény

Bl vad @ mutans
6. Diagram. A termelddott és gaztérbe jutott hidrogén mennyiségének alakulasa M. capsulatus

(Bath) és hupSL mutans nitrogén fixalo €s nitrogenaz gatolt koriilmények kozotti

novesztés soran, két napos inkubdaciot kovetden.
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A Hup mutans torzset kiilonboz6, nitrogénfixald és nitrogendz gatolt koriilmények kozott
novesztettem. Ezt kdvetden vizsgaltam a ndvesztés soran, a razatva nevelt kultiura légterében
termel6dott hidrogén mennyiségét. A termelddott hidrogént gazkromatografidsan analizaltam.
A termel6dott hidrogén mennyiségébdl (6. Diagram) egyértelmiien levonhato a kovetkeztetés,
miszerint a membrankotdtt hidrogenaz enzim funkcidja a nitrogenaz altal termelt hidrogén
eloxidalasa a sejt szamara. Nitrogenaz gatolt koriilmények kozott is tapasztaltunk némi
hidrogéntermelést, ami nem szadrmazhat a nitrogendz enzimtdl, kivéve, ha a nitrogenaz
bioszintézis szabalyozdsa nem tokéletes. A hidrogént egy masik, a baktériumban szintén
konstitutivan expresszalodo hidrogendz enzim (akar a szolubilis hidrogendz) termelheti. A
lehetdségek kozotti egyértelmli valasztasra nincs kisérletes bizonyiték. A tendencia azonban
ugyanaz, mint a nitrogén fixalé koriilmények kozott nevelt kultdra esetén. A termelddott

hidrogént a Hup hidrogenaz eloxidalja, javitva ezzel a sejt energiahaztartasat.

4.6.2. Szolubilis hidrogenaz

A hoxH muténst kiilonb6z6 koriilmények kozott (nitrogendz represszalt, nitrogénfixalo)
novesztve, fenotipusos valtozast nem tapasztaltam. A mutdns hidrogéntartalmanak (gaztér)
analizisével bizonyitottam, hogy a szolubilis hidrogenaz nem vesz részt a nitrogendz enzim
altal nitrogén fixaloé koriilmények kozott termelt hidrogén eloxidalasaban. A formatbdl kapott
egész sejtes hidrogénfejlesztd aktivitasok alapjan [56. oldal] a szolubilis enzimet esetleg a
format-dehidrogenazzal lehet kapcsolatba hozni. Ennek kideritéséhez azonban tovabbi

kisérletekre lenne szlikség. Az enzim fizioldgiai szerepe jelenleg még nem ismert.

4.6.3. Hidrogenaz, mint redukalo eréforrast biztosité enzim az in vivo membrankotott és

szolubilis metan monooxigenaz aktivitas mérések esetén

Hidrogén hajtott sMMO ¢és pMMO aktivitast is sikeriilt kimutatni Methylococcus capsulatus
(Bath) egész sejtben [52. oldal]. Az aktivitdsok oxigénnel szembeni tolerancidt és Km értékét,
hidrogénre nézve, meghatdroztdk, de a két enzim kapcsolatat részletesebben nem
tanulmanyoztak. Késobbi, esetleges gyakorlati alkalmazds szempontjabdl fontos
meghatarozni, hogy melyik hidrogendz enzim biztositja a sziikséges redukalt kofaktorokat,
esetleg mind a kettd képes a MMO-k redukalt kofaktor igényének biztositdsara. Ennek

érdekében a kovetkezd kisérleteket végeztem el:
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pMMO

70
60 T
50
40
30 T
207
107

Aktivitas

Na-format hidrogén

Redukal6 er6forras

B M.c. @ hupSL mutans [ hoxH mutdns

7. Diagram. Egész sejtes pMMO aktivitas. Az aktivitdsok nmol propilén ox. (perc x mg
fehérje) ! értékben feltiintetve.

sMMO

Aktivitas

Na-format hidrogeén

Redukalo erdforras

B M.c. @ hupSL muténs U hoxH mutans

8. Diagram. Egész sejtes SMMO aktivitas. Az aktivitdsok nmol propilén ox. (perc x mg

fehérje)” értékben feltiintetve.



Egész sejtes hidrogénnel ,hajtott” metdn monooxigenaz aktivitisokat mértem a hupSL ¢és
hoxH mutansokkal (7. és 8. Diagramok). Kontrollként redukalt kofaktorként minden esetben
Na-formatot haszndltam. Az aktivitasmérések alapjan mindkét metdn monooxigenaznal
azonos tendencidji eredményt kaptam. A hupSL mutansban sem pMMO, sem sMMO esetén
nem detektalhaté H,-hajtott metan monooxigenaz aktivitds. A szolubilis hidrogendz mutans
esetén nem tapasztaltam szignifikans eltérést a kontrollhoz képest. A hidrogén hajtott pMMO
aktivitasok esetén a Hup tipusi, membrankotott hidrogendz enzim szolgéltatja a redukald
er6forrast, a szolubilis hidrogenaz (Hox), az aktivitds mérések alapjan nem jatszik szerepet a
reakcioban. Rézmentes koriilmények kozott az sSMMO mellett jelen van egy bazalis pMMO
aktivitas is. A mért hidrogénhajtott MMO aktivitasok eredetének kideritéséhez sziikség van
egy inhibitorra, amely szelektiven gatolja a szolubilis vagy a membrankotott metan
monooxigenazt. Tovabbi kisérletek sziikségesek tehat annak eldontésére, hogy az sSMMO is a
membrankotott hidrogenazzal mikodik egyiitt vagy sem.

Az, hogy a hidrogendz és a metan monooxigendz enzimek milyen molekularis mechanizmus
szerint milkddnek egylitt, még szintén nem ismert. Természetesen tovabbi, biokémiai
vizsgélatok, valamint a tiszta enzimekkel végzett in vitro kisérletek sziikségesek a

struktiraval, miikodéssel kapcsolatos kérdések megvalaszolasahoz.
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5. Osszefoglalas

A Fo6ldon keletkezd metan, az atmoszféraba keriilve komoly szerepet jatszik az iiveghazhatas
kialakitadsaban. A metanotrofok a keletkezd metan jelentds részét eloxidaljak, mieldtt az az

atmoszféraba keriilne, ezért rendkiviil fontosak a 1égkori metan koncentracido mérséklésében.

A Fold fosszilis metan készletei a koolaj készletekkel Osszemérhetd nagysaguak,
hasznositasuk azonban nehézkesebb, mert a metan térfogategységre szamitott energiastirlisége
kisebb. Ezért ma még oridsi mennyiségti foldgazt engednek el kihasznalatlanul a vilagon. Ezt
az energiamennyiséget is tObbszorosen meghaladja a megujuld, bioldgiai rendszerek altal
termelt metan mennyisége. A legtobb gyakorlati nehézség abbol adddik, hogy a kiillonbozd
forrasokbdl szdrmazoé metdn tarolasa, szallitdsa koltséges és veszélyes. Ezért gazdasigos
felhasznaldsi lehetdségei korlatozottak. Ha a metant metanolla alakitjdk, ez a gond
megsziinne: a metanol szallitdsa joval egyszerlibb.

A metanotrofok masik jelentds felhasznalasi teriilete a szennyezOanyagok, elsdsorban
halogénezett és aromas szénhidrogén szarmazékok biologiai Uton térténd lebontdsa. Metan
monooxigenaz enzimiikkel bontjak le a kiilonbozd toxikus vegylileteket. Gyakorlati
alkalmazas esetén redukald eréforrasra van sziikség az enzim muikodéséhez. A baktérium
hidrogenaz enzimei, megfeleld kofaktorok redukalasan keresztiil alternativ redukalé eréforrast

biztosithatnak a MMO-k szamara.

A dolgozatban leirt ij tudomanyos eredményeket az alabbiakban foglalom 0ssze:

e Membrankotott hidrogendz aktivitast detektaltam Methylococcus csapsulatus (Bath)-ban
nitrogénfixald és nitrogenaz gatolt novekedési koriilmények kozott egyarant.

e A létrehozott membrankotott hidrogendz mutans segitségével meghataroztam az enzim
fiziologiai szerepét a baktériumban.

e Enzimaktivitds mérésekkel igazoltam egy 1j tipustu, NAD -fiiggd, szolubilis hidrogenaz
enzim jelenlétét a baktériumban.

e A szolubilis, NAD -fiiggd hidrogenaz géneket azonositottam a genomban. Methylococcus
capsulatus NAD'-fiiggd szolubilis hidrogenaza legkozelebbi rokonsagot Ralstonia

eutropha H16 térzs szolubilis NAD -redukélé hidrogenazaval mutat.
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Ugyancsak markercserés mutangenezissel, kétszeres rekombindnsokra szelektadlva hoxH
mutanst hoztunk 1étre. Szolubilis hidrogendz mutans torzsben a hidrogenaz aktivitas
hianya nem eredményezett fenotipusos valtozast.

Meghataroztam a szolubilis enzim - az enzimtisztitds szempontjabdl fontos - alapvetd
biofizikai és biokémiai jellemzdit.

Igazoltam, hogy az in vivo hidrogén-hajtott pMMO aktivitasok esetén nélkiilozhetetlen a
membrankd6tott hidrogenaz jelenléte. A szolubilis hidrogenaz aktivitds hianyaban azonban
tovabbra is mérhetd hidrogén hajtott sMMO és pMMO aktivitas.

Kimutattam, hogy a membrankotott hidrogenaz gének elterjedtek a metanotrof

baktériumok korében.
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Summary

The release of methane into the atmosphere results in an increased rate of global warming.
Methanotrophs oxidise a remarkable amount of methane preventing its release to the
atmosphere. Therefore, methanotrophic bacteria are very important in the mitigation of

atmospheric methane concentrations.

The fossil supply of methane is commensurable with the supply of the natural gas on Earth.
Methane utilisation is more difficult because the density of energy by volume is less than that
of natural gas. At present a huge amount of natural gas is released unused, into the
atmosphere, yet this amount of energy is much less than the energy gained from methane by

biological systems.

The biggest problem is that the storage and transport of methane is very expensive and
dangerous. Hence, the economical utilisation of methane is limited. If the methane is
converted to methanol this problem can be solved. The transportation of methanol is much
easier.

Methanotrophs could play a very important role in biodegradation and biotransformation of
pollutants, especially in transformation of halogenated and aromatic compounds. Since
biodegradation process using MMO are cooxidation process, alternative ways of supplying
reducing power are needed.

A possible alternative is hydrogen. Hydrogenases show considerable potential for

biodegradation and biotransformation, utilising the unique catalytic activity of their MMOs.

The following results were obtained:

e Membrane bound hydrogenase enzyme activity was detected in Methylococcus

csapsulatus (Bath) under nitrogen fixing and nitrogen depleted conditions.

e The physiological role of the membrane bound enzyme was determined using a membrane

bound hydrogenase mutant strain.
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Existence of a NAD-dependent hydrogenase in the bacterium was detected with activity

measurements.

The structural genes of the NAD -reducing hydrogenase were identified in the genome.
The highest similarity values for the M. capsulatus putative gene products, HoxF, -U, -Y
and —H, were obtained to the corresponding subunits of the soluble hydrogenase from

Ralstonia eutropha.

A hoxH mutant strain was constructed using marker exchange mutagenesis. The lack of
the soluble hydrogenase activity caused no apparent phenotypical change in the

bacterium.

The basic biophysical and biochemical characteristics of the soluble enzyme were

determined for future purification processes.

The activity of the membrane bound hydrogenase was essential for the in vivo hydrogen
driven MMO activity. Both sMMO and pMMO activities were unaffected in the hoxH

mutant strain.

Membrane bound hydrogenase genes are widespread among methanotrophic bacteria.
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