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BEVEZETES

A metan mar az 6slégkor egyik meghatdrozé eleme volt. Habar napjainkban csak kis
mennyiségben fordul eld a légkorben, mégis jelentds hatdssal bir a foldi életre. Nem elhanyagolhato,
mint {iveghazhatast okozd gaz a globalis felmelegedés szempontjabol. Aerob és mikroaerofil
kornyezetben a metanotrofok oxidaljak a metant. Ezek a baktériumok a metilotr6f baktériumoknak egy
olyan alcsoportja, melyek a legjelentdsebb biologiai metan felhasznalok a szarazfoldi talajokban. A
metanotréfok a metant képesek egyediili szén és energiaforrasként felhasznalni. Mivel minden
szarazfoldi és vizi ¢€l6helyen megtalalhatok, ezért meghatarozoak globalis metan korforgas

szempontjabol.

M. capsulatus (Bath) metanotrof torzsben a metan oxidéacidjat kétféle enzim végzi, a sejt
kornyezetében 1évo réz(Il) ionok mennyisége szerint. Magas réz(II) ion : sejt-biomassza arany esetén a
réz ionokat tartalmazo6, membran kotott (partikularis) Metan MonoOxigenaz (pMMO) fejezédik ki, mig
alacsony réz(Il) ion : sejt-biomassza arany esetén a réz ionok jelenlétében inaktivalodo, szolubilis
metan monooxigenaz (SMMO). A sejtek kdrnyezetében megtalalhatéd réz ionok mennyisége nemcsak az
MMO-k bioszintézisét befolyasolja, hanem hatassal van egy sor fiziologias folyamatra pl.: belsé
membranrendszer bioszintézise, legalabb két formaldehid dehidrogenaz szintézise €s mas réz
transzporttal és szabalyozassal kapcsolatban allo polipeptidek bioszintézise. Mar korai kisérletek
megmutattdk, hogy az sSMMO jelentds biotehnoldgiai érdeklédésre tarthat szamot, mivel tobb szaz
szerves vegyiiletet képes oxidalni, tobbek kozt sok kornyezetszennyezé anyagot. A M. capsulatus
(Bath) felhasznalhatosagat eldsegiti, hogy extrém magas halogénezett szénhidrogén koncentracio
mellett (pl. 50 mg Tri-klor-etilén/liter, ami az ivovizben megengedett érték 10000-szerese) is megérzik

aktivitasukat

Az sMMO-t tartalmazod metanotréfokban fellelhetd érdekes és nagyon szigort réz fiiggd
regulaciot mar szamos munka keretében probaltak felderiteni, de a szabalyozas részletei és az ebben
résztvevo gének, fehérjék mind a mai napig feltaratlanok maradtak. M. capsulatus (Bath) torzs esetében
az smmo operon génjei egy az mmoX gént6l 5° iranyban elhelyezkedd promoter régiorél irddnak at tobb
promoterekre jellemz6é -10, -35, -12 és -24-es motivumot azonositottak. Nielsen és mtsai végso

konklazioként ¢ tipust promotert tételeztek fel.



CELKITUZESEK

A szolubilis metan monooxigenaz enzimek egyediilallo katalitikus aktivitisuk révén szamos
kornyezetkimélé és gazdasdgos biotechnologiai eljards lehetséges katalizatorai. Gazdasagos ¢€s
széleskor(i felhasznalasuknak gatat szab az enzim réz(Il) ionokkal szembeni érzékenysége, valamint az
enzim kifejez6désének gatlasa réz ion jelenlétében. Az sMMO szabalyozasi mechanizmusanak
ismeretében lehet6ség nyilhat olyan torzsek kifejlesztésére, melyek in situ bioremediacids és
biotranszformécios alkalmazasokban hatékonyan felhasznalhatok. A M. capsulatus (Bath) anyagcseréjét
nagymértékben meghatarozo réz ion fliggd szabalyozas megismerése nemcsak a biotechnologiai
alkalmazhatosag miatt fontos, hanem a baktériumok nehézfémekkel szemben mutatott anyagcsere
utjairol kialakitott képét is szélesiti.

Manapsag 400-hoz kozelit azon baktériumok szdma, melyek genom szekvencidjat ismerjiik.
Belathato, hogy a nagyszamu konzervalt, de ismeretlen funkcidji fehérje biologiai szerepe nem
hatarozhaté meg pusztdn a gének bazissorrendje alapjan. Az ismert genom viszont kitlind segitség a
transzpozonos mutagenezissel nyert, ismert fenotipusi mutansok mutacioés helyének azonositasahoz.
Igy a transzpozonos mutagenezis az ismert genomszekvenciaval hatékony eszkozt képez példaul a réz
fliggd szabalyozasért felelds gének megtalalasara, valamint az ismeretlen funkcioju, feltételezett gének

szerepének megismerésére.

. Az mmoX promoter in silico vizsgalata

. Az smmo operon lehetséges promoter régidinak azonositasa

. Az mmoX promoter aktivitdshoz nélkiilozhetetlen régiok azonositasa promoéter proba
vektorral

. Az smmo operon kornyezd génjeinek klonozasa, bazissorend meghatarozasa, in silico
analizise

e Az azonositott gének mutagenezise, a mutansok fenotipusos vizsgalata, tekintettel az sSMMO
kifejezédésének megvaltozasara

. Konjugacios génbeviteli rendszer optimalizalasa M. capsulatus (Bath) torzsre

. Transzpozonos mutagenezis kidolgozasa M. capsulatus (Bath) torzsre

. sMMO kifejez6dését befolyasoldo mutansok eldallitasa és azonositasa transzpozonos

mutagenezissel



MODSZEREK

A kisérletekhez a M. capsulatus (Bath) és E. coli torzsek razatott folyadék, illetve taplemezen novesztett
kultirait hasznaltam. Molekularis biologiai kisérletekhez a baktériumok esetén hasznalatos DNS és
RNS manipulécios modszereket alkalmaztam (genomi DNS és plazmid tisztitds, RNS tisztitas, DNS
darabok felszaporitasa PCR technikaval, klonozas, transzformalas, Southern hibridizacio, RT-PCR).
Idegen DNS M. capsulatus (Bath) sejtekbe torténd bejuttatdsahoz konjugaciés modszert hasznaltam.
Iranyitott és transzpozonos mutagenezis modszerével készitettem mutansokat. M. capsulatus (Bath) vad
tipustt és mutans torzsek sMMO aktivitasat tapoldatban razatva ndvesztett kulturdkon vizsgéaltam
spektrofotometrias méréssel. A transzpozonos mutansok kisziiréséhez taplemezen hataroztam meg a
kolonidk sMMO aktivitasat. Az sSMMO fehérje alegységeinek kimutatdsara Western hibridizacios
technikat alkalmaztam. A zold fluorescens proteint (GFP), mint riporter fehérjét hasznaltam promoter
proba vektroban a vizsgalni kivant DNS szakaszok promoter aktivitdsanak meghatarozaséhoz.
Internetes, illetve helyi bioinformatikai eszkozoket alkalmaztam a DNS és fehérje szekvencia adatok

vizsgélatahoz.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

I.  Bioinformatikai eszk6zok segitségével a 6™ promoterekre jellemzé o™ kotd és THF (Integration

II.  Megmutattam, hogy az mmoX ATG kodonjatol -358 és -280 bazisparok kozé esd, az IHF kotd
helytél 5° iranyban elhelyezkedd, régio elengedhetetleniil sziikséges az mmoX promoter

rézfiiggd mikodéséhez.

II. Meghataroztam az mmoC-t6l 3’ iranyban elhelyezkedd 9,5 kb ismeretlen szekvenciaji DNS
szakasz bazissorrendjét. Azonositottam mmoG, mmoQ, mmoS és mmoR géneket az mmoC-t61

3’ iranyban elhelyezked6 9,5 kb hosszusagti DNS szakaszon.



Iv.

VL

VIL

VIIL

IX.

Megmutattam, hogy az mmoXYBZCG sMMO strukturgéneket tartalmazo operonban talalhatd
mmoXY és mmoCG intergenikus régioknak nincs promoter aktivitasa. Az eredmények alapjan

irédnak at.

" tipusti prométer motivumokat azonositottam mmoS és mmoR gének 5’ régidiban.

Bioinformatikai eszk6zok segitségével meghataroztam mmoG, mmoQ, mmoS és mmoR gének
fehérjetermékeinek feltételezett funkcidjat ismert fehérjékhez vald hasonlosaguk alapjan:
MmoG egy GroEL-hez hasonld chaperonin, MmoS a két-komponensii szenzor-regulator

MmoR felépitése megegyezik a o™-fiiggé transzkripcios aktivatorok felépitésével.

Eldallitottam az mmoG, mmoQ, mmoS és mmoR génekre nézve mutans M. capsulatus (Bath)
torzseket. A mutans torzsek novekedési sebességének, sMMO aktivitasanak, mmoX
transzkripcidjanak és sMMO alegységek termelddésének vizsgalataval megmutattam, hogy
mmoG és mmoR elengedhetetlen az SMMO enzim termelédéséhez ,,réz mentes” koriilmények

kozt.

konstitutivan mikodik. 2uM réz-szulfatot tartalmazo taplemezen még sMMO aktivitas is
mérheté mmoS és mmoQ mutansokban, mig a vad tipusban nincs sMMO aktivitas ilyen réz ion

koncentracié mellett.

SuM réz-szulfatot tartalmazé médiumban nem mérhetdé sMMO aktivitds mmoS és mmoQ
mutansokban. Megmutattam, hogy ilyen koriilmények kozott az sMMO alegységei nem
mutathatok ki, de mRNS képzédik mmoX promoéterrdl. Feltételeztem, hogy ilyen koriilmények

kozt a réz ionok éltal inaktivalt sMMO molekulék gyorsan degradalodnak.



XI.

Kidolgoztam egy megfelelé hatékonysaggal miikddd transzpozonos mutagenezis modszert M.
capsulatus (Bath) torzsre. A modszer lehetdvé teszi nagyszamu transzpozonos mutans
eléallitasat pozitiv szelekcidval. A mutansokban a transzpozon csak egy példanyban,
véletlenszeriien épiil be M. capsulatus (Bath) genomjaba. Az altalam kidolgozott modszerrel a
transzpozont hatarolé genomi DNS bézissorrend konnyen, gyorsan azonosithatd. Ez az els6
megfeleld hatékonysaggal miikodd transzpozonos mutagenezis modszer M. capsulatus (Bath)
torzsre, amely alkalmas a M. capsulatus (Bath) fiziologiai folyamatainak, ismeretlen szerepl

génjeinek megismerésére.

Készitettem egy M. capsulatus (Bath) transzpozonos mutans konyvtarat, amelybdl izolaltam 77
db sMMO aktivitasdban sériilt mutdns torzset. 5 mutdnsban meghataroztam a transzpozon
beépiilésének helyét és az azt hatarolo genomialis DNS szakasz bazissorrendjét. A M.
capsulatus (Bath) genom-szekvencidjaban azonositottam a mutans géneket. A mutaciot
szenvedett gének és operonok soksziniisége alapjan feltételeztem, hogy az sSMMO réz-fiiggd

szabalyozéasa igen Osszetett folyamat M. capsulatus (Bath) torzsben.
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