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Irodalmi attekintés
1.1. A metan

A metan mar az Oslégkor egyik meghatarozé eleme volt. Habar napjainkban csak kis
mennyiségben fordul eld a légkorben, mégis jelentdés hatassal bir a foldi életre. Nem
elhanyagolhaté mint iiveghazhatést okozd gaz a globalis felmelegedés szempontjabol. A szerves
géazok koziil a metan fordul el legnagyobb mennyiségben a 1égkorben. A metan sokkal nagyobb
mértékben képes az infravords sugarak elnyelésére, ezért azonos anyagmennyiséget tekintve, a
metan sokkal ,,hatékonyabb” livegh4dzhatéast okoz6 gaz, mint a CO,. (Houghton és mtsai., 2001)
Az utolso6 eljegesedés oOta a légkori metdn mennyisége folyamatosan novekszik: 1750-t61 1998-ig
a metdn mennyisége 150%-kal novekedett, amint azt az USA Kornyezetvédelmi Hivataldnak
honlapjan olvashatjuk: www.epa.gov. Ma a 1égkori metankibocsatds 65%-a az ember
tevékenységéhez kapcsolodik (1. dbra A) és ennek mértéke évrdl évre fokozodik. A 1égkdrbe
kibocsatott metan kozel 90%-at a hidroxilgyokok fotokémiai uton eloxidaljak és kozben CO; és
CO keletkezik. Ha a légkori metankibocsatas tovabbra is ilyen iitemben nd, akkor a kovetkezd
évszazadban az liveghazhatas 25%-4ért mar a metan lesz a felelds, becslések szerint a 1égkori
metan mennyisége évente 25 Tg-mal ndvekszik (1. abra) (Houghton és mtsai., 2001). Egyéb
iiveghazhatasti gazokkal (féleg CO,) egyiitt ez a ndvekedés 2-6 °C-os felmelegedést mutat egy
évszazadra eldrevetitve globalis atlagban. Ezért lenne egyre silirgetdbb feladat ezen gazok
kibocsatasanak szabalyozasa. Szamitdsok szerint a metan kibocsatas 10%-os csokkentése mar
hogy ez elérhetd legyen a metint nagy tomegben kell oxidalni és/vagy beépiteni szerves

vegyiiletekbe.
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1. abra. A légkor metan tartalmanak valtozasa.

(A); Az emberi tevékenységbdl szarmazé metan megoszlasa (6sszesen 375 Tg metan / év).

(B); A természetes forrasokbol szirmazo metan megoszlasa (6sszesen 200 Tg metan / év).

(C); A metan mennyiségét csokkentd tényezok megoszlasa (6sszesen 550 Tg metan / év).




1.2. A biolégiai metan oxidacié

A biologiai metan oxidacio torténhet aerob médon a széarazfoldi és vizi €lohelyeken,
valamint anaerob modon az iiledékekben és oxigén mentes, sos vizekben. Anaerob koriilmények
kozt pl.: mélytengeri kdérnyezetben egy, a fotoszintézistdl fiiggetlen taplaléklanc is 1étezik a
metanotroéfokra és kemolitotréf organizmusokra alapozva (Valentine és Reeburgh, 2000). Az
1980-as évektdl kezdve napvilagot lattak olyan adatok, melyek leirjak a tengeri iiledékekben a
metan mennyis€g csOkkenését. A metdn mennyiségének valtozasa szoros Osszefiiggést mutatott a
helyben megtalalhato szulfdt mennyiségével. Az 1990-es években mar izotdpos és molekularis
biologiai modszerekkel bizonyitottdk, hogy a mélytengeri {iiledékekben szulfat-redukalo
baktériumok €s metanogén arhedk alkotta konzorcium képes anaerob metan oxidaciora (Hansen
és mtsai., 1998). Mivel a folyamatban a metanogén archedk vesznek részt, a folyamatot ,,reverz
metanogenezisnek” nevezték el (Hallam és mitsai., 2004). Manapsdg mar sikeriilt dusitott
kultarékat is eléallitani, melyek biokémiai jellemzése folyamatban van (Chistoserdova és mtsai.,
2005). Az anaerob metan oxidacié folyamatat a metanogenezis megforditottjaként feltételezik,
ahol a metanogének altal kibocsatott eddig azonositatlan anyagcsereterméket a szulfat-redukalok
hasznositjak elektron donorként.

Aerob ¢s mikroaerofil kornyezetben a metanotrofok oxidaljak a metant. Ezek a
baktériumok a metilotrof baktériumoknak egy olyan alcsoportja, melyek a legjelentdsebb
biologiai metan felhasznalok a szarazfoldi talajokban. A metanotrofok a metant képesek egyediili
szén ¢s energiaforrasként felhaszndlni. Mivel minden szarazfoldi és vizi éldhelyen
megtalalhatok, ezért meghatdrozoak globalis metdn korforgds szempontjabol. Ezeken az
¢lohelyeken nemcsak a helyben, bioldgiai Uton, a metanogén archedk altal termelt metan

felhasznalasa folyik, hanem a 1€gkorbdl megko6tott metané is.
1.3. A metanotréfok filogenetikai csoportositasa

A baktériumok kozt a metanotrofok csak kevés csoportban taldlhatok meg. Mind a mai
napig csak a proteobaktériumok 11 nemzetségében talalhatok képviseldik. A ma ismert
metanotrofok két {6 tipusba sorolhatok, foként filogenetikai helyzetiik, fiziologiai kiilonbségeik

¢s a bels¢ membranstruktirajuk alapjan (1. tdblazat).



1. tdblazat. A metanotrofok csoportositasa.

Tulajdonsag

I. tipus I1. tipus

DNS G+C tartalma (mol %)

43-66 62-63

korong alakt parhuzamos lefutast

membran elrendezése intracitoplazmatikus intracitoplazmatikus
membrankotegek membrankotegek
formaldehrld—assmmllacms RUMP* / szerin szerin
utvonal
proteobaktériumok
o gamma alfa
szubdivizio-tipusa
legfobb foszfolipid zsirsav 16:1 18:1
Methylomonas, Methylobacter,
Methylomicrobium,
L Methylococcus, Methylosinus, Methylocapsa,
Nemzetségeik Methylocaldum, Methylocella, Methylocystis
Methylosarcina,
Methylosphaera

* RuMP = ribul6z-monofoszfat.

1.4. Modell organizmus: Methylococcus capsulatus (Bath)

Manapsag a M. capsulatus (Bath) a leginkabb tanulméanyozott metanotrof. Ez a

Methylococcus nemzetségbe tartozd baktérium nem teljesen illik az I-es tipusi metanotrofok

kozé, mivel metdn anyagcsere utvonaldban a formaldehid asszimilacidé szerin utvonala is

1 uﬁ‘l .,
= s
2. dbra. M. capsulatus (Bath),
transzmisszios
elektronmikroszkopos képe.

(forras: www.uib.no/elin/elpub/

uibmag/en02/bacteria.html)

megtalalhat6. Ezen kiviil G+C tartalma is magasabb az
elsé tipusba sorolt metanotrofokhoz képest, ezért
régebben kiilon tipusba (X tipus) soroltdk, de a 16S
rRNS bézissorrenden alapuld filogenetikai tanulmanyok
alapjan ma az I-es tipusba soroljak. A M. capsulatus
(Bath), mint a neve is mutatja, kokkoid baktérium.
Folyadék kultaraban jellegzetesen a diplokokkusz forma
dominél. Az elektron-mikroszkdpos képen legfeltiindbb
jellemzéje, a parhuzamos ,,zsakokba” rendezdodott
intracito-plazmatikus membranok (2. abra). A M.

capsulatus (Bath) torzsben a metdn oxidéaciojat kétféle

enzim végzi, a sejt kornyezetében 1évo réz(11)-ionok mennyisége szerint. Magas réz(Il)-ion : sejt-

biomassza ardny esetén a réz-ionokat tartalmazé pMMO fejezddik ki, mig alacsony réz(Il)-ion :

sejt-biomassza ardny esetén a réz-ionok jelenlétében inaktivalodo, sSMMO (Berson és Lidstrom,

1997). Mér korai kisérletek megmutattak, hogy az sMMO jelentOs biotehnologiai érdeklodésre



tarthat szamot, mivel tobb szaz szerves vegyiiletet képes oxidalni, tobbek kozt sok

kornyezetszennyezd anyagot.

1.5. A M. capsulatus (Bath) biotechnologiai felhasznalasa

A halogénezett szénhidrogének in situ mikrobiologiai lebontasara iranyuld kisérletekben
figyelték meg, hogy a halogénezett vegyiiletek biologiai lebontésa jelentdsen felgyorsult, amikor
a talajba foldgazt juttattak be (Colby és mtsai., 1977). Ez volt az els6 fontos észlelés, amely a
foldgaznak (=metannak) a TCE-t lebont6 biologiai folyamatokra gyakorolt pozitiv hatasara utalt.
A részletes vizsgalatok egyértelmlien bizonyitottak egyrészt a metanotrof baktériumoknak a
lebontasban jatszott szerepét, masrészt azt, hogy a lebontds epoxidokon keresztiil teljesen
végbemegy, széndioxid és biomassza keletkezik. A M. capsulatus (Bath) felhasznalhatosagat
néveli, hogy extrém magas halogénezett szénhidrogén koncentracié mellett (pl.: 50 mg TCE 17,
ami az ivovizben megengedett érték 10000-szerese) is megdrzik aktivitdsukat (Fliermans és
mtsai., 1988). A M. capsulatus (Bath)-ban jelenlévé metdn monooxigendz enzimek nemcsak
bioremediacios szempontbol fontosak, hanem kiilonb6zd biokonverzids eljardsokban is sikerrel
alkalmazzak Oket (2. tablazat): pl.: etilénbdl etilén-glikol és epoxidok gyartasa soran (Richards és

mtsai., 1994). Az eddig alkalmazott szubsztratok szama tobb mint 250-re rug.

2. tablazat. A M. capsulatus (Bath) éltal oxidalt, kornyezetvédelmileg fontos anyagok.

Vegyiilet Tiszta tenyészet altal produkalt termék
klérmetan formaldehid
di-klérmetan szénmonoxid
tri-klérmetan (kloroform) széndioxid
brommetan formaldehid
benzol fenol és hidrokinon
Toluol p -krezol, benzil-alkohol, benzoesav
stirén sztirénoxid és hidrosztirén
m-krezol hidroxibenzaldehid
o-krezol 5-metil-1,3-benzoldiol
m-klorotoluol benzil-alkoholok
Naftalin naftolok
1- and 2- metilnaftalin NK
vinilklorid NK
1,2 & 1,1-dikloretilén NK

trikkloretilén

diklorecetsav és TCE-diol (széndioxid)

1,1- & 1,2-dikléretan

NK

1,1,1- & 1,1,2-trikléretan

NK

NK= Nem Kimutathat6




A metanotrofok kemolitotréf baktériumok 1évén egyszeri s6 oldatban képesek
novekedni, metan és oxigén jelenlétében (Hanson és Hanson, 1996, Kelly és mtsai., 2005). A M.
capsulatus (Bath) optimalis novekedési homérséklete 45°C, ami nem kedvez a patogén
mikroorganizmusoknak, ezért a kdolaj lelohelyeken olcson rendelkezésre allo foldgazzal mar
régota termelik egysejt fehérjeként allati takarmany-kiegészitdnek (NorFerm AG., Norvégia,

Dania) (3. abra).

3. abra. A M. capsulatus (Bath) egysejt fehérje termel6 lizem és az el6allitott termék (www.norferm.no).

1.6. A M. capsulatus (Bath) fiziologiaja

A metin monooxigenaz enzimek az elsé 1épésben a metant metanolla oxidaljsk NADH+H"
¢s molekularis oxigén felhasznalasaval. A képzddott metanolt a metanol dehidrogenaz (MDH)
alakitja formaldehiddé citokrom-c kozremiikodésével. A formaldehidet a sejt beépitheti sajat
szerves anyagaiba a RuMP, vagy a szerin utvonalon. Ha a formaldehid nem épiil be a sejt
anyagaiba, akkor a formaldehid dehidrogendz (FADH) ¢és a format dehidrogenaz (FDH)
segitségével széndioxidda oxidaldédik (4. abra) (Hanson és Hanson, 1996) A M. capsulatus
(Bath) genomszekvencidjanak ismeretében 1jabb formaldehid oxidaciés utvonalakat
feltételeznek, melyekben a metanogénekben megtaldlhatd tetrahidrofolat (THF) és tetrahidro-

metanopterin (H4sMPT) tartalmu enzimek jatszanak szerepet (Ward és mtsai., 2004).

10



RuMP utvonal

Metenil-THF
THF Gtvonal
sMMO Metilén-THF Formil-THF
NADH+H * NAD* MDH 'W‘( FDH
0, H,0 CytCox CytCrea . FADH NAD* NADH+H *
X XH,
¥
CH, CH,0H &4 HCOH — » HCOOH co,
02 HzO &/IIJ\IP'I‘ ?
NADH+H * NAD* Metilén-H,MPT Formil-MFR

pMMO
H,MPT Gtvonal

Szerin tvonal Metenil-H,MPT Formil-HMPT

~_ 7

4. abra. A M. capsulatus (Bath) metan oxidaciés utvonalai.

1.7. A M. capsulatus (Bath) metan-monooxigenazai

Metanotrofokban a leginkabb tanulmanyozott enzimek a metan-monooxigendzok. Mivel
ezek artalmatlanitjdk a kornyezetszennyezd vegyiileteket, foleg ezeket hasznaljak a
biokonverzids folyamatokban. A M. capsulatus (Bath) térzsben taldlhato kétféle MMO
tulajdonsagai nagymértékben kiilonboznek. Minden ismert metanotréfban megtaldlhaté a
membran kotott pMMO, mig a citoplazmaban elhelyezkedé6 sMMO csak néhany metanotrof
fajban talalhatd6 meg (Dedysh és mtsai., 2001). A két enzim csak funkcidjaban egyezik meg,
semmiféle felépitésbeli vagy molekularis szinti rokonsadg nincs koztiik. Biotechnoldgiai
szempontbol igen Iényeges, hogy az sMMO képes oxidalni tobb szaz szénhidrogént (Colby és
mtsai., 1977), a pMMO pedig csak néhany alkant képes oxidalni. Ezért a kutatasok nagy része az
SMMO mind szélesebb korti és hatékony biotechnologiai felhasznalhatésagat célozza a
bioremediacid és biokonverzio teriiletén. Az sMMO ¢és a pMMO kifejez6dését a sejtek

kornyezetében 1évo réz-ionok mennyisége hatdrozza meg (1d. A 1.4. fejezet).

1.7.1. A membrankotott metan-monooxigenaz

A pMMO sokkal kevésbé ismert, mint az sMMO, mivel igen nehéz az enzimet aktiv
formaban tisztitani, valamint vizsgalni in vitro. A metanotrofokban talalhat6 pMMO nagy
hasonlosagot mutat a nitrifikdld baktériumokban fellelheté ammoénia monooxigenazzal (AMO).
Mindkét enzim hasonld polipeptidekbdl épiil fel, rezet igényelnek miikodésiikhoz, illetve

képesek egymas elsddleges szubsztratjait hasznositani, ha nem is azonos aktivitdssal, mint a sajat

11



elsddleges szubsztratjukat. A pMMO ¢és az AMO gének csak a metanotrofokra és a nitrifikald
organizmusokra jellemzdéek, homolog géneket eddig nem talaltak mas él61ényekben.

2005 marciusaban Rosenzweig ¢s munkatarsa (Lieberman és Rosenzweig, 2005) attorést
értek el a pMMO szerkezetkutatdsaban. 2,8 A felbontassal meghatéroztak a M. capsulatus (Bath)
pMMO kristalyszerkezetét. A pMMO egy 105 A hosszi és 90 A 4tmérdjii hengeres format alkot,
o3Psys (PMOA=a, PMOB=[, PMOC=y) elrendezddésben, egy csatorndval a kdzepén (5. abra).
Meghataroztak, hogy egy pMMO molekula kilenc réz-iont és harom, még azonositasra vard fém

iont tartalmaz (Lieberman és Rosenzweig, 2005).

5. abra. A M. capsulatus (Bath) pMMO kristalyszerkezete (a) a sejtmembrannal parhuzamos és (b) arra
merdleges nézetben. A harom protomer sotétkék, lila és halvany rézsaszinnel van jelolve.

Egy protomer afiy alegységekbdl all.

1.7.2. A szolubilis metan-monooxigenaz

Az sMMO lényegesen nagyobb in vitro stabilitdsa miatt a kezdetekben a figyelem erre az
enzimre iranyult.
Az sMMO altal katalizalt reakcio: CHs + O, + MMOC NADH+H "
NADH+H" — CH;0H + NAD" + H,0.
Az sMMO-t a kovetkez6 metanotréfokban
tanulmanyoztak eddig: M. capsulatus (Bath)
(Stanley és  mtsai., 1983), Methylosinus
trichosporium  OB3b  (Lipscomb,  1994),
Methylobacterium CRL-26  (Shigematsu és

MMOA

6. abra. Az sMMO sematikus rajza.



mtsai., 1999), Methylosinus sporium 5, a Methylocystis M torzs és a Methylocystis W1 14
(Lipscomb, 1994). Az sMMO enzimek nagy hasonlosadgot mutatnak mas baktériumokban
megtaldlhatdo alkdn-monooxigendzokkal, fenol-hidroxildzokkal ¢és a 4 komponensii aromas
monooxigenazokkal (Leahy és mtsai., 2003). Az sMMO héarom protein komponensbdl 4ll: a
hidroxilaz [MMOA], a szabalyz6 [MMOB] és a NADH-fiiggd reduktdz [MMOC] (Lipscomb,
1994) komponensekbdl
(6. abra). A komponensek koziil a B ¢és C egyetlen alegységbdl felépiilo fehérjék, mig az A
komponens harom alegységbdl all 6ssze (Rosenzweig és mtsai., 1992).

A hidroxilaz komponens (MMOA) harom kiilonb6z6 alegysége, az o-, a B- és a v,
amelyek o,B,y, elrendezésben épitik fel azt (6. dbra). A hidroxilaz komponens egy 251 kDa
molekulatomegii, vastartalma, nem hem tipusu prosztetikus csoportot tartalmaz6 metalloprotein,
amelynek mindkét a-alegysége tartalmaz kettd, vas-iont hordoz6 aktiv centrumot (Rosenzweig
és mtsai., 1995). Ez a komponens felelds a kétatomos oxigén molekula aktividlasaért és a metan

kozvetlen oxidalasaért.

A szabalyozé komponens (MMOB) egy 16 kDa molekulatomegii, prosztetikus csoport
nélkiili polipeptid. Jelenléte elengedhetetlen a M. capsulatus (Bath) hidroxildzanak
miikodéséhez. Szénhidrogén szubsztrat hidnydban in vitro elektronok transzportdlodnak a
NADH-16] a reduktdz komponensre, onnan pedig a hidroxildz komponensre, ahol az oxigén
vizzé redukalddik (7. dbra B). Viszont ha jelen van egy szénhidrogén szubsztrat, akkor a
regulator komponens dsszekapcsolja a NADH oxidacidjat a szubsztrat hidroxilalasaval (7. abra
A). Ily médon tehat a reguldtor protein képes Osszekapcsolni az SMMO oxidaz aktivitdsat a
hidroxilaz aktivitadssal (amikor szénhidrogén szubsztrat rendelkezésre all) (Liu és mtsai., 1997).
Megfigyeltek, hogy MMOB képes autokatalitikus proteolizisre, elveszitve ezzel 12 aminosavat
az N-termindlis végrol, ebben a formaban az sMMO komplex inaktiv. A proteolitikus

aktivitasnak szabalyozo6 funkciot tulajdonitanak (Callaghan és mtsai., 2002).

+
NADH+ H B NADH+H*

NAD*

H20

MMOA MMOA
7. abra. Az MMOB hatasa sMMO in vitro aktivitasara. 13



A reduktaz komponens (MMOC (38,5 kDa)) egy vas-kén flavoprotein, ami egy [2Fe-
2S]-centrumot ¢és egy fél flavin adenin dinukleotidot (FAD) tartalmaz molekulanként.
Folyamatosan szallit elektronokat a hidroxildz komponensre, amely elektronok a NADH
oxidacidjabol szarmaznak. Ez az oxidacid két elektront eredményez, amelyek egyesével adodnak
at a FAD-nak. Az els6 elektron redukalja a FAD-ot, ahonnan egy molekulan beliili transzport
soran a vas-kén centrumra adddik, innen pedig szallitodik tovabb a hidroxildz komponensre, a

metan oxidacidjahoz (8. abra) (Colby és Dalton, 1978).

MMOC — NADH +H"

NAD*

CH30H
+ H20

8. abra. Az elektron aramlas MMOC és MMOA kozott.

Ismert, hogy az sMMO komplexet gatolja a réz-ionok jelenléte. A réz-ionok
irreverzibilisen kotddnek a reduktaz komponenshez (MMOC), melynek szerkezete ezaltal erdsen
megvaltozik, elveszti a vas-kén centrumat. Ez a szerkezeti valtozas elzarja az elektrontranszport
utjat a NADH-rol a hidroxildzra, ezaltal megsziinteti az sSMMO aktivitasat (Green és mtsai.,

1985).

MMOD, az inhibitor fehérje. Minden sSsMMO-t kodold operon tartalmaz egy eddig

mmoD-nek nevezett gént, melynek sokdig nem volt ismert a funkcidja. Merkx és Lippard (Merkx
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¢s Lippard, 2002) megallapitottdk, hogy habar nagyon kis mennyiségben, de ez a fehérje
(MMOD) is termelédik in vivo a M. capsulatus (Bath) torzsben. In vitro kisérletek azt mutattak
meg, hogy az MMOD inhibitorként hat az sMMO hidroxilaz komponensén. Az MMOD az
MMOB-vel megegyez6 erdsséggel kotddik a hidroxilaz komponenshez. Fiziologias funkcioja

eddig nem bizonyitott.

15



1.8. A réz-ion anyagcsere

A M. capsulatus (Bath) és a M. trichosporium Ob3B torzsekkel végzett kisérletek soran
hamar rajottek, hogy a sejtek kornyezetében talalhato réz-ionok mennyisége globalis hatassal van
a sejtek anyagcseréjére. A két enzim kifejez0désének vizsgélata sordn kidertilt, hogy magas réz-
ion koncentraciondl pMMO szintetizalodik, alacsony réz-ion koncentracid esetén az sMMO
kifejez6dése igen jelentds, a teljes sejt fehérje mennyiség harmadat kiteszi. A sejtek
kornyezetében megtalalhatd réz-ionok mennyisége nemcsak az MMO-k bioszintézisét
befolyasolja, hanem hatdssal van egy sor mas fiziologids folyamatra is pl.: belsd
membranrendszer bioszintézise, legalabb két formaldehid dehidrogenaz szintézise és mas réz-ion
transzporttal és szabdlyozassal kapcsolatban all6 polipeptidek bioszintézise (Peltola és mtsai.,
1993). Maga a pMMO enzim is foként a magas réz-ion koncentraci6 esetén szintetizalddo belsd
membranrendszerben foglal helyet.

A metanotréfokban a metdn oxidacidhoz altalaban négyszer annyi réz-ion sziikséges,
mint vas-ion (Stanley és mtsai., 1983). Ez a magas (egyébként toxikus) réz-ion mennyiség
feltételezi egy specifikus réz-ion szallit6 mechanizmus meglétét, ami egyben védi a sejt tobbi
részét a réz-ionok mérgezd hatasatol. Korabban szamos kis molekulatomegii rézk6té anyagot
tisztitottak a metanotrofok tapoldatibol, de egységes
szerkezetet nem sikeriilt meghatarozni. Kim ¢és

munkatarsai  (Kim és  mitsai.,, 2004) nemrég CU+

meghataroztdk a M. capsulatus (Bath) és a M.
trichosporium Ob3B tapoldataban talalhato réz-ion kotd 8
molekulat, amely rézmentes koriilmények kozt T _
termelddik leginkabb. Meghataroztak a vegyiilet pontos ! "‘Ir = 5
szerkezetét ¢és a szerkezeti hasonlosagok alapjan {
metanobaktinnak nevezték el (9. 4bra). Egy

metanobaktin molekula egy rezet kot Cu' ion 9 bra. Ametanobaktin szerkezete.
formajaban (1215 Da). A kotott réz-iont tartalmazod metanobactint a sejtek nagyon gyorsan
felveszik eddig tisztdzatlan mechanizmussal. A sejtek belsejében torténd réz-ion szallitas
részletei még nem ismertek. Kao és munkatarsai nemrég a cICAT (cleavable Isotope-Coded
Affinity Tag) modszer segitségével mennyiségi proteom analizist végeztek Osszehasonlitva a
magas ¢s alacsony réz-ion tartalom mellett novesztett M. capsulatus (Bath) tenyészetekben
kifejez6dd fehérjéket. Munkajuk sordn 682 fehérjét azonositottak és legalabb 60 fehérje

indukalodott réz-ionok hatdsara, ugyanekkor 68 fehérje relativ mennyisége csokkent (Kao és

mtsai., 2004).
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1.9. A pmo és smmo gének és transzkripciés szabalyozasuk

Bizonyos metanotréf torzsekben a pMMO mellett SsMMO is talalhato fiiggetlentil attol,
hogy o vagy vy proteobaktériumok csoportjaba tartozik-e az adott térzs. Az SsMMO-t tartalmazé
metanotréfokban fellelhetd érdekes és nagyon szigort rézfiiggd regulaciét mar szamos munka
keretében probaltak felderiteni, de a szabalyozas részletei €és az ebben résztvevd gének, fehérjék
mind a mai napig feltdratlanok maradtak.

A M. capsulatus (Bath) pmo operonokat klonoztak és meghataroztdk a nukleotid-
szekvenciajat (Semrau és mtsai., 1995). Az operon harom nyitott olvasasi keretbdl all (pmoA,
pmoB, pmoC). Az alegységeket kddold gének két példanyban talalhatok meg a genomban,
melyek mindossze 13 bazisparban térnek el egymastol. A pmoC-t pedig egy harmadik
példanyban is megtaldltdk (Stolyar és mtsai., 2001). A pMMO bioszintézise szintén réz
(TAGACT), -35 (TTGACA)) és meghataroztak a transzkripcios start helyeket (10. abra)
(Nielsen és mtsai., 1997). Tobb kiillonb6zé méretli mRNS-t azonositottak Nielsen és munkatarsai
A 2, 3 és 4-es szami mRNS-ekrdl valoszinilsitik, hogy az mRNS-1 érése soran keletkeznek.
Choi és munkatarsai (Choi és mtsai., 2003a) megallapitottak, hogy a pMMO teljesen rézmentes

tapoldatban novesztett sejtek esetén is kifejezddik, habar nagyon alacsony szinten.
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c'°(-135)
I . 1000 2000 3000

pmoC1 pmoAl pmoB1
P mRNS-1
> mMRNS-2
> mMRNS-3
p mRNS4
c'°(-132)
1000 2000 3000
pmoC2 PMOA2 pmoB?2
1000
L
pmoC3

10. abra. A M. capsulatus (Bath) pmo operonok.
A nyilak a ¢"° tipusti promoétereket jelélik, zarojelben a start kodonhoz viszonyitott tavolsag van
jelolve.

Az a-proteobaktériumok csoportjaba tartozd M. trichosporium Ob3B torzsben is
megtalalhat6 egy, a M. capsulatus (Bath) smmo operonjahoz nagyon hasonl6é smmo operon. M.
trichosporium Ob3B szintén rézfliggd modon szabalyozza a sejtben kifejez6dé sMMO ¢és
pMMO mennyiségét. Habar a két torzs sMMO aminosav sorrendje 63%-ban azonos, eltérések
tapasztalhatok az operon transzkripcidjaban. A M. trichosporium Ob3B torzsben az smmo
operonban feltételeznek még egy o tipust prométert az mmoX-mmoY intergenikus régidban
(Stafford és misai., 2003). Az smmo génekrdl csak réz-ion mentes kornyezetben (<0,2 pM Cu*")
keletkezik mRNS, 1 uM CuSOy tartalmu tdpoldatban nincs detektadlhatdé mennyiségli smmo
mRNS.

A M. capsulatus (Bath) torzs esetében az smmo operon génjei egy, az mmoX géntdl 5’

iranyban elhelyezkedd promoter régiordl irodnak at tobb kiilonbozd méretii mRNS-t 1étrehozva

crer

c sy

jellemz6 -10, -35, -12 és -24-es motivumot azonositottak. Nielsen és munkatarsai (Nielsen és

misai., 1997) végs6 konklizioként ¢”° tipust promotert tételeztek fel (11. abra B).
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A

c'%(-87)
: I1000 2000 I3000 I4000 I5000
mmoX mmoY mmoB mmoZ mmoD mmoC
P MRNS-1
> mRNS-2
P mRNS-3
B -24 +1
AAAATATTGATATATCGGTATACGTATCCGAAGAATAAAGTTGGCACGATCCCTGTAACTAGGTTGTCACG
— I
-35 -10 -35 -10
o"(-147) c'°(-90)
1000 3000 4000 5000
|’-> . | . ‘|’-> . IR R | .
mmoX mmoY mmoB mmoZ mmoD mmoC
> mMRNS-1
P MRNS-2
> mRNS-3

11. abra. (A) A M. capsulatus (Bath) smmo operon és mmoX prométerrél atirodé mRNS-ek,.
(B) A M. capsulatus (Bath) o’ promoter régié bazissorrendje és prométer motivumok,
(C) A M. trichosporium OB3b smmo operon és mmoX, mmoY promoéterekrdl atirodé mRNS-ek.
Zarojelben a start kodonokhoz viszonyitott tavolsaq van feltiintetve.

A M. trichosporium Ob3B térzsben Nielsen és munkatarsai egyértelmiien azonositottak egy o™
tipust promotert 147 bazisparra, 5° iranyban az mmoX start kodonjatél, valamint egy c'° tipust
promotert az mmoX-mmoY intergenikus régidban. A M. trichosporium Ob3B smmo operonjarol

atir6d6 mRNS-ek ennek megfelelden kiillonboznek a M. capsulatus (Bath) torzs smmo mRNS-

¢itd] (11. 4bra C).

Miar 1992-ben izolaltak olyan M. trichosporium Ob3B mutanst, amely konstitutivan
expresszalt aktiv sMMO enzimet magas réz koncentracid mellett. Mivel a mutagenezist diklor-
metannal végezték, a pontmutacid(k) pontos helye(i) nem volt(ak) azonosithato(k) (Fitch és

mtsai., 1993). A mutansok fenotipusos elemzése alapjan feltételezhetd, hogy a mutansok réz

felvevo rendszere és a pMMO-sMMO transzkripcids szabalyozas is sériilt (Phelps és mitsai.,

1992).
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1.10. Két-komponens( szenzor-regulator rendszerek

A baktériumsejteket rengeteg kiils6 hatas éri, melyek befolyasoljak anyagcseréjiiket. A
legtobb esetben a kiilsé hatasra adott valasz olyan gének transzkripcids aktivacidjaban nyilvanul
meg, melyek segitségével a sejt a kiils6 hatdsra reagal. Baktériumokban a legelterjedtebb ilyen
jelatviteli rendszerek, az un. két-komponensii szenzor-regulator rendszerek, melyek egy szenzor
¢s egy regulator fehérjébdl allnak (Hoch, 2000). A legtobbszor dimerként jelen levd szenzor
(Hisztidin kindz, H) egy specifikus jelet érzékel, a jel hatdsara foszforilacios allapota
megvaltozik és a szenzor egy specidlis hisztidin aminosavjarol a foszfat csoport (P) atkeriil a
regulator (Response Regulator, RR) fogad6é (RECeiver) aszparagin aminosavjara (His-Asp
foszfotranszfer). A foszforilacidé hatisara a regulator molekula effektor doménjének aktivitasa
megvaltozik (OUT). A regulator fehérjék altaldban transzkripcios faktorok, melyek kozvetleniil a
DNS-hez kotédnek (12. abra A). Mas esetekben a RR molekula valamely enzim aktivitasat

valtoztatja meg foszforilacié Utjan (12. dbra B).

A B

‘ Reqgulator ‘
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12. abra. Az egyszeri szenzor-regulator rendszerek: (A) a regulator egy transzkripcios faktor,

(B) a regulator mas enzimet aktival.

A két-komponensii rendszerek bonyolultabb formajat képviselik az uUn. foszforelay
rendszerek, melyek nem csak egy szenzor és egy regulator tagbol allnak, hanem tovabbi
regulator ¢és foszfotranszferdz doméneket is tartalmaznak (13. &bra), és gyakran nem csak két
fehérjébol allnak (His-Asp-His-Asp foszfotranszfer) (Hoch, 2000). A foszforelay rendszerekben
megtaldlhatdé az Gn. hisztidin tartalmt foszfotranszfer protein (HPt), ami néha nem mint
kiilonallo fehérje jelenik meg, hanem mint a szenzor molekula doménje. Ezek a kiegészitd
domének lehetdséget nyujtanak a jelatvitel finomabb szabalyozasara tovabbi szabalyozasi
pontként szolgalva. A legtobb foszforelay rendszerben a szenzor egy hibrid szenzor molekula

mely a RR-ra és a HPt-re jellemz6é doméneket is tartalmaz.
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Gram-negativ baktériumok koziil az Escherichia coli-ban (pcoS-pcoR és cusR-cusS) és
Pseudomonas syringae pv. tomato torzseiben (copS-copR) irtak le olyan két-komponensii
szenzor-regulatorokat, melyek a kornyezet réz-ion tartalmat érzékelik és a réz-rezisztenciaért
felelos gének transzkripcidjat szabdlyozzdk. Mindhdrom rendszer az egyszerli, kéttagu, két-
komponensii szenzor-reguldtorok csoportjaba tartozik. A regulatorok DNS-k6té motivumot
tartalmaznak, melyek a szabalyozott o'’ tipusa promoterek -35-6s régidjanak, 3’ részében

talalhaté un. ,,copper-box” specidlis, palindrom DNS motivumhoz kdtnek. A copper-box-hoz

crer

Inaktiv regulator

102uazs puUqiH

uauiop zeury

Aldtiv regulator

13. abra. A foszforelay rendszerek miikodésének sematikus rajza.
Az A és B jelii enzimek befolyasolhatjak a foszforelay rendszer miikodését.
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1.11. A M. capsulatus (Bath) genom

2004 szeptemberében publikaltak Ward ¢s munkatarsai a M. capsulatus (Bath) teljes
genom szekvencidjat (Ward és mtsai., 2004). A 3304697 bp hosszusdgi genomban 3120 olyan
nyitott leolvasasi keretet azonositottak, amelyek fehérjét kodolhatnak. Csak 1875 kodold régio
mutat nagy hasonlosdgot mar ismert fehérjékhez, mig 514 feltételezett fehérje ismeretlen
funkcio6ja, de konzervalt mas baktériumokban is. 504 nyitott leolvasasi keret teljesen ismeretlen,
nem konzervalt fehérjét kodolhat. Két kiilonbozd tipust feltételezett réz-transzport rendszer
génjeit azonositottak: 12 P-tipusu ATPaz és 18 réz-ion efflux komplex rendszer génjeit. Nem
talaltak a az E. coli cusSR és Pseudomonas pcoSR réz-érzékeld két-komponensii rendszerekhez
hasonlé géneket (Ward és mtsai., 2004).

A fenti adatokbol lathato, hogy csupan a fehérje aminosavsorrend hasonldsagok alapjan
nem lehet megtaldlni a M. capsulatus (Bath) genomjaban a réz érzékeléséért és a rézfliiggd
szabalyozasért felelos géneket. Az is kitlinik, hogy a feltételezett fehérjék mintegy harmada
teljesen ismeretlen funkcioju, csakiigy mint mas baktériumok esetén, ahol szintén nagy szamban

taldlunk teljesen ismeretlen funkcioju, eddig ismeretlen fehérjéket.

1.12. A metanotréfok molekularis biologiaja

Az utobbi 20 évben jelentds mennyiségii fiziologiai és biokémiai informacid gytilt ssze
a kizarolag metanon €16 baktériumokrol. Lassi ndvekedésiik miatt ezen organizmusok genetikéja
kevéssé fejlodott. Genetikai vizsgalatok kivitelezéséhez elengedhetetleniil sziikséges a
géntranszfer rendszerek kifejlesztése ¢és mutansok izolalasanak lehetésége. A génklonozo
eljarasok ¢és széles gazdaspecifitasti vektorok fejlédésének kovetkeztében a metanotroéfok

molekularis genetikai vizsgalata napjainkban felgyorsult.

1.12.1. Mutagenezis

A genetikai vizsgalatok mutansokat igényelnek. Metanotrofokbol rendkiviill nehéz
megfeleld gyakorisdggal mutdnsokat izoldlni. A spontdn muticiok gyakorisdganak ndvelésére
tett kisérletek nem jartak sikerrel UV sugarzas, etil-metdn-szulfonat, nitrozoguanidin stb.
esetében. Kimutattdk, hogy a Methylococcus és Methylomonas torzsek rendkiviil nehezen
mutagenizalhatok (Williams és mtsai., 1977).

Néhany faj (pl.: Methylosinus trichosporium OB3b és a Methylomicrobium album BG8)
adaptalhatd metanolon vald novekedésre. Igy lehetévé valik a metdn oxidaldé enzimek

mutagenezise diklormetan (DCM) segitségével. A diklérmetan egyrészt mutagén hatasu,
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masrészt az MMO altal a sejt szamara mérgez0 szén-monoxiddé alakul, amely megdli a sejtet. A
DCM ezen tulajdonsagait felhasznalva el6allitottak olyan mutansokat, melyek sMMO-t
termelnek, akkor is, ha a tdpkdzegben a réz mennyisége a pMMO kifejez0dését tenné lehetdveé
(Phelps és mtsai., 1992).

Stabil mutansok eldallitasara lehetdség nyilik transzpozonok alkalmazéaséaval, illetve
iranyitott mutagenezissel. Ehhez sziikség van a megfeleld vektorok hatékony bejuttatidsara a

sejtekbe.

1.12.2. Mini-transzpozonok

AMobiIis elem

A mini-transzpozonok mesterségesen
eléallitott DNS  konstrukciok. Két, forditottan
ismétlédd szekvencia (I-O) kozott talalhatd DNS
szakasz egy antibiotikum-rezisztencia gént tartalmaz Trp
(mobilis elem). A mini-transzpozont hordozé

plazmid replikacios origoja (OriV), transzfer origoja

(OriT) és a kivagodasért felelds transzpozaz enzimet
kodolo  gén  (Trp) @  forditottan — ismetlddd 14. abra. A mini-transzpozon vazlatos rajza.
szekvenciakon ,kiviil”, a Rezisztencia-Transzfer-

Funkcids régioban (RTF-régio) foglal helyet (14. abra). A mini-transzpozont hordozé plazmid a
transzfer origonak koszonhetden konjugacioval atjuttathaté a megfeleld sejtbe, ahol a sziik
gazdasepecificitast replikdcios origd miatt nem replikdlodik. A kivagddas utdn a transzpozon
random mddon beintegralddik a fogadd (recipiens) sejt genomjaba, tobbszor nem ugrik, és nincs
ugras az utddsejtekben sem, mivel a transzpozaz génjét is tartalmazé RTF-régio eliminalodik a

lednysejtekbdl.

1.12.3. DNS beviteli rendszerek

A rendelkezésre allo lehetdségek meglehetdsen sziikdsek vagy kis hatékonysaguak. Az
elsd probalkozasok egy transzformacids rendszer kidolgozasara M. capsulatus (Bath) torzsben
és a DNS-t egy egész sejtcikluson keresztiil (kb. 3 6ra) kellett a sejtekkel egyiitt inkubalni. igy
10°-10"° gyakorisaggal kaptak transzforméansokat abban az esetben, ha a sejtek megfeleléen
novekedtek a kisérlet tartama alatt. Cirkularis plazmidok esetén a transzformacio sikertelen volt.
Transzdukciés rendszer mind a mai napig nincs metanotroéfok esetében, habar mar ismeriink

néhany csak metanotrofokra specifikus fagot, ezeknek viszont tul szlik a gazdaspecifitdsuk
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ahhoz, hogy altalanosan hasznalhatdak legyenek. Egy masik igéretes lehetdség az elektroporacio,
de metanotréfokban eddig ez a mddszer is sikertelennek bizonyult.

Metanotréfok esetében a legeredményesebb DNS-beviteli rendszer a konjugéacid. A
kiilonb6z6 vektorok lehetdvé teszik mind plazmidok, mind a kromoszéma mobilizaciojat. Az
irodalomb6l ismert modszerekkel a konjugacios gyakorisag 10%-10"° kozt valtozik. A
konjugécios gyakorisdg nagymértékben fligg az alkalmazott térzsektdl, vektoroktdl, a konjugécio
koriilményeitél. Tobbféle konjugacidos mddszert dolgoztak ki és alkalmaztak metanotrofokra
(Martin és Murrell, 1995), de a hatékonysag tul alacsony volt megfeleld szdmu transzpozonos
mutans eldallitasahoz. Jelentds eltéréseket tapasztalhatunk a konjugacios gyakorisagot illetden
még akkor is, ha csak a konjugacids technikat valtoztatjuk, minden mas (vektorok, sejtek, egyéb

koriilmények) azonos (Murrell, 1992).
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Célkitlizések

2.1. Altalanos célkitiizések
A szolubilis metdn monooxigendz enzimek egyediilallo katalitikus aktivitdsuk révén

szamos kornyezetkiméld és gazdasagos biotechnologiai eljarasban haszndlhatd lehetséges
katalizatorok. Gazdasagos és széleskorli felhasznalasuknak gatat szab az enzim réz-ionokkal
szembeni érzékenysége, valamint az enzim kifejezddésének gatlasa réz-ion jelenlétében. Az
sMMO szabalyozasi mechanizmusanak ismeretében lehetéség nyilhat olyan torzsek
kifejlesztésére, melyek in situ bioremediacidos ¢és biotranszformacios alkalmazasokban
hatékonyan felhasznalhatok. A M. capsulatus (Bath) anyagcseréjét nagymértékben meghatarozo
réz-ion fliggd szabalyozas megismerése nemcsak a biotechnoldgiai alkalmazhat6sag miatt
fontos, hanem a baktériumok nehézfémekkel szemben mutatott érzékenységével kapcsolatos
anyagcsere Utakrol kialakitott képét is szélesiti.

Manapsag 400-hoz kozelit azon baktériumok szama, melyek genom szekvencidjat
ismerjiik. Beldthato, hogy a nagyszamu konzervalt, de ismeretlen funkcioji fehérje bioldgiai
szerepe nem hatarozhatdé meg pusztan a gének bazissorrendje alapjan. Az ismert genom viszont
kitind segitség a transzpozonos mutagenezissel nyert, ismert fenotipusi mutdnsok mutacios
helyének azonositasahoz. Igy a transzpozonos mutagenezis az ismert genomszekvencidval
hatékony eszkozt képez példaul a rézfiiggd szabalyozasért felelds gének megtalalasara, valamint

az ismeretlen funkcioju, feltételezett gének szerepének megismerésére.

2.2. Részletes célkitliizések

1. Az mmoX promoter in silico vizsgélata.

2. Az smmo operon lehetséges promoter régidinak azonositasa.

3. Az mmoX promoter aktivitashoz nélkiilozhetetlen régidk azonositasa promoter proba vektorral
4. Az smmo operon kornyez6 génjeinek klénozasa, bazissorend meghatarozasa, in silico analizise
5. Az azonositott gének mutagenezise, a mutansok fenotipusos vizsgalata, tekintettel az sSMMO
kifejez6désének megvaltozasara.

6. A M. capsulatus (Bath) torzsre konjugaciés génbeviteli rendszer optimalizalasa.

7. Transzpozonos mutagenezis kidolgozasa M. capsulatus (Bath) torzsre.

8. Az sMMO kifejezddését befolyasold mutaciok 1étrehozasa és a mutaciok helyének azonositasa

transzpozonos mutagenezissel.
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Anyagok és modszerek

3.1. Tapoldatok és felhasznalt baktérium térzsek

A munkdam sordn felhasznalt baktérium torzsek a 3. tabldzatban vannak feltiintetve.
A M. capsulatus (Bath) torzseket rutinszeriien Nitrate Mineral Salt (NMS) tapoldatban
tenyésztettem. NMS: 10 mM KNO3; 4 mM MgSO4x7H20; 1,36 mM CaClpx2H20; 2 mM
KH2PO4; 2 mM NapHPOg4; 3,3 uM FeSO4x6H,0; 10 uM Fe-EDTA; 1,4 uM ZnSO4x7H20;
0,1 uM MnCLx4H,0; 0,24 uM H3BO3; 1 uM NaMoO4x2H20; 0,3 uM CoCl2x6H20; 1 uM
NiCl,x6H,0; 0,67 uM Na-EDTA. Réz-ionokat tartalmazo tapoldat elkészitéséhez 5 pM CuSOs-
ot adtam a médiumhoz, mig a rézmentes tapoldat nem tartalmazott hozzaadott réz-szulfatot. A
szilard taptalaj elkészitéséhez 1,5% (m/v) agart (GIBCO) adtam az NMS médiumhoz. Petri-
csészéket anaerosztatban, 50% (v/v) levegd, 48% (v/v) metan és 2% (v/v) széndioxid atmoszféra
alatt inkubaltam 5-8 napig, mig a baktérium telepek kifejlddtek. A folyadékkultardkat 500 ml
térfogati Erlenmeyer lombikban 60 ml NMS tapoldatba tenyésztettem 50% (v/v) levegd, 48%
(v/v) metan és 2% (v/v) széndioxid tartalmu géztérben. A Suba-Seal gumidugdval lezart
lombikokat 43°C-on, razatva (200-250 rpm) inkubaltam 16-24 6ran keresztiil. Escherichia coli
torzseket LB tapoldatban 37°C—on novesztettem az egyes torzseknek megfeleld
antibiotikumokkal kiegészitve: ampicilin (Ap, 100 pg ml"'), kanamicin (Km, 25 pg ml™),
gentamicin (Gm, 15 pg ml™) és streptomicin (Sm, 25 pug ml™).

3.2. A konjugacio

Idegen DNS bejuttatasat M. capsulatus (Bath)-ba szilard feliileten torténd konjugacioval
végeztem. A bejuttatni kivant vektorokat eldszor E. coli S17-1 A pir mobilizald torzsbe (Herrero,
és mitsai., 1990) transzformaltam. A transzforméans torzseket hasznaltam donorként a
konjugacioban. A donor (E. coli) és a recipiens (M. capsulatus (Bath)) sejtkultirédkat 5x10® sejt
ml™ stiriiségig novesztettem, 2 ml donor és 30 ml recipiens sejtkulturakbol a sejteket és a
tapoldatot elvalasztottam centrifugalassal (16000xg, 3 perc), a sejteket antibiotikum mentes
tapoldatokban szuszpendaltam. Ezt a miiveletet kétszer megismételtem, eltavolitva igy a torzsek
novesztésénél hasznalt antibiotikumokat. Mindkét sejttipust ismét lecentrifugéltam, és 200-200
ul NMS-ben szuszpendaltam. A sejtszuszpenzidkat dsszekevertem, €s egy 0,2 um poérusméretii
nitrocellul6z sziirére (Reanal) cseppentettem. A baktériumokat tartalmazo sziirdt egy olyan NMS
taplemezre helyeztem, ami 0,2% (v/v) protedz peptont (Reanal) is tartalmazott az E. coli torzs
szamara. A lemezeket 37°C-on 16 oran keresztiil inkubaltam 50% (v/v) levegd, 48% (v/v)

metan €és 2% (v/v) széndioxid atmoszféra alatt. A baktériumokat a filterr6l 1 ml NMS-sel
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lemostam ¢és szuszpenddltam. A sejtszuszpenzidobol 30-500 pl-t szelektiv, antibiotikumot
tartalmazd NMS taplemezre szélesztettem, 50% (v/v) levegd, 48% (v/v) metan és 2% (v/v)
széndioxid atmoszféra alatt inkubéaltam 43°C-on 5-10 napig. A keletkezett M. capsulatus (Bath)
transzkonjugansokat 0jbol atoltottam NMS taplemezre, hogy az esetlegesen tuléld E. coli

sejteket eltavolitsam.

3.3. sMMO aktivitasmeérés

3.3.1. sMMO aktivitasfestés folyadék kulturaban

A M. capsulatus (Bath) folyadék kulturak sMMO aktivitdsat a naftalin oxidacids
modszerrel vizsgaltam. A kultirdkbol 5-5 ml-t, 1-1 steril szcintillacios kiivettdba pipettaztam
melyekbe elézdleg 50 mg Gsszetort naftalin kristalyt helyeztem. A kultirdkhoz hozzamértem 20
ul 1M Na-formatot majd 43°C-on, 1 0rdig razatva inkubdltam. Az inkubacids id6 lejarta utan a
sejteket €s a naftalin kristalyokat centrifugalassal eltavolitottam és a tiszta feliiliszokbol 1-1 ml-t
egy tiszta kiivettaba pipettaztam. A keletkezett 1-naftol detektalasara TOD 50 mg ml™'-es oldatat
hasznaltam, melybdl 10 pl-t kevertem 1 ml feliiliszohoz. Az aktiv sSMMO enzim a naftalint 1-
orto-naftolla oxidalja, ami TOD-dal lila szinli vegyiiletet képez, igy lilara szinezi a sejteket. A
keletkezett lila szini vegytiletet spektrofotometridsan lehet mérni az 530 nm-en torténd elnyelése

alapjan. Harom fiiggetlen mérés eredményének szorasat tiintettem fel az abrakon.

3.3.2. sMMO aktivitasfestés lemezen

A festeni kivant koldnidkat naftalin kristaly jelenlétében 2 oran keresztiil 43°C-on
inkubdltam. Ezutan 1-2 ml TOD oldatot (50 mg ml™") szélesztettem a lemezekre. Az SMMO

aktivitassal rendelkez0 telepek lila szintiek lettek.

3.4. GFP fluoreszcencia mérése

GFP fluoreszcenciat a kiilonbozd M. capsulatus (Bath) torzseken Qanta Master QM-1
fluoriméterrel (Photon Technology International), 490 nm-es hulldmhosszon gerjesztve, 510 nm-
en mértem, 8 nm-es rést hasznalva. Az intenzitasokat dnkényes egységekben tiintettem fel 10

sejt ml™ sejtstirliségre normalizalva. Harom fiiggetlen mérés szorasat tiintettem fel az abrakon.
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3.5. SDS-PAGE és Western hibridizacio

M. capsulatus (Bath) sejteket 10000xg-vel, 10 percig centrifugaltam, majd 1 ml 50 mM
Tris-HCL, pH 7,0 pufferben felszuszpendaltam. A sejteket French-Press segitségével tartam fel.
A megmaradt egész sejteket centrifugaldssal tavolitottam el (10000xg, 2 perc). A fehérje
mennyiségét a BIO-RAD cég fehérje mennyiség meghatarozéd kitje segitségével mértem. A
sejtmentes frakciot, mely tartalmazta a szolubilis és membran frakciot is 10%-os SDS-
poliakrilamid gélen elvalasztottam. A gélt vagy megfestettem Coomassie brillant blue festékkel,
vagy Western hibridizaciés kisérletben hasznaltam tovabb az sMMO hidroxilaz komponense

ellen termeltetett poliklondlis ellenanyag segitségével.

3.6. Standard DNS technikak

Felhasznalt oldatok:

20xSSC: 3 M NaCl, 0,3 M tri-natrium-citrat 2-hidrat pH 7,0

TE puffer: 10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA pH 8,0

TAE: 4 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA

TBE: 100 mM Tris-HCI, 100 mM boérsav, 2 mM EDTA pH 8,0

TB: 10 mM PIPES; 55 mM MnCl,; 15 mM CaCl,; 250 mM KCI

SOB: 20 g 1! Bacto trypton, 5 g I élesztd kivonat, 0,5 g "' NaCl, 25 mM KCl, 0,1 M MgCl,
Hibridizalo oldat: 5xSSC, 0,5% (m/v) blokkol6 reagens, 0,1% (m/v) N-lauroilszarkozin Na-soja,
0,02 % (m/v) SDS

SET puffer 20% (m/v) szachar6z, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI

Puffer I: 100 mM Tris-HC1 pH 7,5, 150 mM NaCl

Puffer II: 0,5% (m/v) blokkolo6 reagens Puffer I-ben

Puffer III: 100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl,

3.6.3. Kromoszomalis DNS izolalasa M. capsulatus (Bath) térzsekbdl

4 ml sejtetkultarat 6sszegyljtdttem centrifugalassal (10000xg, 3 perc) egyetlen 1,5 ml-es
mikrocentrifuga csében, majd felszuszpendaltam 300 pl SET-ben és hozzdadtam 100 pl 20%
(m/v)-os SDS-t valamint 20 pl 40 mg ml™'-es Proteinaz K oldatot, majd egy 6ran keresztiil 55°C-
on inkubaltam. A sejtek lizalasa utdn 100 ul 5 M-os NaCl oldatot és 80 ul 10% (m/v)-os CTAB
oldatot adtam a mikrocentrifuga csébe ¢és 10 percig 65°C-on inkubaltam, majd 600 pl
kloroformmal extrahaltam a feliilusz6t. Az extrakciot még egyszer megismételtem 500 pl

kloroform-fenol 1:1 aranyu elegyével, majd a mar tiszta feliiliszéhoz 500 pl izopropanolt adva a
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kicsapodott genomi DNS-t centrifugaltam. A DNS csapadékot kétszer mostam 1,5 ml 70% (v/v)-

0s, -20°C-os etanollal és szaritas utan 50 ul TE pufferben feloldottam.

3.6.4. Southern hibridizacié
3.6.4.1. Digoxigeninnel jelolt proba készitése

A Southern hibridizaci6 soran felhasznalt probakat PCR segitségével jeloltem digoxigenin (DIG)
molekuldhoz kotott dUTP nukleotid beépitésével. Az adott probat megfeleld6 PCR primerekkel
(3. tablazat) szaporitottam fel, olyan reakcidelegyben, mely 0,2 pul 2 mM-os DIG-dUTP-t is

tartalmazott.

3.6.4.2. Southern blot, hibridizalas és detektalas

Emésztett genomi DNS-t 1%-0s agar6z gélen valasztottam el, majd a gélben a DNS
darabokat részlegesen depurinaltam 0,25 M sdsavban, 15 percig. A gélt ezutan 30 percig
denaturdl6 oldatban (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl), 30 percig neutralizal6 oldatban (1 M Tris-HCl
pH 8,0, 1,5 M NaCl) inkubaltam. Ezt kdvetden kapilléris transzferrel HybondN+ (Amersham)
membranra vittem at a DNS-t. A membranokat 1 percig 6xSSC-ben mostam, szaritottam, majd a
DNS-t keresztkotottem a membrannal UV fényben 2 percig. A membrant eldhibridizaltam 68°C-
on 1 6raig, hibridizalo oldatban. Az el8hibridizalast kovetden 0j hibridizalé oldatban hozzdadtam
a jelolt, denaturdlt DNS probat, és egy éjszakdn at hibridizaltam. Mdasnap 68°C-on kétszer
mostam 20 ml 0,1xSSC + 0,1% SDS oldatban 15 percig. A proba detektalasat a Roche cég
digoxigenin detektalo kitjével végeztem a cég iranymutatasai szerint: A probaval hibridizalt
membrant 5 percig puffer I-ben ekvilibraltam, majd 45 percig puffer II-ben blokkoltam a nem
specifikus kotdhelyeket. Ezt kdvetden 30 percen at inkubaltam puffer II-ben, melyhez alkalikus
foszfatazzal kapcsolt digoxigenin ellen termeltetett antitestet adtam 1:2500 higitasban. Az
inkubacio letelte utan kétszer 15 percig mostam puffer I1I-ben, ezt kdvetéen 5 percig puffer I-ben
ekvilibraltam. Végiil 1 ml kemiluminescens szubsztratot (CSPD) szélesztettem a membranokra,
a membranokat folidba csomagolva 37°C-on inkubdltam 15 percig, majd fotdkazettdba

helyeztem és kiilonboz6 ideig (3-90 perc) rontgen filmmel exponaltam.

3.6.5. Plazmid tisztitas Escherichia coli-bol

5 ml felnovesztett sejtkulturabol 3 ml-t centrifugaltam (13000xg, 2 perc), a sejteket
felszuszpendaltam 300 pl 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA pH 8,0 oldatban. 300 pl 200 mM
NaOH, 1% (m/v) SDS oldattal 6vatosan dsszekevertem. A sejtek lizise utdn 300 pl 3 M K-acetat,
(pH 5,5) hozzédadva, a csapadék képzodését segitendd, 5 percig, -20°C-on inkubaltam, majd
centrifugéltam (13000xg, 10-20 perc). A plazmid DNS-t a feliiluszobol 70%(v/v) izopropanollal
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kicsaptam a képzOdott csapadékot centrifugalassal Osszegytijtéttem (13000xg, 20 perc). A
feliiluszo eltavolitasa utan a csapadékot 1 ml 70%(v/v)-os etanollal mostam. Végiil a DNS-t

szaritottam, majd 30-50 pl vizben oldottam fel.

3.6.6. DNS emésztése restrikcios enzimekkel

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

enzimekkel végeztem, az enzimeket a gyari pufferiikben hasznaltam, a cégek ajanléasai szerint.

3.6.7. Agaroz gélelektroforézis

Az analitikai és preparativ célokbdl végzett gélelektroforézisekhez 1,0-2,0% (m/v)-os,
0,5 ug ml™" EtBr-ot tartalmazo agardz gélt hasznaltam 1xTAE pufferben, 7-9 V cm™ futtatasi
fesziiltséggel. A géleket digitalis fényképezdgéppel dokumentaltam.

3.6.8. DNS izolalasa gélbdl

MBI Fermentas elvalaszté kitet hasznaltam: Az agar6z gélben elvalasztott fragmenteket
pengével kivagtam a gélbol és megmértem a géldarabkak tomegét, majd a darabokat egy
Eppendorf csébe helyeztem. 6 M Nal oldatbdl a géldarabok tomegének megfeleld mennyiséget
adtam ¢és 55°C-on 5 percig inkubaltam. Az agardz feloldodasa utan 2 pl szilika por szuszpenziot
mértem az oldatba és ujabb 5 percig inkubaltam 55°C-on, ezutan centrifugéaltam és a feliiliszot
eltavolitottam. A  szilika port haromszor mostam mos6é pufferrel, mindannyiszor
felszuszpendaltam ¢és centrifugaltam. Végiil 50 pl TE pufferrel, 55°C-on elualtam a felkotodott
DNS-t a szilika porrol.

3.6.9. Polimeraz lancreakcié (PCR)

A reakcidkat Hybaid PCR Express tipusu késziilékben végeztem. A reakcioelegy az
alabbi Osszetevoket tartalmazta: 3 pl 10x DyNazyme vagy Pwo puffer, 4 ul 2,5 mM-os dNTP, 1-
1 pl primer (15 pmol pl™), 1 pl templat DNS, 20 ul viz és végil 1 U DyNazyme II
(FINNZYMES) vagy 1 U Pwo (Roche) enzimet adtam 30 pl reakcidelegyhez. Templatként
genomi DNS-t, vagy plazmid DNS hasznaltam. Altalaban 30-35 ciklust futattam.
A PCR reakci6 profilja a kovetkezd volt: 5 perc, 95°C, a DNS polimerdz hozzaadasa utan 30
ciklus: 95°C, 1 perc, annealing hémérséklet 1d. 3. tablazat (a primer paroknak megfeleléen) 30
masodperc, majd elongéacio 72°C, a képzddd termék hosszanak megfeleléen: 1 perc/1 kb DNS,

végiil egy utolsé elongacios 1épés, rendszerint 10 perc, 72°C.
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3.6.10. Ligalas

A ligalandé DNS fragmentet 2-5x feleslegben adtam a vektorhoz. 0,5-2 U Fermentas T4
DNS ligaz enzimet alkalmaztam 1x Fermentas T4 DNS ligaz pufferben, 16-22°C-on 1-16 6ran at

végezve a reakciot a gyarto eldirdsai szerint.

3.7. Kompetens sejt készités kéemiai modszerrel

Az E. coli XL-1 Blue vagy S17-1 Apir sejteket 50 ml SOB-ban, 22°C-on ODgyo=0,4-0,6-
ig novesztettem, 10 percig jégen inkubaltam, majd centrifugaltam 2500xg sebességgel, 4°C-on
10 percig. Az Osszegyilt sejteket jégen 16 ml TB pufferben szuszpendaltam fel, majd a
fentickhez hasonléan centrifugaltam. A csapadékot 300 pl DMSO-t (dimetil-szulfoxid)
tartalmazd, 4 ml TB pufferben szuszpendaltam fel és 10 percig jégen inkubéltam, majd 100 pl-
enként eldére lehtitott Eppendorf csovekbe szétosztottam. A sejteket folyékony nitrogénbenn vald

fagyasztas utan -80°C -on taroltam felhasznalasig (Inoue és mtsai., 1990).

3.8. Transzformalas

A transzformalandé DNS-t 100 ul kompetens sejthez adtam, melyeket ezutan 30 percig
jégen inkubaltam. A hdsokkot kdvetden (42°C, 45 masodperc) a sejtekhez 800 ul SOB-t és 20 pl
1 M-os gliikézt adtam, 37°C-on 1 6rdig razatva inkubaltam, végiil a megfeleld antibiotikummal

kiegészitett LB lemezre szélesztettem.

3.9. RNS tisztitas

Az RNS-sel végzett munka soran kiilonos figyelmet forditottam az eszkdzok €s anyagok
RNaz mentességére. Minden oldatot RNaz mentes OsszetevOkbol készitettem és RNaz mentes
eszkozokkel dolgoztam.
4 ml 10® sejt ml"" koncentracioju M. capsulatus (Bath) kultirabol tisztitottam RNS-t. A sejteket
12000xg-n 2 percig centrifugaltam, a tapoldat eltdvolitasa céljabol, a sejteket 300 pl SET
pufferben felszuszpendaltam. 300 pl lizis puffert [20% (m/v) SDS, 1% (m/v) (NH4)>SO4, pH 4,8]
adtam az oldathoz, majd 6vatosan forgatva addig kevertem, mig az oldat fel nem tisztult. 300 pl
telitett NaCl oldat segitségével kicsaptam az egyéb sejtalkotokat és a DNS nagy részét. A
csapadékot 30 percig 12000xg-n torténd centrifugalassal valasztottam el a feliiliszotol. Az RNS-
t a feliiluszobol 500 pl 2-propanollal csaptam ki, melyet 30 percig centrifugaltam 12000xg-n. Az
RNS csapadékot kétszer mostam 70% (v/v)-os -20°C-s etanollal, majd szaritas utan 20 pl vizben

oldottam fel Gjra.
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3.10. mmoX RT-PCR

A M. capsulatus (Bath) torzsekbdl szarmazo tisztitott RNS még tartalmaz genomi DNS
szennyezOdést ezért az RNS preparatumot DNazzal (Amersham) kezeltem a cég Utmutatasai
szerint. A tisztitott RNS mennyiségét meghataroztam, majd 1 pg RNS-hez 30 pmol mxatgrev
reverz primert adtam (3. tablazat), az elegyet 11 pl-re egészitettem ki vizzel. A mintat 70°C-on
inkubdltam 15 percig, majd jégben lehtitdttem. A mintahoz 4 pl ANTP oldatot, 4 ul M-MLV 5x
puffert és 1 U M-MLYV reverz transzkriptazt adtam. Az elegyet 37°C-on 1 o6raig inkubaltam,
majd az enzimet 70°C-on 5 percig inaktivaltam. A reverz transzkripcid utan a mintabol 2,5 pl-t
hasznaltam templatként a PCR reakcioban, amit az mxatgfw és mxatgrev primerekkel végeztem
a kovetkez6 program szerint: 1 ciklus 96°C 10 perc, 35 ciklus 96°C 30 masodperc, 60°C 30
masodperc, 72°C 30 masodperc, és végiil egy 10 perces végso elongacios 1épés 72°C-on. A PCR

terméket agar6z gél-elektroforézissel analizaltam.

3.11. A DNS szekvenciak in silico analizise

A GenBank adatbazisban torténd homolodgia kereséseket a BLAST, BLASTX ¢és a
BLASTP programok segitségével végeztem (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A protein

motivumokat a SMART programmal azonositottam (http://smart.embl-heidelberg.de/). A

promoterek elorejelzését a Neural Network Promoter Prediction algoritmussal végeztem

(http://www.fruitfly.org/seq tools/promoter.html). Az aminosav szekvenciakat a CLUSTAL W

program segitségével analizaltam. A TIGR adatbazisban talalhatdo befejezetlen mikrobidlis
genomon végzett kereséseket a TIGR BLAST keresdjével végeztem

(http://tigrblast.tigr.org/ufmg/). Az elézetes M. capsulatus (Bath) genom szekvenciat a TIGR

crer

szerver 2.0-as verzioja segitségével hataroztam meg (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/).

3.12. Az mmoC 3’ régio klonozasa és bazissorrend meghatarozasa

Az mmoC géntdl 3’ irdnyban elhelyezkedd 5,4 kb-nyi genomi régidt a pCH4 plazmidon
mar Stainthorpe klonozta 1989-ben (Stainthorpe és mtsai., 1990), de ezen régid bazissorrendjét
nem hataroztdk meg. A pCH4 plazmidot Bsp120I-gyel emésztettem és az 1,1 kb-os és a 4,2 kb-
os DNS darabokat gélbdl izolaltam. A Bsp1201 emésztés eredményeként 1étrejovo 9,1 és 3,9 kb-
os DNS darabok a mar ismert génszakaszokat tartalmazzak. Az 1,1 kb-os darabot Bsp1201
emésztett pBluescript2SK+ klonozéd vektorral ligaltam létrehozva ezzel a pBX2 plazmidot. A
pMCS441 nevil plazmid a 4,2 kb-os pCH4 fragment és a Bspl1201 emésztett pPBBRIMCS-4

vektor ligalasaval jott 1étre. Mindkét konstrukcid esetén restrikcids emésztésekkel hataroztam

crer
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elhelyezkedd univerzalis szekvenald primerek segitségével hatdroztam meg. Az inszertek
tovabbi bazissorrendjét igy hatdroztam meg, hogy a mar ismert bazissorrendi szakasz 3’
végéhez kozel Gjabb szekvenald primereket terveztem ¢€s ezeket hasznalva hataroztam meg a mar
ismert szakaszok 3’ régiodinak nukleotid sorrendjét. Ezt a modszert alkalmaztam addig, mig a két
nukleotid sorrend atfedést nem mutatott, meghatdrozva igy a pBX2 és pMCS441 plazmidok
inszertjeinek bazissorrendjét egy szalon. A pontos bazissorrend meghatarozasa érdekében a
nukleotid sorrend meghatarozasat a fent emlitett modszerrel tovabb folytattam, mig az 1,1 és 4,2
kb hosszit DNS darabok bazissorrendjét mind a két komplementer szdlon meg nem hataroztam.
A két szalon el6forduld szekvenciabéli bizonytalansagokat Gjabb szekvenalassal pontositottam.
A DNS szekvenciaanalizis alapjan azt az eredményt kaptam, hogy az mmoC gén 3’
régioja mar ismert génekkel mutat hasonlosagot. Ez alapjan lathato volt, hogy a két-komponensii
szenzor-regulator génpar szenzor génjének 5° darabja hidnyzik a pCH4 plazmidrol. A hidnyzé
DNS darabot a M. capsulatus (Bath) genomjabdl klonoztam a kovetkezd moddszerrel. M.
capsulatus (Bath) genomi DNS-ét emésztettem kiillon-kiilon Accl, Bsp1201, BamHI, Hindlll,
Kpnl, Pael, Sall és Xhol enzimekkel. A szenzor gén meglévO darabjardl specifikus primerekkel
megsokszoroztam egy 443 bp-os DNS darabot, amit a PCR reakci6 kozben jeldltem DIG-dUTP-
vel. Ezt a jelolt DNS-t hasznaltam probaként Southern hibridizacidhoz az emésztett M.
capsulatus (Bath) DNS mintdkon. Az ismert szekvencia és a Southern hibridizacié soran
meghatarozott restrikcids fragment méretek alapjan elkészitettem a pCH4 plazmidrdl hianyzo,
szenzor gén 5’ végét tartalmazd genomi DNS régid restrikcios térképét. Két konstrukciot
készitettem, melyek tartalmazzak az mmoC géntdl 3’ irdnyban elhelyezkedd géneket: pKPSg és
pKHKg. Koriilbelill 27 kb-nyi M. capsulatus (Bath) genomi DNSt klonoztam pK18mob
vektorba a kovetkezOképpen: A 991 bp-os EcoRI-Bglll emésztéssel késziilt DNS darabot az
mmoX 5’ 1égi6jabol az EcoRI-BamHI emésztett pK18mob vektorba ligdltam, ezt a plazmidot
pKPS-nek neveztem el. pKPS-t konjugaciéval M. capsulatus (Bath)-ba juttattam, a
transzkonjugansokat 20 pg ml' kanamicint tartalmazé lemezeken szelektiltam. Mivel a
pK18mob nem replikdlodik M. capsulatus (Bath)-ban, a Km rezisztens kolonidkban a plazmid a
elhelyezkedését a genomban PCR reakciokkal ellendriztem. Az igy keletkezett M. capsulatus
(Bath) torzset McKPS-nek neveztem el. McKPS-bol genomi DNS izolaltam €s megemésztettem
HindIll enzimmel. Az emésztett DNS-t ligaltam, ezaltal létrehozva olyan cirkularis DNS-t mely
tartalmazza pKPS-t és a szenzor gén eddig ismeretlen 5’ régidjat. Az igy keletkezett DNS-t E.
coli torzsbe transzformaltam, restrikcidos emésztésekkel ellendriztem és elneveztem pKPSg-nek
(15. ébra). pKHKg ugyanilyen modszerrel késziilt: A szenzor gén ismert részérol a HKfw ¢és
HKrw primerek segitségével amplifikalt darabot Hincll emésztett pK18mob-ba klénoztam. A

PCR terméket megfeleld orientacioban tartalmazé pK18mob plazmidot pKH-nak neveztem el. A
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pKHK-t tartalmazé genomi DNSt BamHI-gyel emésztettem és ligdltam, létrehozva ezzel a
pKHKg plazmidot (15. abra). pKHKg konstrukciot emésztettem EcoRI, Pael, Pstl és Kpnl
restrikcids enzimekkel. A pK18mob vektort is tartalmazéd fragmenteket izoldltam és ligalassal

cirkularizaltam, létrehozva ezzel a pKHKgl, pKHKg2, pKHKg4, pKHKg6 plazmidokat (15.
abra).
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3.13. A plazmidok készitése

crcr

mtsai., 2000) promoter proba vektor segitségével teszteltem. Négyféle hosszusagu DNS darabot
amplifikaltam PCR segitségével a MXfl, MX{f2, MXf3 ¢é¢s MXf4 forward, valamint a MXr
reverse primerek segitségével (3. tablazat). A felhasznalt primerek 5° végeire olyan restrikcios
enzim felismerd helyeket terveztem, melyekkel a PCR terméket emésztve, azok egyszerlien
ligalhatok a pPROBE-NT vektorba. A pPROBE-NT promoter proba vektor a zold-fluoreszcens
fehérje (GFP) egy modositott valtozatat tartalmazza, amely nagyobb intenzitdssal fluoreszkal,
mint a vad tipust GFP. A pPROBE-NT vektort BamHI és HindIll restrikciés enzimekkel
emésztettem, és az ugyanigy emésztett PCR fragmenteket ligaltam a vektorba egyenként. A
kiilonbozd hosszusadgth PCR fragmenteket tartalmazé pPROBE-NT plazmidokat pMX1, pMX2,
pMX3 és pMX4-nek neveztem el (16. abra).

IHF i RBS
I > —> . > - ———
MXf1 MXf2 MXf3 MXf4 +1 MXr mmoX'
Hl B
pMX1 (475 bp)
H B
pMX2 (335 bp)
H v B
pPROBE-NT pMX3 (258 bp)
rep 6807
npt He B

pMX4 (165 bp)

16. abra. Az mmoX prométer régié klénozasa. IHF(Intergration Host Factor kétéhely), RBS (Riboszoma
kétohely), " (cN kotéhely), +1 (transzkripciods start hely). A fekete nyilak jelolik az mmoX prométer régié
kiilonb6z6 hosszusagu szakaszainak sokszorozasahoz hasznalt primereket (Mxf1, MXf2, Mxf3, Mxf4 és Mxr).

H (Hindlll), B (BamHI restrikcios enzim felismerd hely). T (transzkripciés terminator).

Az mmoXYBZDCG gén operonban valoszinisithetd promoter régiok vizsgalatdhoz két promoter
proba plazmidot készitettem: pPmoY-t és pPmoG-t (17. abra). pPmoY elkészitéséhez a pCH4
plazmid 795 bp hosszusagt BamHI-Sphl fragmentjét ligaltam a BamHI-Sphl emésztett
pPROBE-NT’ promoéter proba vektorba. Az mmoC-mmoG gének kozti régiot PCR reakcio
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segitségével ampifikdltam a pCH4 plazmidot hasznalva templatként, mcthrf és x2fw?2
primerekkel (3. tablazat). A PCR rekcioban a Fermentas cég Pfu polimerazat hasznaltam annak
proof reading aktivitdsa miatt. A kapott 1077 bp-os terméket tisztitottam Microcon (Millipore)
oszlop segitségével, és Smal emésztett pPROBE-NT vektorba ligdltam. Az mmoC-mmoG
intergenikus régiot megfeleld orientacidban tartalmazd plazmidban az mmoC-mmoG 1égid
megfeleld bazissorrendjét leellendriztem szekvenaldssal. Az igy elkésziilt plazmid kapta a

pPmoG nevet (17. ébra).

pPmoY pPmoG

17. abra. mmoX-mmoY és mmoC-mmoG intergenikus régiok klonozasa promoter proba vektorba.

pPmoY és pPmoG a megfelelé régiokat tartalmazé plazmidok neveit jeldlik.

Az mmoG ¢és mmoR gének markercserés mutageneziséhez hasznalt plazmidokat a
kovetkezOképpen készitettem: A Bspl20l emésztett pCH4 plazmid 1128 bazisparnyi
fragmentjét, mely tartalmazza az mmoG gén nagy részét, a Bsp1201 emésztett pBluescript2SK+
vektorba ligaltam, létrehozva ezzel a pBX2 plazmidot. pBX2-t emésztettem Ncol és BstEII
enzimekkel. A 1étrejott 3755 bp-os fragmentet izolaltam, a linearis DNS nem kompatibilis végeit
Klenow(exo-) polimeraz segitségével feltoltdttem. A tompa végii 3755 bp-os fragmentet ligaltam
a p34S-Gm plazmid (Dennis és Zylstra, 1998) Smal emésztéssel kivagott 855 bp-os
fragmentjével, ami tartalmazza a gentamicin rezisztenciat okozo aacCl gént. Az igy létrejott
A pBXGml-et Xbal és Pvull enzimekkel emésztettem. Az emésztés soran 1étrejott 1844 bp-os
DNS darabot, mely tartalmazta az aacC1I gént az mmoG gén 5’ illetve 3’ régidit tartalmazd DNS
szakaszokkal kozrefogva (18. abra) Xbal és Smal emésztett pK18mobSacB (Schafer és mtsai.,

1994) vektorba klonoztam, létrehozva ezzel a pKmoG nevii plazmidot.
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18. abra. A pKmoG plazmid elkészitésének menete mmoG markercserés mutageneziséhez.

Az mmoR gén markercserés mutagenezis¢hez a pKmoR plazmidot készitettem el.
pKHKg2 plazmidot emésztettem Ecol47l és Sall enzimekkel, a létrejott ragadds végeket
Klenow polimeraz segitségével feltoltettem. Az emésztés soran 1étrejott 4346 bp-os DNS darabot

a p34S-Gm plazmidbol Smal emésztéssel izolalt gentamicin rezisztencia gént tartalmazé DNS

darabbal ligaltam (19. abra).
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p345-Gm

3617 bp
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pKHKg2

4733 bp

19. abra. A pKmoR plazmid elkészitésének menete az mmoR markercserés mutageneziséhez.

Az mmoQ és mmoS gének markercserés mutageneziséhez a pKQG ¢és pKSG plazmidokat
a kovetkezOképp készitettem el: az mmoQ gén egy részét PCR segitségével sokszoroztam a
jbxrev3 és SD4r primerek segitségével. A 699 bp hosszi PCR terméket tisztitottam és Smal
emésztett pK18mob vektorba ligaltam, létrehozva ezzel a pKQI1 konstrukciét. A p34S-Gm
plazmidbdl a gentamicin rezisztencia gént tartalmazd 889 bp-os részt Xhol enzimmel vagtam ki.
Ezt a DNS darabot gélbdl izolaltam, és Xhol emésztett pKQ1 plazmidba ligaltam. A gentamicin
kazettat megfeleld orientacioban tartalmazd plazmidot restrikcids enzim emésztésekkel

ellendriztem és pKQG-nek neveztem el (20. abra).
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20. abra. A pKQG plazmid elkészitésének menete mmoQ markercserés mutageneziséhez.



Az mmoS markercserés inaktivalasdhoz a pKHKg plazmidot Bsp1201 és Notl
enzimekkel hasitottam, létrehozva ezzel tobbek kozt egy 8214 bp hosszisagii DNS szalat, amely
tartalmazza az mmoS gén 5’ és 3’ darabjat, valamint a teljes vektort (replikacids origo,
kanamicin rezisztencia gén). Ezt a fragmentet gélbdl izolaltam, ragadds végeit Klenow polimeraz
segitségével tompa véglivé alakitottam, majd 6nmagara ligaltam, Iétrehozva ezzel a pKHKgc
plazmidot. A pKHKgc plazmidot BamHI és HindIll enzimekkel emésztettem, a 2593 bp
hosszusagu fragmentet BamHI ¢és Hindlll enzimekkel emésztett pK18mobSacB vektorba
ligaltam, létrehozva ezzel pKmoS plazmidot (21. abra).
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21. abra. A pKmoS plazmid elkészitésének menete mmoS deléciés mutageneziséhez.
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3.14. Transzpozonos mutagenezis

A 3. tdblazatban szereplé mini-transzpozonokat E. coli S17-1 Apir vagy E. coli SM10
Apir donor torzsekbe transzformaltam, majd konjugéacidval M. capsulatus (Bath) térzsbe jutattam
a fentebb leirt modszer szerint. Parhuzamosan elvégeztem a konjugacié kontrolljat a donor
torzsek nélkiil is. Konjugaciot kovetden NMS lemezekre szélesztettem a transzkonjugénsokat. A
donor torzs nélkiili M. capsulatus (Bath) sejtszuszpenzidt antibiotikum tartalmi taplemezre
sz¢élesztettem, meghatarozva ezzel a spontdn rezisztens kolonidk szamat (SR). A donor torzset is
tartalmazd sejteket antibiotikum tartalmu taptalajra szélesztve meghatdrozhatd a spontan
rezisztensek és a transzkonjuginsok szdma (SRTC). A sejtkeveréket antibiotikum mentes
taptalajra szélesztve megkaptam a M. capsulatus (Bath) sejtek teljes kolonia képzd szamat
(CFU). A transzpozonos mutdnsok gyakorisagat (FR) a kovetkezd képlettel szamoltam ki:
FR=(CFU/(SRTC-SR).
7-10 mutanst véletlenszertien kivalasztottam, majd Southern hibridizaciéval megvizsgaltam,
hogy a mini-transzpozon véletlenszeriien és egy példanyban épiilt-e be az egyes mutansok
genomjaba. A mutansokbdl genomi DNS-t izoldltam és megemésztettem Psfl enzimmel, majd
egyforma mennyiségben 1%-os agar6z gélen elvalasztottam a DNS darabokat, ezutan a genomi
DNS mintdkat Southern blott technikédval nylon membranra vittem at. A membrant a mini-
transzpozon antibiotikum rezisztencia génjének megfeleld6 DIG-dUTP (Roche) jelolt prébaval

hibridizaltam a cég ajanlasa szerint, majd kemiluminescens szubsztrattal detektaltam.

3.14.1. Mini-transzpozon integraciés helyének azonositasa

sMMO mutansokb6l genomi DNS-t izolaltam ¢és olyan restrikcidos enzimmel
genomi DNS-t Microcon-PCR (Millipore) oszlopon tisztitottam, a restrikciés enzim és a sok
eltavolitasa céljabol. Héérzékeny enzimek esetén a tisztitas el6tt 80°C-on 20 percig inkubaltam
az enzim inaktivalasa érdekében. A tisztitott és emésztett genomi DNS-t ligdz reakcidoban
cirkularizdltam. A ligalasi reakcidt ismét tisztitottam, majd 1-10 pl-ét PCR reakcidoban
templatként hasznaltam. A PCR reakcioban a GEO ¢és GSO primerpar segitségével PCR
reakcidban sokszoroztam a transzpozont hatarold genomi régiot. A PCR termékeket tisztitottam,
¢s a DNS bazissorrendjét az MTA Szegedi Biologiai Kozpont szekvenald laborjaban

meghataroztattam a GEO és GSO primerek segitségével (22. abra). A meghatarozott
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bazissorrendben azonositottam a mini-transzpozonra jellemzd nukleotid-sorrendet, a fennmarado

genomi szakasz nukleotid-szekvencidjat a M. capsulatus (Bath) genomjaban azonositottam a

BLASTn program segitségével.

N

Pstl
Sall
s ||
N
IR

Gm"® L

GSO GEO

’
R oDNS

22. abra. A mini-transzpozon genomba integralédott mobilis elemének sematikus rajza.

IR (forditott ismétl6dé szekvencia).

3. tablazat A felhasznalt torzsek, plazmidok és primerek.

Torzsek /Plazmidok
Jellemzok Referenciak
/Primerek
Torzsek

Methylococcus capsulatus

(Bath)
Escherichia coli S17-1 Apir

Escherichia coli DH5a.

recA thi pro hsdR RP4-2-Tc::Mu Km::Tn7 Apir

recAl endAl GyrA96 thi-1 relAl hsdR17

Whittenbury és mtsai., (1970)

Herrero, Delorenzo, és
Timmis, (1990)
Hanahan, (1983)

(supE44 clacU169)

(®80/acZ oM15)
Plazmidok
pBluescript2SK+ Ap®, altalanos klénozo vektor Stratagene
pK18mob Km', RP4mob, mobilizalhaté klonozd vektor Schafer és mtsai. (1994)
pK18mobsac Km", RP4mob, mobilizalhato klénozé vektor, a SacB génnel Schafer és misai. (1994)

pozitiv szelekciohoz
p34S-Gm Ap®, Gm®, Gm rezisztencia kazetta Dennis és Zylstra, (1998)
pPROBE-NT Km?®, prométer proba vektor EGFP varianssal Miller és mtsai. (2000)
pBBR1IMCS-4 Ap" | széles gazdaspecifitésu klonozé vektor Kovach és mtsai., (1995)
pCH4 pBR325 a 12,5 kb EcoRI smmo inszerttel Stainthorpe és mtsai., (1989)
pLOF mini Tn10 Km Alacsony képiaszami mini-Tn10 hordozoé vektor Ap®, Km®  Delorenzo és mtsai., (1990)
pUT Tn5 Km Alacsony képiaszami mini-Tn5 hordozé vektor Ap®, Km®  Delorenzo és mtsai., (1990)
pTnMod-OGm Magas kopiaszama mini-Tn5 hordoz6 vektor Ap~, Gm® Dennis és Zylstra, (1998)
pTnMod-SmO Magas képiaszama mini-Tn5 hordozé vektor Apt, Sm® Dennis és Zylstra, (1998)
pTnMod-OKm Magas kopiaszama mini-Tn5 hordoz6 vektor Ap~, Km® Dennis és Zylstra, (1998)
pTnMod-OGm Magas képiaszama mini-Tn5 hordozé vektor Ap®, Gm® Dennis és Zylstra, (1998)
pTING promoter proba transzpozon (gfp) Km®, Gm® Tang, Lu, és Pan, (1999)
pAG408 promoter proba transzpozon (gfp-aacC3) Km"® Suarez és mtsai., (1997)
pBSL202 mini-Tn5 transzpozon Ap®, Gm" Alexeyev és mtsai., (1995)
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pBSL118

pBX2
pMCS441
pKPS
pKPSg
pKHK
pKHKg
pKHKg2
pKHK g4
pKHKg6
pMX1

pMX2
pMX3
pMX4

pKmoG
pKmoR
pKQG
PkmoS

Primerek
MXr
MXf1
MX12
MX{3
MX{t4
pmoRf
pmoRr
mxatgrev
mxatgfw
HKfw
Hkrev
JBXfwl
JBXfw2
JBXfw3
JBXfw42
JBXfw5
JBXrev2
JBXrev3
JBXrev4
JBXrev5
JBXrev6
MCthrfw
X2thrfw
X2fw2
X2rev2
SDI1r
SD2r
SD3r
SD4r
SD5r
SD2r
SD3r
SD4r

mini-Tn5 transzpozon Ap", Km"

pBluescript2SK+ az 1,1 kb Bsp1201 smmo inszerttel
pBBRIMCS-4 a 4,2 kb Bsp1201 smmo inszerttel
pK18mob az 1,0 kb EcoRI-Bgl/ll smmo inszerttel
pK18mob a 27,5 kb HindlIll smmo inszerttel

pK18mob a 0,7 kb smmo inszerttel

pK18mob a 4,7 kb smmo inszerttel

pK18mob az 1,0 kb smmo inszerttel

pK18mob a 2,3 kb smmo inszerttel

pK18mob az 1,4 kb smmo inszerttel

pPROBE-NT a 475 bp HindllI-BamHI mmoX promoter
régioval

pPROBE-NT a 335 bp HindllI-BamHI mmoX promoter
régioval

pPROBE-NT a 258 bp HindIII-BamHI mmoX promdter
régioval

pPROBE-NT a 165 bp HindIll-BamHI mmoX promdter
régidval

pK18mob a 1,9 kb mmoG::aacC3 inszerttel

pK18mob a 1,5 kb mmoR::aacC3 inszerttel

pK18mob a 1,6 kb mmoR::aacC3 inszerttel

pK18mob mmoS 5’ régidt tartalmazo plazmid

Primer nukleotid-sorrendje

CAGGATCCATGATGAATGCCCGATGA
CTAAGCTTCTGCCGCAGTTCGTCGC
CTAAGCTTTCCGCGCAGCCCGATTC
CTAAGCTTGAGTTATGGCGGCCCAGTA
CTAAGCTTCGGAGCATTCGGATAACG
AGTGGAAGTGCGCGATTCGG
CTGGATTGCGGCGCAGTCTA
TTCTTCTGTTCCGCCGCCT
ATGGCACTTCGCACCGCAACC
GTGGGTCAGATAATAGGCTCAG
ATCCGCCAGATACTCACCAAC
CACATGCCGTACATGGAC
CACCAACCGTGTCATCCT
AGGTGATCGTCGCCATGCT
CACTCCTGGCAGAAATG
GGTGGAACATGCATAAG
CGGAAGTTTCTGCGACCT
CAGTCGAGGTCGAGCATCAT
CATGTGCCAGTCCGTGAT
GATCGGTGGCAAAGCGTTCC
ATTGGAGCGCGTCGATGAA
CCGGCGAACAGGTCTTCTT
TGTCCACGAGAAGGCACTG
GATCGGTCATCAAGAGGT
AGGACCGTGTCGCGAATCTC
GTACTGCTCCGCTTCCA
AAGGACCTGCTGCTGAA
CGCTACTCGTCGGAACT
CTCGTTTGCTCGCAGAC
GCACTCCAATCGATCAC
AAGGACCTGCTGCTGAA
CGCTACTCGTCGGAACT
CTCGTTTGCTCGCAGAC

Alexeyev és mtsai., (1995)

Jelen munka
Jelen munka
Jelen munka
Jelen munka
Jelen munka
Jelen munka
Jelen munka
Jelen munka
Jelen munka
Jelen munka

Jelen munka
Jelen munka
Jelen munka

Jelen munka
Jelen munka
Jelen munka
Jelen munka

mmoX promoter regid
mmoX promoter regid
mmoX promoter regid
mmoX promoter regid
mmoX promoter regid
mmoR

mmoR

mmoX

mmoX

mmoS

mmoS

Szekvenalo primer
Szekvenalo primer
Szekvenald primer
Szekvenald primer
Szekvenald primer
Szekvenalo primer
Szekvenald primer
Szekvenalo primer
Szekvenald primer
Szekvenald primer
Szekvenalo primer
Szekvenald primer
Szekvenald primer
Szekvenald primer
Szekvenalo primer
Szekvenalo primer
Szekvenald primer
Szekvenald primer
Szekvenald primer
Szekvenalo primer
Szekvenald primer
Szekvenalod primer
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SD23r
SD34r
Sd45r
SD55f
SD6f
SD7f

ACCAGGCGTTCGTCCAT
GCTGGAACTGTGCAGAG
ATGCTGCTGACGGACTG
CCAACAGACCCAGTGTG
GGCTTGCTGAGATAGTC
CCCGGTTCTGCATTCAT

Szekvenalo primer
Szekvenald primer
Szekvenald primer
Szekvenald primer
Szekvenald primer
Szekvenalo primer
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Eredmények és targyalasuk

4.1. mmoX prométer régiojanak elemzése

Nielsen (Nielsen és mtsai., 1996) korabbi munkaiban leirta, hogy a M. capsulatus (Bath)
torzsben az smmo gének transzkripcidja egy, az mmoX-t6l 5’ irdnyban elhelyezkedd
" mind a o™
kotéhelyeket azonositott, munkaja soran ezek kozil a o’° tipusa promoter miikodését
valoszintisitette az smmo gének transzkripcidjaban.
megvizsgaltam. 5’ iranyban 12 bdazisparnyi tavolsagban a transzkripcios start helyhez
viszonyitva egy tipikus ¢" felismeréhely (Barrios és mtsai., 1999) taldlhaté: TGGCAC-Ng-
TGCNNt (17. 4bra). A " felismerd helytél tavolabb 5’ iranyban egy un. Intergration-Host-
Factor (IHF) kotShely talalhato: WATCAA-N4,-TTR, ami igen jellemz6 a o tipusi
promoterekre (Colladovides és mtsai., 1991). Az IHF két fehérjéjét kodolo géneket sikertilt

megtaladlni a M. capsulatus (Bath) akkor még be nem fejezett genom szekvencidjdban

(http://www.tigr.org). A M. capsulatus (Bath) IHF-et koédold génjei 77% azonossagot mutatnak

aminosav szinten az E. coli ugyanezen génjeivel, tehat kézenfekvd a feltételezés, hogy M.
capsulatus (Bath) is rendelkezik THF fehérjével, ami a o tipusi promoterek miikodéséhez
szikséges. A o tipusi promoterek szintén altalanos jellemzéje, egy tavoli Gn. ,,Upstream
Activator Sequence” (UAS), mely egy meghatarozott DNS szakasz és IHF kotohelytdl akar tobb
100 bazisparnyira 5’ iranyban helyezkedik el. Ehhez a UAS régiohoz kot egy fehérje, melyet
altalanossagban o' fiiggd aktivator fehérjének neveznek, amely adott koriilmények kozt aktiv
vagy inaktiv konformaciot vehet fel elinditva vagy leallitva ezzel a ¢ promoterrdl torténd

transzkripciot (Colladovides és mtsai., 1991).
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MXF1
ATCTGCCGCAGTTCGTCGCGCGACAGGTTTCCGGCGCCGCGAATCGTGCGCTCTATGACATA

TTTGGGCATGGTTATCAGCCTTACGGTTCTGGTAAGGAAAAAATAGGCTTGTATTGTGCTTA
MXF2
TCCGAAGATAAGCGCTTTCCGCGCAGCCCGATTCTTTCATGGATCACGATTCCATTGAATGC
IHF MXF3
GGCGAAATGTCTCAGGGTCCGGTCATGAATGAAGAGT TATGGCGGCCCAGTACGTCACCGTT

ATGTCCGATGGCTGTATCAAACAAAGACACGTGTAGTGATATCGGACAACTCGTCCATCCCC
MXF4
GTCGGAGCATTCGGATAACGTGTCATCGTTCCAAAATATTGATATATCGGTATACGTATCCG

o"-24 o"-12 +1->
AAGAATAAAGTITGGCACGATCCCTGTAACTAGGTTGTCACGACCTCGTCGGAGGTTGTATGT
WX RBS M
CCGGTGTTCCGTGACGTCATCGGGCATTCATCATTCATAGAATGTGTTACGIGAGGAAACAAGTAATG

MXf1, Mxf2, Mxf3, Mxf4 és Mxr a promoter régio felsokszorozasahoz hasznalt primereket jelolik.

Mivel M. capsulatus (Bath)-ban ez idaig nem irtak le megbizhat6é riporter gént, a
szlikséges promoter proba konstrukciok elkészitéséhez elébb talalni kellett egy, a M. capsulatus
(Bath)-ban is megfeleléen miikddé riporter gént. A Green Fluorescent Protein (GFP) mint
riporter gén szamos organizmusban alkalmazhat6 (Southward és Surette, 2002). Csak oxigén és
kalcium ionok sziikségesek az aktivitdisdhoz. A pPROBE-NT vektor tokéletesen megfelelt az
elvarasaimnak: a plazmid replikdlodik M. capsulatus (Bath)-ban, megfeleld antibiotikum
rezisztencia gént tartalmaz, alacsony képia szami, megfeleld restrikcidés enzim felismerd helyek
segitik a promoter klonozasat, kis méretii és a gfp gén megfeleld variansat tartalmazza (EGFP)
(Haseloff, 1999). Az mmoX prométer régiojanak kiilonbdz6 hosszusagu szakaszait amplifikaltam
PCR segitségével és klonoztam a pPROBE-NT transzkripcios fuzios vektorba a mddszereknél
leirtak szerint (16. dbra). A kiilonb6z6 hosszisagh mmoX prométer darabokat tartalmazo riporter
konstrukciokat M. capsulatus (Bath)-ba vittem be konjugécioval. A réz-ionok jelenlétében illetve
réz-ion mentes tapoldatban ndvesztve M. capsulatus (Bath) szuszpenziok GFP aktivitasat
hasonlitottam Gssze (25. abra).

Az mmoX 5’ régidjaban talalhato DNS-szakaszon in silico analizissel azonositottam a o™
tipusu promoterekre jellemz0 -12 és -24-es DNS motivumokat, valamint egy IHF kotohelyet a -
24-es motivumtol 5’ irdnyban. Az eredmények tisztan jelzik, hogy az mmoX ATG kodonjahoz

viszonyitva -358 és -280 bazisparok kozé esd régid elengedhetetleniil sziikséges az mmoX
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promoter rézfliggd mikodéséhez. A tények alapjan, miszerint egy IHF kotohely talalhatdo mmoX
feltételeztem, hogy sMMO génjeinek transzkripcidja nem egy o'° tipusi promoéterrdl indul,
amint azt Nielsen és munkatarsai feltételezték, hanem egy tipikus o™ tipust prométerrél. A M.
trichosporium OB3b torzsben szintén kimutattak (Stafford és mtsai., 2003), hogy az mmoX
transzkripcidja o' -fiiggd, ebben a torzsben sikeriilt az rpoN gént mutagenizalni és a mutans
torzsben rézmentes koriilmények kozott sem expresszalodott SMMO. M. capsulatus (Bath) torzs

genomjaban is azonosithat6 az rpoN gén, de nem sikeriilt ArpoN mutansokat eldallitani iranyitott

mutagenezissel.
THF o™ RBS
—- » —i)- » o - ——
MXf1 MX12 MXf{3 MXf4 +1 MXr mmoX'
H 1
: B i =

pMXI1 (475 bp)

H{ B e B S

~3 pMX2 (335 bp)
gp

Hh 'B ﬁ
\ pPROBE-NT
7

I 2+ =]
pMX3 (258 bp) alacsony Cu konc.

ep npt B % magas Cu®" konc. .
0

1 2 3 4

Fluoreszcencia

pMX4 (165 bp)

25. abra. Az mmoX promoéter régié promoter aktivitasa.
IHF(intergration Host Factor k6t6hely), RBS (Riboszoma koétéhely), c" (c" kotéhely), +1 (transzkripcios start
hely). A fekete nyilak jelolik az mmoX prométer régié kiilonb6zé hossziusagu szakaszainak
felsokszorozasahoz hasznalt primereket (Mxf1, MXf2, Mxf3, Mxf4 és Mxr). H (Hindlll), B (BamHI restrikcios

enzim felismerd hely). T (transzkripciés terminator).
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4.2. Az sMMO struktargénektél 3’ iranyban elheyezkedé DNS régio
vizsgalata

A laborunkban korabban végzett kisérletek alapjan valdszintsithetd volt, hogy a pCH4
plazmid a mér ismert smmo géneken kiviil tartalmaz olyan géneket is, amelyek a réz szabalyozott
sMMO Kkifejezédésért felelések. A pCH4 plazmid 12,5 kb hosszusagu DNS szakaszat (26. dbra
a) a pVK100, széles gazdaspecifitasu, vektorba klénoztdk (pVK104). Ez a 12,5 kb-os szakasz
tartalmazza az mmoXYBZDC géneket és az mmoC-t6l 3’ iranyban elhelyezkedd 5,7 kb
ismeretlen nukleotidszekvencidju DNS szakaszt (26. adbra b). A pVK104 plazmidot olyan
metanotrof torzsbe vitték be, amely természetes koriilmények kozt nem tartalmaz sMMO-t
(Methylocaldum szegediense OR2). Ez a torzs a pVK104 plazmiddal rézmentes koriilmények
kozt gyengén expresszalt sMMO-t, mig magas réz ion koncentracio esetén nem.

A mar kordbban megismert mmoXYBZDC génektdl 3’ irdnyban elhelyezkedd koriilbeliil
9,5 kb hosszlisagh DNS szakasz bazissorrendjét hataroztam meg (15. &bra, 26. abra d). Ezen 9,5
kb-os régid 5,7 kb hosszlisaglh részét mar korabban klonoztdk a pCH4 plazmidon az smmo
génekkel egyiitt, de pontos bazissorrendjét nem hataroztak meg (26. abra) (Stainthorpe és mtsai.,

1989).
Px

A A
: S SH———
X Y BZzD C mmoG mmoQ mmoS mmoR

Két komponensii szenzor-regulator

chaperonin o' —fiigg6 transzkr. akt.
b (@) 12,5 kb >
< >
(b) 5.7 kb
< > < >
(c) 6,8 kb (d) 9,5 kb

26. abra. Az smmo strukturgének és a jelen munka soran megismert, szabalyozasban résztvevé gének.
(a) a pCH4 és pVK104 plazmidokban 1évé DNS szakasz;
(b) a pCH4 és pVK104 plazmidokban lévo jelen munka soran megszekvenalt DNS szakasz ;
(c) pCH4 és pVK104 plazmidokban Iévé korabban mar ismert DNS szakasz;
(d) jelen munka soran megismert bazissorrendii DNS szakasz.

Az mmoC géntdl 3’ iranyban azzal megegyezd orientdcidoban egy a groEL génhez
hasonlo nyitott leolvasasi keretet (ORF) taldltam, amit mmoG-nek neveztem el (Methane-

MonoOxygenase-associated-GroEL). mmoG mellett egy jabb ORF-et azonositottam az mmoG-
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vel ellentétes orientacioban. Ennek az ORF-nek (mmoQ) a feltételezett génterméke aminosav
sorrend szinten nagyon hasonlit az Gn. két-komponensili szenzor-reguldtor rendszerek regulator
tagjara. Kozvetlen az mmoQ mellet taldlhatd6 DNS szakaszrél (mmoS) leforditott polipeptid
nagyfokl azonossdgot mutat a két-komponensi szenzor-regulator rendszerek szenzor tagjaval.
Az mmoS teljes kddoldé DNS szakaszat a M. capsulatus (Bath) genombo6l klonoztam meg, a
modszereknél leirtak szerint. Az mmoS klonozéasakor izolalt DNS szakaszon nemcsak az mmoS
ellentétes orientacioban. Ez a feltételezett gén egy o' fliggd transzkripcios aktivatort kodol, amit

mmoR-nek neveztem el (26. abra).

4.3. Az uj nyitott leolvasasi keretek szekvencia analizise

4.3.1. MMOG, a feltételezett chaperonin

Az mmoG egy 559 aminosav hosszusagu feltételezett fehérjét kddol, melynek a szamitott
molekulatomege 59,5 kDa. A feltételezett MMOG 39%-ban azonos és 60%-ban hasonlé a cpn60
tipusu chaperoninok nagy alegységével (GroEL) ((Ranson és mtsai., 1998)). A GroEL a legtobb
mikroorganizmusban megtalalhatd hésokk fehérje, mely nagyon hasonlé génszervezddést mutat
minden fajban. A groEL géntdl 5° iranyban szinte mindig megtalalhatdo a hdsokk fehérje kis
alegységét kodolo gén: groES ((Ranson és mtsai., 1998)). Jelen esetben azonban az mmoG
kornyezetében sehol nem taldlhaté GroES-hez hasonld fehérjét kodolod szakasz. Az mmoG-hez
nagyon hasonld gén megtaldlhatdé M. trichosporium OB3b torzsben is, annak sMMO
struktirgénjeinek szomszédsagaban (Stafford és mtsai., 2003) (30. abra). A M. trichosporium
OB3b MMOG feltételezett fehérjéje M. capsulatus (Bath)-ban meglévo parja 41%-ban azonos és
59%-ban hasonlé aminosavakat tartalmaz. Tipikus Shine-Dalgrano szekvencia talalhaté mmoG

0 vagy A tipusu promoterekre

start kodonjatol 10 bazisparnyira 5° iranyban: CGGAG. A o’
jellemzd kotohelyeket nem talaltam az mmoC és mmoG nyitott leolvasasi keretek kozt 1évd 351
bazisparnyi DNS szakaszon. A groESL hésokk operonok karakterisztikus komponense az n.:
CIRCE (controlling inverted repeat of chaperon expression) motivum (TTAGCACTC-No-
GAGTGCAA) sem talalhaté meg az emlitett régidban, habar a M. capsulatus (Bath) genomjaban
meglévd két szinte azonos groESL operonok promoterében jol azonosithatd ez a motivum. A

CIRCE motivum hidnya és a 6'° és 6> promoterek jellemz6 DNS motivumok hianya arra utal,

hogy MMOG nem a GroESL chaperoninoknak megfeleld, hésokk funkcioju fehérje. Az mmoC
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¢s mmoG kozti régidba p-fiiggetlen transzkripcids terminéacids szignal sem azonosithatd, mig
mmoG stop kodonjatél 90 bazisparnyira 3’ irdnyban taldlhatdé egy nagy energidju (-20,2
kcal=84,5 kJ) Uin. hajtlikanyar (stem-loop) struktira kialakitdsara képes DNS szakasz, ami p-
fiiggetlen transzkripcios terminacids szignalként funkciondlhat. Az itt felsorolt megallapitasok
alapjan feltételezhetd, hogy mmoC és mmoG egyiitt irodik at és igy az MMOG fontos szerepet

jatszhat az sSMMO érésében, 6sszeszerelddésében.

4.3.2. Az MMOS-MMOQ, a feltételezett két-komponensii jelatvivé rendszer

A szenzor-regulator rendszer génjei, az mmoS és az mmoQ az mmoG-vel ellentétes
iranyban irodnak at. Egy o tipusGi promoéter motivumait azonositottam a mmoS feltételezett
riboszéma-kothelyétdl 5° iranyban. Az mmoS feltételezett génterméke egy 1177 aminosav
hosszusagu 128,6 kDa molekulatomegli polipeptid. A feltételezett regulator protein (MMOQ)
634 aminosav hosszu és 69,8 kDa tomegli. A M. trichosporium Ob3B és mas metanotroéf
torzsben sem sikeriilt eddig azonositani MMOS ¢s MMOQ fehérjéket.

Az mmoQ start kodonja atfed mmoS stop kodonjaval, ami alapjan szinte biztos, hogy egy
mRNS-en helyezkednek el. Ez a génelrendez6dés nagyon jellemzd a két-komponensi jelatviteli
rendszerek génjeire. A feltételezett MMOS-MMOQ fehérjék is nagy (50%) hasonlésagot
mutatnak mas két-komponenst jelatviteli rendszerek géntermékeivel. Ezekben a rendszerekben a
kornyezeti jelet a szenzor (MMOS) fehérje érzékeli és tovabbitja a reguldtor fehérjére
transzfoszforilacié utjan. A szenzor fehérje N-termindlis részén két Un. PAS-PAC domént
(Galperin és mtsai., 2001) lehet azonositani, mely domének legtobbszor a kornyezet redox
allapotat érzékeld szenzor fehérjékben talalhatok meg (Green és Paget, 2004). A szenzor
fehérjék, mivel legtobbszor a sejt kornyezetében bekovetkezd valtozasokat érzékelik, a sejt
membranjdhoz kapcsolddnak, integrans membranfehérjék egy kiilsd érzékeld résszel, és egy
sejten beliili jelatvivd résszel. A feltételezett MMOS szamitott membrantopologidja egy
transzmembran régiot jelez a 19-41 aminosavak kozti szakaszon. Mivel a fehérje érzékeld
doménjei a 41. aminosav utan helyezkednek el, illetve az elsé 19 aminosav nem tartalmaz
semmiféle tipikus fehérje motivumot, nagyon valdszinii, hogy felépitése hasonld a tobbi redox
allapotot érzékeld szenzor molekuldhoz (Malpica és mtsai., 2004); MMOS-t a sejtmembranba
horgonyozza az N-terminalison 1év0 hidrofob domén. A PAS-PAC domének mellett még egy

GAF domén (Aravind és Ponting, 1997, Galperin és mtsai., 2001) is megtalalhato a feltételezett
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MMOS szenzor részében. A GAF domén azon két-komponensii rendszerek szenzor fehérjéire
jellemzd, amelyek valamilyen kis molekulat kdtnek meg pl. c-di-GMP-t (D'Argenio és Miller,
2004). A két tipusu szenzor domén megjelenése egyazon szenzor molekulaban ritka jelenség. A
fent emlitett érzékeld funkcioji domének mellett sehol nem taldltam a tipikus réz-ion kotd
MxCxxC motivumot a feltételezett MMOS szenzor részében, mely alapjan feltételezhetd lenne,
hogy a feltételezett MMOS réz-ionokat kot ezaltal érzékelve a sejtben és kornyezetében 1€vo réz-
ionok mennyiségét.

A feltételezett MMOS, mint minden két-komponensii szenzor regulator rendszer, szenzor
fehérjéje tartalmaz egy hisztidin-kinaz foszfo-akceptor domént (HisKA). A feltételezett MMOS-
ben két un. fogado6 (receiver (REC)) domént is taldltam, amelyek altalaban a kiils jel hatasara
athelyez6dd foszfat csoportot fogadjak a hisztidin-kindz doménrél egy konzervalt Asp
oldallancon keresztiil az ATP foszforilaz doménrdl. Erdekesség, hogy feltételezett MMOS
tartalmaz egy hisztidin tartalmu foszfotranszfer domént is (HPT) mely néha kiilon fehérje
molekulaként vesz részt a két-komponensii rendszerek mikodésében (West €s Stock, 2001) (27.

abra A).
A
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27. abra. (A) A M. capsulatus (Bath) feltételezett MMOS doménjei.
Kék téglalap a transzmembran régiot jeloli.
(B) MMOS-hez hasonlé cianobakterialis szenzorok domén felépitése.
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A teljes domén elrendezddés alapjan (PAS-PAC-PAS-PAC-GAF-HisKA-HATPase-
REC-REC-HPt), érdekes mddon csak cianobakteriumokban megtalalhatd fehérjékkel mutat
nagyfokl hasonlosagot. Aminosav szinten nem nagy a hasonldsag, de a domének elrendezddése
pontosan ugyanez (27. dbra B). Sajnos a cianobaktériumokban talalhaté hasonl6 gének funkcidja

nem ismert.

A feltételezett MMOQ fehérje domén elrendezddése kiilonbozik a tipikus regulator
fehérjekétol. A feltételezett MMOQ szintén tartalmaz egy REC domént, aminek a foszforilacioja
feltehetden megvaltoztatja a fehérje aktivitdsat. A M. capsulatus (Bath) feltételezett MMOQ
fehérjéjében nem taldltam ismert DNS-k6td motivumot. A molekula C-terminalisan
megtalalhatok a regulatorokra jellemzé REC domén és GGDEF vagy mas néven DUF1 domén
(Galperin és mtsai., 2001). Az MMOQ N-terminalis, 300 aminosav hosszusagu részén egy, a HD
foszfohidrolaz domén csaladba tartozd motivum taldlhato. Erdekesség, hogy a 31-t6] a 220-as
aminosavig terjedd szakasz nagyfoku hasonlosagot mutat egy specidlis HDc foszfohidrolaz
doménnel, a fémfliggd foszfohidroldz doménnel (Aravind és Koonin, 1998) (28. 4bra).

Az mmoQ leforditott szekvencia alapjan azonositott fehérje motivumok nagyon

valdszini, hogy a feltételezett MMOQ nem kotddik DNS-hez, hanem valamely mas fehérje

foszforilacids allapotanak megvaltoztatasaval fejti ki hatasat.

1 100 200
! ! !

i S

28. abra. A M. capsulatus (Bath) MmoQ domén szerkezete.

4.3.3. Az MMOR, o"-fiigg6 transzkripcios aktivator

Az mmoR gén egy 581 aminosavat tartalmazo 63,4 kDa szamitott tomegl polipeptidet
kodol, mely tartalmazza az dsszes, a " -fiiggd transzkripcios aktivatorokra jellemzé funkcionalis
domént. A c" aktivator doménen és az ATP4z motivumon feliil egy DNS-kété Helix-Turn-Helix

domén talalhat6 a fehérje C-termindlisdhoz kozel. Az mmoR gén az mmoSQ génekkel ellentétes
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crer

helyek (29. 4bra). A 93-218-as aminosavak kozti szakaszon taldlhaté egy GAF domén, ami
altalaban a szenzor molekulak része. Az altaldban c-di-GMP-t kot6 GAF domén szintén
megvaltoztathatja a feltételezett MMOR aktivitasat, ezaltal az daltala szabalyozott gének

transzkripciojat.

1 GGGAGGTGAGATCTTCGGACATIGGTTTCCTTGAGTTGTTGCAGGGCGTGGCGGCCGCGCGAACGGCCGCTG 71
mmoS Met
c'°-10 '-35
72 GAGCAGCGGCCACCCTTGCCTGGATTGCGGCGCAGTCTAATGGCAAATCGTTCGCGGTTTCAACAGAGTA 142

143 //— 267 bp —// 410
c/°-35 c"°-10 Met mmoR
411 GAAGGGCAGTTGCCGTACGAAAGGTCGATCGTAGCTTCATGCCAAGGAGATAGCCGCCGTTGAGCG 480

29. dbra. Az mmoS és mmoR promoéter régiodja.
Met jeloli MMOS és MMOR start kodonijat.
Ac" tipusu promoterekre jellemzé -10 és -35 motivumok aldhuzassal vannak jelolve.

Az leforditott MMOR polipeptidben szintén nem lehet azonositani a rézkété MxCxxC
motivumot, viszont kis hasonldésagot mutat az N-terminalis részén a dlmioa jelii fém-receptor /
kelatdz motivummal (pl. periplazmikus cink koté protein (TroA) Treponema pallidum térzsben;
kobalt kelataz, CbiK Salmonella typhimuriumban). A biologiai szignifikanciat jelz0 E érték igen
magas: E=1,6 ezért nem hagyhat6 figyelmen kiviil ez a fémk6td motivumhoz hasonlé aminosav

szakasz, mint potencialis fém koto hely.

4.3.4. Az mmoR és mmoG gének osszehasonlitasa M. capsulatus (Bath) és
M. trichosporium Ob3B torzsekben

Az mmoG ¢és mmoR géneket csak az a-proteobaktériumokhoz tartoz6d, II tipusu
metanotrofban, a M. trichosporium OB3b torzsben talaltak meg és vizsgaltak idaig (Stafford és
mtsai., 2003). A két torzs szdmos hasonlosagot és kiilonbséget mutat a két gén tekintetében. Az
mmoG és mmoR gének mindkét esetben az smmo struktirgének szomszédsagaban talalhatok,
habar elhelyezkedésiik kiillonbozé a struktargénekhez viszonyitva: az mmoR és az mmoG mmoX-
t61 5° iranyban talalhatok a M. trichosporium OB3b-ben. mmoR-nek feltételezhetéen o’ tipusa

promotere van M. capsulatus (Bath)-ban, mig a M. trichosporium OB3b-ban az mmoR nem
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rendelkezik felismerhetd promoter motivummal. Sem a M. capsulatus (Bath)-ban sem a M.
A feltételezett MMOG ¢s az MMOR aminosav szekvencidi nagyfoku hasonldsagot (40%) és
azonossagot (50% és 55%) mutatnak. A AmmoG és a AmmoR mutansok azonos fenotipust
mutatnak mindkét torzsben, tehat joggal feltételezhetjiik, hogy funkciojuk is azonos M.
capsulatus (Bath)-ban és M. trichosporium OB3b-ban.

Az mmoS és az mmoQ-hoz hasonld szekvenciakat nem talaltak M. trichosporium OB3b-ben az
sMMO struktirgének kozelében. A géntermékek pontos feladata még nem ismert, funkcidjuk

részletes feltérképezése tovabbi vizsgalatokat igényel. (30. abra).

A

Pc" Ecm

B Po" P’ Po’°
X Y BZD C mmoG mmoQ mmoS mmoR

30. dbra. (A) A M. trichosporium Ob3B és (B) a M. capsulatus (Bath) smmo struktirgének és feltételezett

szabalyoz6 gének elhelyezkedése.

Az mmoR géntdl 3’ iranyban egy olyan DNS szakasz helyezkedik el, ami kiilonb6z6
fajok format dehidrogendzanak gamma alegységével mutat 75-81%-0s hasonldésdgot aminosav
szinten, ezért tovabbi régidk bazissorrendjét nem hataroztam meg.
nem sikeriilt azonositani olyan régiot, amely az adatbazisban szerepld barmely mas ismert DNS
szakaszhoz hasonl6 lenne. A teljes M. capsulatus (Bath) genom szekvencia ismeretében lathato,
hogy nincsenek tovabbi olyan gének az mmoXYBZDCGQSR gének kornyezetében, amik
feltételezett funkcidik alapjan kapcsolatba hozhatok SsMMO rézfliggd szabalyozasaval.
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4.4. mmoXY és mmoCG intergenikus régidok promoter aktivitasa

crer

crer

crcr

crer

in silico modszerekkel. Promoter proba vektor segitségével (17. abra) ellendriztem mmoX-mmoY
és mmoC-mmoG intergenikus régiok promoter aktivitasat. gy eldonthetd, hogy mmoG-nek van-e
sajat promotere, illetve talalhatd-e masik promoter smmo operonban, a M. trichosporium Ob3B

torzshoz hasonloan.

§ 4,5 .
3 . B Magas réz konc.
o .
2 35 OAlacsony réz konc.
g 3
@
€ 2,5
:‘9’
s 2
2 1.5
@
S 1
0
g 0,5
3 9 — : s | : - 2
w
McpMX1  McPmoY McPmoG

31. abra. Az mmoXY és mmoCG intergenikus régiok promoter aktivitasa.
McpMX1 a vad tipusi mmoX promoéter aktivitasa.

pPmoY és pPmoG plazmidokat E. coli S17-1 Apir konjugaciés donor toérzsbe jutattam be
transzformécioval. Az igy kapott donor torzsek segitségével konjugéacidval jutattam be a
plazmidokat M. capsulatus (Bath) torzsbe, létrehozva ezzel az McPmoY és McPmoG jelil
torzseket. McPmoY ¢és McPmoG torzseket réz tartalmi és rézmentes NMS tapfolyadékban
novesztettem, mig el nem érték az 1,0 optikai denzitast (540 nm-en mérve és 1 cm-es fénynt
hosszra vonatkoztatva). A feln6tt baktérium kultarak GFP fluoreszcencia aktivitasat 3-3
ismétléssel 3-3 kiilonbozd idépontban ndvesztett kultirakon mértem. Egyik térzs sem mutatott a
hattér fluoreszcenciatol szignifikansan eltéré GFP aktivitast, sem magas (2 uM) sem alacsony
réz-ion koncentracio mellett ndvesztve (31. abra).

Az eredmények alapjan megéllapithatd, hogy mmoXY és mmoCG intergenikus régidkban

nincs promoter, ezek a gének egylitt irodnak at ugyanarra az mRNS-re.
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4.5. AmmoG, AmmoR, AmmoS és AmmoQ mutansok jellemzése

Az sSMMO-t kodol6 struktargénektdl 3’ iranyban elhelyezkedd 0j gének szamitdgépes
analizise ¢s az ez alapjan feltételezett funkcioik valdsziniisitették, hogy a feltételezett MMOG,
MMOSQ ¢és MMOR szerepet jatszanak az sMMO milkodésében. Markercserés mutagenezis
segitségével mutansokat készitettem mmoG, mmoR és mmoQ génekre a pPKmoG, pKmoR ¢és
pKQG plazmidok segitségével (Id. anyagok és modszerek 18., 19. és 20. abrak). Az mmoS gén
esetén nem vittem be a szelekciés markerként hasznalt gentamicin rezisztencia gént, hanem az
mmoS gén N-terminalis részét deletdltam, igy az mmoS génrdl csak 6 aminosavnyi peptid
keletkezik. Erre az esetleges polaris hatés elkeriilése miatt volt szlikség.

A muténsok fenotipusos jellemzése soran dsszehasonlitottam a ndvekedési sebességiiket,
sMMO aktivitasukat, valamint az smmo génekrdl atirodd (mmoX) mRNS mennyiségét €s a
hidroxildz alegységek meglétét 2 puM réz-ion tartalmu tapoldatban ¢és réz-ion mentes
tapkozegben nevelt kulturdk esetén. Minden esetben az azonos koriilmények kozt ndvesztett vad
tipust M. capsulatus (Bath) szolgalt kontrollként.

Rézmentes koriilmények kozt ndvesztve a AmmoG €s a AmmoR mutansok lényegesen
lassabban nének mint a vad tipus. A AmmoR és a AmmoG mutansok rézmentes lemezen csak
aprd telepeket képeznek, majd novekedésiik meg is all. A AmmoS és a AmmoQ torzsek
ugyanugy ndnek, mint a vad tipus rézmentes koriilmények kozt. Magas réz-ion koncentracio (2

pM) mellett ndvesztve mindegyik mutans ugyanigy nd, mint a vad tipus (32. abra).

1,8
M Rezes
1.6 O Rézmentes
1,4
§ 1,2 =
g ' -
E 0,8 —
% 0,6 —
0,4 - -
0,2 —
0 -
vad AmmoG AmmoR AmmoS AmmoQ

32. abra. Mutans torzsek novekedése a vad tipushoz viszonyitva.
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Choi és munkatarsai kimutattdk, hogy rézmentes koriilmények kozt is van minimalis
transzkripcid a pmo génekrdl, és kevés pMMO fehérje is keletkezik (Choi és mtsai., 2003b), bar
a pMMO molekulanként 9 réz-iont igényel aktivitdsahoz. Feltételezhetd, hogy a AmmoG ¢és a
AmmoR mutansok a tapkdzegben meglévo nagyon kis mennyiségii réz ionokat veszik fel, és igy
tulajdonképpen pMMO-val oxidaljdk a metant rézmentes koriilmények kozt, igy maradhatnak
¢letben, mig teljesen el nem fogyasztjdk a nyomnyi mennyiségii réz-ionokat.

Megvizsgaltam a vad és mutans térzsek sMMO aktivitasat mind lemezen, mind folyadék
kultaraban. A AmmoG és a AmmoR mutansok sem alacson réz koncentracional (0 uM), sem
magas réz-ion koncentracional (2 uM) nem mutatnak sMMO aktivitdst sem lemezen, sem
folyadék kultirdban. A AmmoS, és a AmmoQ mutansok réz tartalmu tapoldatban gyenge sMMO
aktivitast mutat, rézmentes koriilmények kozt pedig a vad tipusu torzzsel megegyezé sMMO

aktivitasuk van (33. abra).

5 W Magas réz konc.
’g 4,5 T O Alacsony réz konc.
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™ 3,5 |
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S 25 —
g 2 B
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Vad AmmoG AmmoR AmmoS AmmoQ

33. abra. A vad és mutans torzsek sMMO aktivitasa.
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Taplemezen torténd novesztéssel sokkal kifejezettebben lathatdo a AmmoS és a AmmoQ
mutansok SMMO kifejezddése. Olyan taplemezeket készitettem, melyek névekvé mennyiségii
réz-ionokat tartalmaznak. Kontrollként a AmmoG torzset és a vad tipusu torzset hasznaltam (4.

tablazat).

4. tablazat. sMMO aktivitas a kiinduldsi réz-ion koncentracio fliggvényében folyadék kultiraban.

Torzs Cu”" koncentraci6 a taptalajban (M)
0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 2 2,5 5
Vad +++ | | | + - - - -
AmmoG - - - - - - - - -
AmmoS | +++ | +++ | +++ | | |+ + - -
AmmoQ | +H+ | A+ | A | | | + - -

+++ = erds; ++ = kozepes; + = gyenge sMMO aktivitas; - = nincs SMMO aktivités

2 uM réz-ion koncentraci6 volt a legmagasabb érték, ahol még sMMO aktivitdsa volt a

AmmoS és a AmmoQ torzseknek, de a vad tipus mar nem mutatott aktivitast (34. dbra).

0 uM Cu?* 2 uM Cu?*

34. abra. A mutans torzsek sMMO aktivitasa.

Mivel a réz-ionok nemcsak az SMMO transzkripciojat befolyédsoljak, hanem az sMMO
aktivitasat is gatoljak a reduktdz alegység irreverzibilis inaktivalasaval, pusztan az sMMO

aktivitasfestés nem ad kielégité magyarazatot arra nézve, hogy a mutansokban a transzkripcio €s

59



a transzlacié hogyan valtozott meg olyan magas réz koncentracion torténd novesztéskor, ahol
mar nincs detektalhato sMMO aktivitasa a sejteknek.

5 uM réz- iont tartalmazo, és rézmentes tapoldatban ndvesztettem a vad tipust €s a
mutans torzseket, mivel ilyen réz-ion koncentraciénal sosem mértem sMMO aktivitést.
Feltételeztem, hogy a transzkripcio konstitutiv a AmmoS és a AmmoQ mutansokban, igy 5 uM

crer

detektalhatonak kell lennie.

Az smmo gének transzkripciojat RT-PCR (reverz transzkripcio csatolt PCR) segitségével
hataroztam meg mxatgfw és mxatgrev primerek segitségével, melyek az mmoX gén 5’ szakaszat
amplifikaljak (3. tdblazat). A vad tipus esetén 5 uM réz-iont tartalmazé tapoldatban nincs mmoX
transzkripcid, mig rézmentes koriilmények kozt van. AmmoG és AmmoR mutdnsokban sem 5
UM réz-iont tartalmaz6 tapoldatban sem rézmentes koriilmények kozt nincs mmoX transzkripcio,
mig a AmmoS, AmmoQ torzseknél rézmentes és 5 uM réz-iont tartalmazé tapoldatban is van
mmoX transzkripcio (35. abra). Mivel nyomnyi mennyiségii genomi DNS szennyez0dés esetén is
kapok PCR terméket, egy olyan kontroll reakcidt is elvégeztem parhuzamosan a mintékon,
amikor nem mértem reverz transzkriptaz enzimet a reakcidelegybe. Ezzel megallapithato volt,
hogy a kapott termék az mRNS-rdl képzddott, vagy esetleges nyomnyi mennyiségii genomi DNS
szennyezddésrél. Az eredmények alapjan megallapithatd, AmmoS és AmmoQ mutansokban az
mmoX promoterrdl torténd transzkripeid konstitutiv, a PCR termékek a reverz transzkriptaz altal

atirt cDNS-101 keletkeznek.
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gDNS Vad AmmoG AmmoR
Cu®': + o + T + T M
750 bp »
500 bp »
250 bp—»
B
gDNS Vad Vad AmmoS AmmoS M
Cu®": + + - - + + - -
RT | - + | - + | - + | -
- “‘ i.@w.wwﬁ
C gDNS Vad Vad AmmoQ AmmoQ
Cu*': + + - - + + - }
RT: + ) - + - + - + | -
- . i :
- "o

tipusu és mutans torzsek esetén.

(A) AmmoR és AmmoG torzseknél rézmentes koriilmények kozt sem termelédik mmoX mRNS,
(B) AmmosS térzsnél 5 uM kiindulasi réz-ion koncentracié mellett is képzédik mmoX mRNS,
(C) AmmoQ térzsnél 5 uM kiindulasi réz-ion koncentracié mellett is képzédik mmoX mRNS.

RT + jeloli a reverz transzkriptaz meglétét a reakcioelegyben.
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Az sMMO hidroxildz egysége ellen termeltetett ellenanyagokat felhasznéalva az aktivitas
festések eredményeivel dsszhangban Western hibridizacioval is megallapitottam az sMMO a, 3
¢s v alegységek hidnyat rézmentes koriilmények kozt ndvesztett AmmoG és AmmoR
mutansokban. Kimutattam tovabba, hogy réz tartalma (5 pM) tapoldatban egyik térzs sem
tartalmaz detektalhatdo mennyiségii hidroxilazt (36. abra). A AmmoS és a Ammo(Q mutansokban 5
uM kiindulasi réz-ion koncentracié esetén habar van transzkripcid, detektalhaté mennyiségii
hidroxilaz nem mutathat6 ki. Mivel a réz-ionok irreverzibilisen inaktivaljak az sSMMO enzimet,

feltételezhetd, hogy az inaktiv sMMO gyorsan lebomlik ilyen koriilmények kozt.

A B

Vad AmmoG AmmoR

Vad AmmoQ AmmoS
Cu2+‘ AT Cu*t: + -‘+ - + -
| | |
o—»
o — S
B—>
’Y—>
Y—»

36. abra. Western blot analizis sMMO hidroxilaz (a,  és y) alegységei ellen termeltetett ellenanyag
felhasznalasaval:
(A) A AmmoG és a AmmoR mutans térzsek és
(B) a AmmoQ és AmmoS mutans torzsek esetén.
(- =rézmentes, + = 5 uM réz tartalmu tapoldatban novesztett sejtkulturak)
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A vad tipusu és a AmmoG, a AmmoR, a AmmoQ ¢és a AmmoS mutansokon végzett fenotipus

jellemzések eredményeit az 5. tdblazatban foglaltam Gssze.

5. tablazat. A vad és mutans torzsek fenotipusos jellemzéseinek 6sszefoglalésa.

Torzs Novekedés sSMMO aktivitas mRNS a, B, v alegységek
OuM | 2uM | 5uM | OuM | 2uM | SuM | OuM | 2uM | S5puM | OuM | 2uM | S5SuM

Vad +++ | | | | - - | | - - | | - -

AmmoG + +++ | +++ - - - - - - - - -

AmmoR + +++ | - - - - - - - - -

AmmoS +++ | | | |+t - +++ | NT + | +++ | NT -

AmmoQ | +++ | +++ | | |+ - | +++ | NT + | +++ | NT -

NT = Nincs Tesztelve.
A fenti eredményekbdl lathatd, hogy sikeriilt olyan géneket azonositani, melyek

jelentésen befolyasoljak sMMO rézfliggo kifejezodését.

4.6. A munkamodell

Az MMOG feltételezett fehérje aminosav sorrendje nagyfokd hasonldsdgot mutat a
60 kDa-os hosokk fehérjék egyik f6 tipusaval, a GroEL fehérjével. A GroEL kozponti szerepet
jatszik egy baktérium sejt nagyon sok frissen képzddd fehérjének helyes haromdimenzids
szerkezetének kialakuldsdban. A GroEL fehérje-komplexek szerves részét képezi még egy kis
alegység, a GroES is, ennek homoldgja azonban nem taldlhaté meg az mmoG kdrnyezetében. Az
aminosavsorrend hasonlosag, és a AmmoG mutans fenotipusa alapjan valosziniisithetd, hogy a
feltételezett MMOG az sMMO komplex, vagy a transzkripcidhoz sziikséges valamely faktor
haromdimenzios szerkezetének kialakitasaban jatszik szerepet.

A feltételezett MMOG-vel megegyezé mutas fenotipust okozott a MMOR hianya is. A
feltételezett MMOR fehérje szerkezete nagyon hasonlit a o™ -fliggd transzkripcios aktivatorokra.
Erdekesség, hogy a leforditott MMOR N-terminalis részén talalhaté egy GAF domén. A GAF
domén jellemzdje sok szenzor proteinnek, cGMP-fiiggd foszfodieszterdzoknak, transzkripcids

faktoroknak (E. coli FhlA), és bizonyos adenilil ciklazoknak.
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A AmmoQ-AmmoS mutansokban RT-PCR vizsgdlataim bizonyitottdk, hogy a
transzkripcid konstitutiv. Lehetséges, hogy az MMOS nem kozvetleniil a réz ionok mennyiségét
érzékeli, hanem a sejt redox allapotat, amit egyiittesen alakit ki a réz ionok redox hatdsa. A
feltételezést erdsiti az is, hogy a tobb fogadd (REC) doménnel és HPt doménnel egyiittesen
rendelkezd hibrid szenzormolekuldk His-Asp transzfoszforilacios 1épéseit a sejt mas rendszerei
is befolyasolni képesek, modositva, finomitva ezzel a kiilso jel altal kivaltott valaszt.

Az MMOQ N-terminalis részén talalhat6 egy fémfiiggd foszfohidrolaz domén (HDc). A HDc
motivomot eukariota ciklikus nukleotid foszfodieszterazokban (PDE) talaltak korabban (Aravind
¢s Koonin, 1998). A PDE-k az eukariota sejtekben specifikusan lehasitjak a 3°,5’-ciklikus foszfat
csoportot, 1étrehozva ezzel az 5’-nukleotidot, igy nagyon fontos szerepet jatszanak a cAMP /
cGMP szint modositasaban kiilonféle stimulusok hatasdra. A HDc doménnek meghataroztdk a
haromdimenzios szerkezetét. Ez a fehérje cink(Il) iont két. A cink(II) és réz(Il) ionok atmérdje
csak minddssze 1pm eltérést mutat, atomtomegiik is nagyon hasonld, igy legtdbbszor
helyettesithetik egymast bioldgiai rendszerekben. J6 példa erre a M. capsulatus (Bath)-bol
tisztitott, aktiv, cink tartalmu pMMO enzim, amelyben a pMMO molekulanként jelenlévd 15
réz-ionbol 8-at helyettesitettek cink(Il) ionokkal mikdzben pMMO aktiv maradt (Chen és mtsai.,
2004).

MMOQSR polipeptidek fehérje motivumain végigtekintve szembedtlo a cGMP-vel, c-di-
GMP-vel kapcsolatos domének ,,sokasaga”. Mivel a c-di-GMP-t a baktériumok masodlagos
hirvivé molekuldjanak is nevezik (D'Argenio és Miller, 2004) lehetséges, hogy MMOQS a sejt
globalis cGMP/ c-di-GMP szintjét befolyéasolni tudja kiils6 stimulusok hatdsara.

Az altalam felallitott munkamodell szerint MMOSQ és MMOR konstitutivan termelddik
a sejtekben a megfelel$ o' tipust prométerekrél. MMOS érzékeli valamilyen modon a réz ionok
mennyiségét. MMOS a plazmamembranba van horgonyozva az N-termindlisan 1évo
transzmembran doménnel, a fehérje tobbi része a citoplazméaban van. Alacsony réz-ion
koncentraci6 esetén MMOS aktivalja MMOQ-t, ami aktivalja MMOR-t. Aktiv MMOR elinditja
a transzkripciét a o™ tipusti mmoX promoéterrdl. Mivel az MMOS egy Gsszetett szerkezetii
szenzor fehérje, lehetséges, hogy a sejt mas jelatvivd rendszerei (c-di-GMP-n keresztiil) is
befolyasoljak MMOS aktivitasat az MMOS-ré6l MMOQ-ra torténd transzfoszforilacios 1épések

valamelyikének befolyasolasaval, ezaltal lehetové valik, hogy esetleg a sejt kornyezetében jelen
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levd metan és oxigén mennyisége is befolyasolja sMMO termelddését. Az sMMO alegységekkel

egyiitt termel6dé MMOG részt vesz az aktiv sMMO kialakitasdban (37. 4dbra).

Egyéb szabalyozas

Aktiv
sMMO

Po™ Ps®  Pps’
_>

4
‘[ mmoXYBZDC 1)mmoG | mmoQO | mmoS{\[) mmoR

37. abra. Az sMMO rézfiiggo transzkripciés szabalyozasanak modelije.
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4.7. A konjugacio optimalizalasa transzpozonos mutagenezishez

2005-ben ismertt¢ valt a M. capsulatus (Bath) genomja. Mivel mmoGQOSR gének
vizsgalata soran nem egyértelmii, hogy a M. capsulatus (Bath) hogyan érzékeli a réz-ionok
mennyiségét, feltételezhetd, hogy a folyamatban mas gének fehérje termékei is részt vesznek,
melyek nem az eddig megismert gének kornyezetében helyezkednek el. Az ilyen gének
azonositasara kitlind modszer a transzpozonos mutagenezis.

A M. capsulatus (Bath) térzsben mar sokan probalkoztak transzpozonos mutagenezissel,
eddig sikerteleniil. Amennyiben eléallithatd megfeleld sz&mu transzpozonos mutans, kereshetk
olyan mutansok, melyekben megvaltozott az sMMO kifejezddése a vad tipushoz képest.

Mivel a konjugacidban alkalmazott vektorok nagyon meghatarozzak a konjugécio
gyakorisagat, tobb mini-transzpozont hordozo, sziikk gazdaspecificitdsu, mobilizalhaté plazmidot
teszteltem M. capsulatus (Bath) torzsben. A pLOF mini Tnl0 Km plazmid kivételével
mindegyik minitranszpozon a Tn5-0s transzpozon-bol késziilt. Meghatdroztam a
M. capsulatus (Bath) kanamicinnel (Km) gentamicinnel (Gm) €s streptomicinnel (Sm) szemben
mutatott rezisztenciajat 0, 1, 3, 5, 7, 10, 25 pug ml™ antibiotikum tartalmi NMS taplemezeken,
melyekre 1 ml sejt tenyészetet szélesztettem. A kanamicin és gentamicin mar 1 pg ml'-es
koncentracioban is jelentésen hatraltattak a sejtek novekedését, de megbizhatoan csak 5 pg ml™”!
antibiotikum tartalom felett gatoltak szaporodasukat. Streptomicin esetén
2,7x 10® gyakorisaggal spontan rezisztenseket kaptam, ezért nem hasznaltam a tovabbiakban a
streptomicin  rezisztenciat hordoz6  mini-transzpozont. A  transzpozonos mutansok
szelektalasahoz 10 pg ml™” koncentracioban alkalmaztam a kanamicint és gentamicint. A
pTnMod mini-transzpozonok kiilonlegesek abbdl a szempontbol, hogy a sziik gazdaspecificitasu,
nagy kopiaszamot biztositod replikacios origdt a mobilis elem tartalmazza, ami megkonnyitheti a
transzpozont hatarolé genomi régid klonozasat, azonositasat. A 3. tablazatban megadott
plazmidokat tartalmazoé torzsekkel végeztem konjugacidt M. capsulatus (Bath) recipiens torzzsel
¢s meghatdroztam a transzpozonos mutansok gyakorisagat (6. tdblazat). Mivel a pTnMod-OGm-
et hasznilva megfelelé gyakorisdggal kaptam transzpozonos mutansokat, Southern
hibridizaciéval meghataroztam, hogy a kapott M. capsulatus (Bath) transzpozonos mutansok a
mobilis elemet egy példanyban, a genomban véletlenszertien elszorva integralddva tartalmazzak.

Probaként a Gm rezisztencia gén (aacC3) egy szakaszat hasznaltam (22. dbra). A Southern
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kisérlet eredmény jol mutatja, hogy a pTnMod-OGm mobilis eleme tobb példanyban fordul el
ugyanazon mutdnsban, ezért ez a vektor nem alkalmazhaté6 mutagenezishez, mert a mutéciok
okozta fenotipus nem feleltethetd meg kizardlag egy genomi régionak. A pBSL202 plazmiddal
hasonléan nagy gyakorisaggal kaptam transzkonjugansokat. Ezekbdl is megvizsgaltam Southern
hibridizaciéval néhdny mutanst (38. abra). Az eredmény egyértelmiien bizonyitja, hogy a
pBSL202 mini-transzpozonnal megfeleld gyakorisaggal allithatok eld olyan M. capsulatus
(Bath) mutdnsok, amelyekben a mini-transzpozon egy példanyban van jelen és a genomban
véletlenszeri eloszlast mutat. A tobbi transzpozonnal nem kaptam megfeleld mennyiségd

mutanst, ezért azokat nem hasznaltam a tovabbiakban.

6. tablazat Transzpozonos mutagenezis optimalizalasahoz felhasznalt plazmidok.

Plazmid Mobilis elem rezisztencia | Gyakorisag Referencia
pLOF mini Tn10 Km Km 0 Delorenzo és mtsai., (1990)
pUT TnS5 Km Km 3x10” Delorenzo és mtsai., (1990)
pTnMod-OGm Gm 6.7x10” Dennis és Zylstra, (1998)
pTnMod-SmO Sm 2.3x10° Dennis és Zylstra, (1998)
pTnMod-OKm Km 1.6x10* Dennis és Zylstra, (1998)
pTnMod-OGm Gm 1.6x10™ Dennis és Zylstra, (1998)
pTNG Gm 4x107 Tang, Lu, és Pan, (1999)
pAG408 Gm 5.5x107 Suarez és mtsai., (1997)
pBSL202 Gm 3x10* Alexeyev és mtsa.i, (1995)
pBSL118 Km 7.6x10™ Alexeyev és mtsai., (1995)

M1 2345 6M78 910v+ Mv 1 2 3 4 5 6 7 +

- .. _—_ = ‘
ke
- - o T v
= g b -
pBSL202 pTnMod-OGm

a

38. abra Southern hibridizacié. M: marker; v: vad tipus; +: pozitiv kontroll

67



4.8. sSMMO mutansok elballitasa transzpozonos mutagenezissel

pBSL202 mini-transzpozonnal 10000 koldniat allitottam eld, melyeket réz-ion tartalmu
(5 uM) és rézmentes 10 pg ml™' gentamicint tartalmazé NMS taptalajra oltottam le, lemezenként
48 telepet. A lemezeket 43°C-on, metan tartalmu légkorben inkubaltam 10-14 napig. Az
inkubéacio6 soran 3 naponta ellendriztem a telepek novekedését, és Osszehasonlitottam ugyanazon
mutansok novekedési sebességét a réz-ion tartalmu €és rézmentes lemezeken. 10-14 nap elteltével
aktivitas festéssel ellendriztem a mutansok SsMMO aktivitasat a modszerekben leirtak szerint. 77
olyan mutanst azonositottam, amelyek ndttek rézmentes taptalajon, de nem mutattak sMMO
aktivitast (39. abra).

Taladlomra kivalasztottam néhany sMMO mutéanst ¢s meghataroztam a mini-transzpozon
beépiilésének helyét a genomban. A mutécid helyének tagabb kornyezetét a munkdm kodzben

publikussa valt teljes Réz+

genomszekvenvia alapjan
hatdroztam meg (40. abra). Az
egylk mutansban az sMMO
struktargénbe  integralodott  a
transzpozon, egy masikban fag
fehérjéket kodolo DNS szakaszba,

de a legtobb mutansban a mutans gén

) ., , (39. dbra). Az sMMO muténsok aktivitasfestése
ismeretlen  funkciojo  konzervalt 2 uM és 0 uM Cu?* tartalmu taptalajokon.

génekkel mutat hasonlosagot az

adatbazisokban (40. abra). A kapott eredmények aldtamasztjak, hogy izolalhatok olyan mutansok
melyekben az sSMMO kifejez6dése megvaltozott. A modszer mitkodOképességét bizonyitja az
mmoC mutans. A tobbi mutdns esetén pusztdn a mutdns gének mas génekkel mutatott
hasonlosagok alapjan nem jelezhetd eldre az sMMO szabalyozasaban betdltott szereplik. A
tovabbiakban sziikség van a mutansok részletesebb vizsgalatira, valamint a tobbi mutdnsban

meg kell hatarozni a transzpozon helyét!
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Tn5

—— S e -

phage tail tail core tail sheath phage phage reg.

sMMO- 4. mutans

Tn5

1 kb

Int ? ? ? Fe- ? ? pot  pot
sMMO- 5. mutans

1 kb
Tn5
? ? mucin like prot. ? Helikase
SMMO- 11. mutans 1 kb

Tn5

\ 4

— e = =

Act ABC 292 9 ? FDHb FDHa FDHbDb ars rad
lol FDH g ars
sMMO- 13. mutans 1 kb
Tn5

——-—-—-L——ﬁ

mmoX mmoY mmoB mmoD mmoC mmoG
mmoZ
sMMO — 19. mutans

1 kb

40. abra. A transzpozon beépiilésének helye a kiilonb6z6, sMMO aktivitasban sériilt mutansokban.
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A 40. abran lathato, hogy az elsé 5 megvizsgalt mutansban csak az smmo operonban
mutans torzsnél lehet megmagyardzni a kapott fenotipust a gének ismeretében. A tobbi
mutansban a transzpozon beépiilésének kornyezetében azonositott DNS szakaszok olyan
génekkel mutatnak hasonldsagot, amelyeknek vagy még egyaltalan nem ismert a funkcidja (5. és
13. mutans), vagy a feltételezett funkcidt nem lehet egyértelmiien az sMMO rézfliggd
kifejez0désével kapcsolatba hozni (4., 11. és 19. mutans). Remélhetdleg, a tobbi mutans
elemzése alapjan egyértelmiibb kovetkeztetések vonhatok le a mutans gének sMMO
kifejezédédének szabalyozasaban betoltott szerepére.

Az sMMO- transzpozonos mutansok esetében is tapasztalhatd, hogy sok ismeretlen
funkcioja, konzervalt, feltételezett fehérje jatszik szerepet a normadlis sMMO aktivitas
kialakuldsdban, ezért a transzpozonos mutagenezis az elsd 1épés lehet ezen ismeretlen funkcioju

gének pontos fizioldgias szerepének feltarasaban.
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II.

I1I.

IV.

VL

VIL

VIIL

IX.

A dolgozatban leirt Uj tudomanyos eredmények

Bioinformatikai eszkozok segitségével a o promoéterekre jellemzé o kots és  IHF

crer

Megmutattam, hogy az mmoX ATG kodonjahoz viszonyitva -358 és -280 bazisparok kozé
esO, IHF koto hely és az ettél 5° iranyban elhelyezkedd régid elengedhetetleniil sziikséges
az mmoX promoter rézfiiggd miikodéséhez.

Meghataroztam az mmoC-t8l 3’ iranyban elhelyezkedé 9,5 kb ismeretlen szekvencidju
DNS szakasz bazissorrendjét. Azonositottam mmoG, mmoQ, mmoS és mmoR géneket az
mmoC-t8] 3’ iranyban elhelyezkedd 9,5 kb hosszisagii DNS szakaszon.

Megmutattam, hogy az mmoXYBZCG sMMO struktirgéneket tartalmazd operonban
talalhatd mmoXY és mmoCG intergenikus régidknak nincs promoéter aktivitidsa. Az

crer

elhelyezkedd o™ promoéterrdl irodnak at.
0 . , r s ’ r r RS
o'” tipust prométer motivumokat azonositottam mmosS és mmoR gének 5’ régioiban.

Bioinformatikai eszk6zok segitségével vezettem le a mmoG, mmoQ, mmoS és mmoR gének
fehérjetermékeinek feltételezett funkcidjat ismert fehérjékhez valdé hasonlésaguk alapjan:
az MMOG egy GroEL-hez hasonloé chaperonin, az MMOS a két-komponensii szenzor-
regulator rendszerek szenzor fehérjéjével, az MMOQ a regulator fehérjével mutat nagyfoku
rokonsagot. MMOR felépitése megegyezik a o -fiiggé transzkripcids —aktivatorok
felépitésével.

Eléallitottam az mmoG, mmoQ, mmoS és mmoR génekre nézve mutdns M. capsulatus
(Bath) torzseket. A mutans térzsek novekedési sebességének, SMMO aktivitasanak, mmoX
transzkripcidjanak és SMMO alegységek termelddésének vizsgalatdval megmutattam, hogy
mmoG és mmoR elengedhetetlen az SMMO enzim termelddéséhez rézmentes koriilmények
kozt.

crer

promoter konstitutivan mikddik. 2 uM réz-szulfatot tartalmazo tdplemezen még sMMO
aktivitas mérheté mmoS és mmoQ mutansokban, mig a vad tipusban nincs sMMO aktivitas
ilyen réz-ion koncentracié mellett. SuM rézszulfatot tartalmazé médiumban nem mérhetd
sMMO aktivitas mmoS és mmo(Q mutansokban. Megmutattam, hogy ilyen koriilmények
kozott az sMMO alegységel nem mutathatok ki, de mRNS képzddik az mmoX promoterrdl.

Kidolgoztam egy megfeleld hatékonysaggal miikddd transzpozonos mutagenezis modszert
M. capsulatus (Bath) torzsre. A modszer lehetdvé teszi nagyszamu transzpozonos mutans
eldallitasat pozitiv szelekcioval. A mutansokban a transzpozon csak egy példanyban,
véletlenszertien épil be M. capsulatus (Bath) genomjaba. Az altalam kidolgozott
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modszerrel a transzpozont hatdrol6 genomi DNS bazissorrend konnyen, gyorsan
azonosithatd. Ez az els6 megfeleld hatékonysdggal miik6dd transzpozonos mutagenezis
modszer M. capsulatus (Bath) torzsre, amely alkalmas a M. capsulatus (Bath) fizioldgiai
folyamatainak, ismeretlen szerepli génjeinek megismerésére.

Készitettem egy M. capsulatus (Bath) transzpozonos mutans konyvtarat, amelybdl
izolaltam 77 db sMMO aktivitasaban sériilt mutans torzset. 5 mutansban meghataroztam a
transzpozon beépiilésének helyét és az azt hatarold genomidlis DNS szakasz
bazissorrendjét. A M. capsulatus (Bath) genom-szekvenciajaban azonositottam a mutans
géneket. A mutaciot szenvedett gének és operonok sokszinlisége alapjan feltételeztem,
hogy az sMMO rézfiiggd szabalyozasa igen Osszetett folyamat M. capsulatus (Bath)
torzsben.
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Summary

I identified 6" promoter like DNA sequence motifs in the 5° region of mmoX: the ™ and
the IHF (Integration Host Factor) binding site.

I demonstrated that the DNA region between 358-280 bp in the 5’ direction from the ATG
codon of mmoJX, just upstream from IHF binding site is indispensable for copper dependent
sMMO expression.

I determined the DNA sequence of a 9.5 kb long region downstream from mmoC (3’
direction). In this region I identified mmoG, mmoQ, mmoS and mmoR genes.

I showed that in the mmoXYBZCG operon, containing the structural genes of sMMO,
mmoXY and mmoCG intergenic regions have no promoter activity. It was suggested that all
the structural genes: mmoXYBZCG are transcribed from the ™ promoter in the 5’ region of
mmoX in M. capsulatus (Bath).

I identified 6”° like promoter motifs in the 5° regions of mmoS and mmoR.

With bioinformatic tools I predicted the function of mmoG, mmoQ, mmoS and mmoR genes
based on amino acid sequence similarities: putative MMOG is a GroEL like chaperonin,
putative MMOS domain structure is very similar to the sensor protein of the two-
component sensor-regulator systems. Putative MMOQ resembles the regulator of two-
component systems. the domain structure of the putative MMOR is identical to the o"-
dependent transcriptional activators.

I designed and produced M. capsulatus (Bath) mutant strains that contains mutations in
mmoG, mmoQ, mmoS and mmoR genes, respectively. I examined the growth rate, sSMMO
activity, the presence of the mmoX mRNA and the presence of the a, B and y subunits of
sMMO under copper-free and copper containing medium. I demonstrated that mmoG and
mmoR are indispensable for sMMO expression under copper-free conditions.

I demonstrated that the promoter in the 5’ region of mmoX is constitutive in AmmoQ and
AmmoS mutant strains. In 2uM copper containing medium AmmoQ and AmmoS strains
showed sSMMO activity but the wild type strain had no sMMO activity at all.

I showed that in 5SuM containing medium AmmoQ and AmmoS did not express active
SMMO. I demonstrated that although mmoX constitutively transcribed when the medium
contained S5uM copper-sulphate, there were no detectable SMMO subunits. I suggested that
copper inactivated sMMO molecules degraded quickly under these conditions.

I developed a highly efficient transposon based mutagenesis system for M. capsulatus

(Bath). This permits the positive selection of mutants in which single, random insertion has
occured. The transposon also tags the mutated genes, thus the identification and isolation of
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XI.

the corresponding genomic region is simple. This is the first report on high frequency
transposon mutagenesis in M. capsulatus (Bath), and should be useful to study various
biological processes of M. capsulatus (Bath) and to uncover the function of
uncharacterized genes.

I produced a transposon mutant library of M. capsulatus (Bath) and developed a screening
method to detect SMMO deficient mutants. I isolated 77 sMMO deficient mutants. I
determined the site of integration of the transposon in 5 mutant strains. Based on the
complete genome sequence of M. capsulatus (Bath) I determined the flanking genes of the
mutated gene. Since the mutated genes and operons are quite diverse I suggest that the
copper dependent regulation of SMMO is a complex process in M. capsulatus (Bath).
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