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Bevezeto

Fejlett civilizacidonk - technikai vivmanyainak kdszonhetben - hatalmas
energiaigénnyel bir. A koéolaj és foldgaz készletek rohamos fogyasaval
egyre nagyobb figyelem &Osszpontosul az un. alternativ, megujuld
energiaforrasokra, energiahordozokra. Az ilyen megujulé forrasokbol, mint
pl. a Nap, a szél, a viz energiaja vagy a biomassza felhasznalasaval nyert
energia oriasi mennyiségben all rendelkezésre, azonban ezek kiaknazasa
meég nem igazan gazdasagos, ezért a hatékonysagot/gazdasagossagot
javité kutatasok szama egyre novekszik.

Az alternativ uzemanyagok kozul az egyik legigéretesebb a hidrogén,

mely tarolhatd, egyszerien szallithatd, és égése soran a kornyezetet nem
szennyezd viz keletkezik. Szamos mikroorganizmus képes hidrogén
fejlesztésére hidrogenaz enzimei segitségével. A természetben nem
els6dleges cél a hidrogén elballitas, de az evolucid soran kialakult
folyamatokat a modern biotechnoldgia segitségével sajat hasznunkra
fordithatjuk. A hidrogén termelés egy modja lehet olyan mikroorganizmusok
|étrehozasa, melyek nagy mennyiségl hidrogént termelnek a viz kozvetlen
biofotolizisével. Egy masik — a fényenegiat kozvetve hasznosité -
lehet6ség a szerves hulladékok anaerob fermentacioja.
A néhany évtizede felfedezett extrém koriUlmények kozott élé
mikroorganizmusokra jellemzd, hogy kulonb6z6 kornyezeti hatasoknak igen
ellenadlld fehérjékkel rendelkeznek. A hipertermofil mikroorganizmusokbdl
szarmazo enzimeket e tulajdonsaguknak kdszonhetéen mar ma is széles
korben alkalmazzak a biotechnoldgiai iparban.

A T. litoralis egy heterotréf hipertermofil archaebaktérium, melyet

sekélytengeri, vizalatti héforrasok kornyékérél izolaltak. J6 alanya a



hipertermofil mikroorganizmusok kutatasanak, koénnyl tenyészthetdsége
miatt. Az eddigi eredmények szerint tobb szolubilis illetve membran kotott
hidrogenaz talalhaté benne, ami alkalmassa teszi hdstabil, ellenallo
hidrogenazok izolalasara. Mivel mind szénhidratokat, mind peptideket
képes fermentalni, mikozben hidrogén fejleszt, biotechnoldgiai szempontbal
is jelentés mikroorganizmus. Laboratériumunkban is kifejlesztettek egy
olyan eljarast, amelyben allati eredetld hulladékbdl két Iépcsdben
biohidrogént fejlesztettek. A biohidrogén termel& lépésben T. litoralis-t
hasznaltak és a torzs ebben a rendszerben jobb hatékonysaggal mikodott,
mint pl. a kozeli rokon P. furiosus. Ez alapjan feltételezhetd, hogy — bar a T.
litoralis igen sok tekintetben hasonlit a P. furiosus-hoz — a két torzs
metabolikus sajatsagaiban van kulonbség. Ez a biohidrogén termeld
kisérletek alapjan a peptid — hidrogén anyagcsere utvonalban lakozhat,
amelyb6l a hidrogén anyagcsere komponenseire 0sszpontositottam

vizsgalataimat.

Célkitlizések

Munkam célja az volt, hogy a hipertermofil archaeon Thermococcus
litoralis hidrogén anyagcserejét és az abban résztvevd enzimeket alaposan
megismerjem, jov6beni alkalmazasuk reményében. Ezen célok elérése

eérdekében a kovetkezb kérdésekre probaltam valaszt kapni:

#~ Megtalalhatéak-e a mezofil mikroorganizmusokbdl jol ismert hidrogenaz
érésben szerepet jatszo fehérjeket kddold gének a sok szempontbdl

eltéré archaebaktériumokban, esetunkben T. litoralis-ban?



» Lehetséges-e az emlitett kisegitd gének termékeit mikoddképes

formaban termeltetni heterolog gazdaban?

7 Talalhato-e T. litoralis-ban hidrogén fejleszté membran kotott hidrogenaz

a marr leirt szolubilis enzimek mellett?

»Mi a szerepe a sejt hidrogén metabolizmusaban a szolubilis
hidrogenaz-1 enzimet kodold operontdl 5 iranyban megtalalt gének altal

kodolt fehérjekomplexnek?

Modszerek

A hidrogenaz érésben szerepet jatszo kisegitd géneket és a
hidrogenaz  strukturgéneket T. litoralis genomi DNS  konyvtar
atvizsgalasaval izolaltam. Az izolalt genomi régiokat szubklonoztam, majd
ezek nukleotidsorrendjét meghataroztam. A munka soran standard DNS
manipulacios technikakat alkalmaztam. Az izolalt kisegitd géneket
heterolog gazdakba juttattam, és ott komplementacios vizsgalatokat
végeztem. Az izolalt hidrogenaz kodold operon transzkripcios aktivitasat
kulonb6z6 tapoldatokon novesztett sejtekben abszolut kvantifikacios reverz
transzkripcid kapcsolt Real-Time PCR-rel vizsgaltam. A kapott
eredményeket az egyik alegység ellen készitett poliklonalis ellenanyaggal
Western hibridizacios kisérletekben fehérje szinten is ellendriztem.
Hidrogén felvevd és hidrogén fejleszté aktivitas méréseket végeztem a
kulonb6z6 sejtfrakciokon. Az enzim komplexet keramia hidroxiapatit

kromatografia segitségével részlegesen tisztitottam.



Eredmények

1. Izolaltam és meghataroztam a nukleotidsorrendjét a T. litoralis genom

egy tiz kilobazis és egy négy kilobazis hosszu szakaszanak.

2. Szekvencia analizist végeztem a fent emlitett DNS szakaszokon, ennek
eredményeképpen kiderult, hogy a négy kilobazisos szakaszon a mezofil
mikroorganizmusokban jol ismert HypC és HypD hidrogenaz érésben
szerepet jatszo fehérjéket kddold gének azonosithatok. Primer extenzioval
meghataroztam a transzkripcios starthelyet és ez alapjan a gének el6tt
konzervalt archaebakterialis promoéter szekvenciakat azonositottam.
Bizonyitottam, hogy hypCD génekhez tartozo transzlacids szignalok - mint
pl. a riboszoma kot6helyek - alkalmasak bakterialis rendszerben valo

fehérjeexpressziora.

3. A HypC és HypD fehérjéket heterolég gazdaba E. coli-ba és R. eutropha-

ba juttattam, ahol elvégeztem funkcionalis analizisuket.

4. A szolubilis hidrogenaz-1 enzimet kodolé operontdl 5’ iranyban lévé tiz
kilobazis hosszu szakaszon egy nyolc génbdl allé operont azonositottam,
amely egy format-dehidrogenazbdl, és egy hat alegységes membran-kotott
hidrogenazbdl allé komplex alegységeit kodoljak. A gének elétt tipikus
archaebakterialis promoter régiéo azonosithatd, és mindegyiket jellegzetes
riboszomalis kotbhely el6zi meg. Az egyes gének elrendez6désébdl arra
kOvetkeztettink, hogy egy transzkripcios egységet alkotnak, ezt a

feltevésiunket RT-PCR kisérletekkel ala is tamasztottam.



5. Reverz transzkripcido kapcsolt Real-Time PCR segitségével vizsgaltam
az operon transzkripcios aktivitasat, kulonb6zé szénforrasokat tartalmazo
tapoldatokon novesztett sejteken, illetve vizsgaltam kén jelenlétének
hatasat. A kapott eredmények alapjan kijelenthetjuk, hogy az fh/ operon
terméke az aminosav anyagcseréhez kapcsolt, valoszinileg az itt keletkez6
folos redukald erd eltavolitas a feladata. Kén jelenlétében aktivitasa
csOkken, ez azzal magyarazhatd, hogy ebben az esetben alternativ

utvonal nyilik meg a sejt redox egyensulyanak fenntartasara.

6. A komplex egy fehérjéjét (FhIB) E. coli-ban tultermeltettem His-tag fuzios
fehérje formajaban, és nikkel kelatold oszlopon tisztitottam. A tisztitott FhiB
fehérjével egy par nyulat immunizaltam, poliklonalis ellenanyag termelés
céljabol. Az anti-FhIB ellenanyagot tisztitottam, és azzal Western

hibridizacios kisérleteket végeztem.

7. A Western hibridizacios kisérletekben kimutattam, hogy a komplex a
sejtmembranban helyezkedik el, bar FhIB és val6szinlleg vele egyutt a

komplex tobbi hidrofil karakter(i eleme gyengén asszocialt a membranhoz.

8. Hidrogenaz aktivitast mutattam ki T. litoralis membran frakciobdl mind
felvevd, mint hidrogén fejlesztd iranyban. A hidrogenaz felvevd aktivitas

nativ poliakrilamid gélben is detektalhato volt.

9. Western hibridizacios kisérletekben sikerult kimutatni az FhIB fehérje
jelenlétét nativ poliakrilamid gélben ugyanabban a pozicioban ahol a

hidrogenaz aktivitast volt. Ez és a CHT kromatografia soran tortén6 egyutt



tisztulas arra utal, hogy a membran frakciéban jelen 1év6 hidrogenaz és a

format-dehidrogenaz egy komplexet alkot.
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