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Réviditések jegyzéke

AMP: adenozin-monofoszfat

ATP: adenozin-trifoszfat

bp: bazispar

BSA: marha szérum albumin

cDNS: komplementer DNS

CTAB: cetil-N,N,N-trimetil-ammaonium bromid
DCPIP: diklorfenol-indolfenol

DIG: digoxigenin

dNPP: dinitro-fenil-foszfat

DNS: dezoxi-ribonukleinsav

EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav

ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
EPR: elektron paraméagneses rezonancia spektroszképia
FMN: flavin-mononukleotid

FTIR: Fourier transzformacios infravords spektroszképia
g: nehézségi gyorsulas

GTP: guanozin-trifoszfat

IgG: immunoglobulin G

IPTG: izopropil-B-D-tiogalaktozid

kb: kilobazis

kDa: kiloDalton

NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADP: nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat
NBT: 4-Nitro Blue tetrazélium-klorid

OD: optikai denzitas

orf: nyitott leolvasasi keret

PCR: polimeraz lancreakcié

PMS: fenazin-metoszulfat

psi: pounds per square inch

RBS: riboszémalis kotéhely

RNS: ribonukleinsav

rRNS: riboszomalis RNS

rpm: fordulatszam / perc

SDS: natrium-dodecil-szulfat

Tris: Tris-(hidroximetil)-metilamin

TTK: 2,3,5-trifenil-tetrazélium-klorid



Bevezetés

Fejlett civilizacionk - technikai vivmanyainak koszonhetéen - hatalmas
energiaigénnyel bir. Bar elsédleges energiaforrasunk a Nap, a bel6le szarmazé energiat
nagyon ritkan hasznositjuk kbézvetlenlil. Az altalunk hasznalt fosszilis energiahordozék
elégetésekor tulajdonképpen azt a napenergiat szabaditjuk fel, amely évmilliékkal ezel6tt
k6tédott meg kémiai energia formajaban a fotoszintézis folyamata soran.

Ezen anyagok elégetésével azonban nagy mennyiségil széndioxid kerul a légkorbe,
ami nagymértékben hozzajarul az Uveghazhatas kialakulasahoz, és az id6rél idére eléforduld
kbolajszennyezések is sulyos kornyezetvédelmi aggalyokat vetnek fel. Tovabbi probléma
forrasa, hogy a fosszilis energiahordozokat sokkal nagyobb Utemben hasznaljuk fel, mint
amilyen Utemben azok keletkeznek.

A kéolaj és foldgaz készletek rohamos fogyasaval egyre nagyobb figyelem
dsszpontosul az un. alternativ, megujulé energiaforrasokra, energiahordozékra. Az ilyen
megujuld forrasokbdl, mint pl. a nap, a szél, a viz energidgja vagy a biomassza
felhasznalasaval nyert energia O6riasi mennyiségben all rendelkezésre, azonban ezek
kiaknazasa még nem igazan gazdasagos, ezért a hatékonysagot/gazdasagossagot javitd
kutatasok szadma egyre novekszik.

Az alternativ izemanyagok kozll az egyik legigéretesebb a hidrogén, mely tarolhato,
egyszerlien szallithatd, és égése soran a kérnyezetet nem szennyezd viz keletkezik. Ha a
hidrogént vizbontassal allitjuk eld, akkor folyamat ciklussa zarhaté, amelyben a kiindulasi
anyag is és a végtermék is viz, mikdzben energiat alakitunk at. Egyarant léteznek
természetes (aerob fotoszintézis) és mesterséges rendszerek is a viz bontasara.

Szamos mikroorganizmus képes hidrogén fejlesztésére hidrogenaz enzimei
segitségével. A természetben nem elsédleges cél a hidrogén elballitas, de az evolucio soran
kialakult folyamatokat a modern biotechnoldgia segitségével sajat hasznunkra fordithatjuk. A
hidrogén termelés egy mddja lehet olyan mikroorganizmusok létrehozasa, melyek nagy
mennyiségl hidrogént termelnek a viz kdzvetlen biofotolizisével. Egy masik — a fényenegiat
kdzvetve hasznositd — lehet6ség a szerves hulladékok anaerob fermentacidja. Alternativ
megkozelésként a sejtbél izolalt enzim is felhasznalhatd kuldonb6zd hidrogénfejlesztd
rendszerekben (pl. enzim elektrédok) (Cammack és mts., 2001).

Ahhoz, hogy képesek legyunk mikroorganizmusokkal, vagy a bel6luk izolalt
enzimekkel folyamatosan, nagy mennyiségli hidrogént el&allitani, szikséges, hogy

megértsik, hogyan mikddik a hidrogén metabolizmus ezekben az élélényekben.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A hidrogenazok jellemzése

1.1.1. A hidrogenazok altal katalizalt reakcio és fizioldgias szerepik

A hidrogenazok metalloproteinek, melyek megtalalhatok a mikroorganizmusok igen

széles kdrében és a létezb legegyszerlbb reakciot katalizaljak:

2H" + 2 e <> H..

A folyamat minden esetben egy masik redox rendszerrel kapcsolt
pl. oxidalt citokrém/redukalt citokrém, NAD/NADH, NADP/NADPH stb. és ily médon a reakcid
iranya a redox reakcidpartnerek aktualis redoxpotencialjatol fligg. Elektron akceptor
jelenlétében az enzim hidrogént oxidal, mig elektron donorral koélcsénhatva hidrogént
fejleszt. Fiziolégias korulmények kozott az egyes enzimek sokszor csak az egyik iranyt
preferaljak, fizioldgias funkcidjuknak megfeleléen. Egyes hidrogenazok hidrogénfelveviként
viselkednek, igy biztositva redukalo er6t a sejtek szamara, mig masok protonok
redukalasaval hidrogeént fejlesztenek, és lehetdve teszik az anaerob lebontasi folyamatokbdl
szarmazo redukald erd eltavolitasat.

Emellett bizonyos hidrogenazok hidrogén szenzorként mikddnek, és a génexpresszio
szabalyozas fontos elemei. Masok membran kotdtten helyezkednek el és kodzvetlendl
kapcsolédnak a membranok redox/bioenergetikai folyamataihoz. Szamos hidrogénfejleszté
hidrogendaz a membran kapcsolt energia-tarolasban is részt vesz transzmembran

elektrokémiai potencial kiilénbseég kialakitasa révén (Vignais és Colbeau, 2004).

1.1.2. A hidrogenazok felosztasa

Az ismert hidrogenazok tobbsége vas-kén fehérje két fématommal az aktiv centrumban,
vagy egy nikkellel és egy vassal ([NiFe] hidrogenazok) (Volbeda és mts., 1995), vagy két
vassal ([FeFe] hidrogenazok) (Peters és mts., 1998). A [FeFe] hidrogenazok altalaban
monomerek, és elsésorban a hidrogén fejlédést katalizaljak, mig a [NiFe] hidrogenazok
legalabb két alegysegbdl allnak, és ugyan kisebb aktivitast mutatnak, de nagyobb hidrogén
affinitassal rendelkeznek, mint a [FeFe] hidrogenazok, és altalaban a hidrogén bontasban

jatszanak szerepet. Korabban egyes metanogén archaebaktériumokban talaltak olyan



hidrogenazokat, melyek nem tartalmaztak sem [FeS] klasztert, sem nikkelt, ezért sokaig
“fém-mentes” hidrogenazoknak hivtak 6ket (Zirngibl és mts., 1992), de az ujabb kutatasok
szerint aktivitdsuk egy vastartalmu kofaktortdl fligg, tehat helyesebb a “[FeS] klaszter
mentes” hidrogenaz elnevezés (Lyon és mts., 2004). A szekvencia és strukturalis vizsgalatok
azt mutatjak, hogy a fent emlitett harom csoportba tartoz6 enzimek filogenetikailag eltéré

fehérje csoportokat képviselnek (Vignais és mts., 2001).

1.1.2.1. A [NiFe] hidrogenazok

A legtébb [NiFe] hidrogenazt baktériumokbdl izolaltak, de egyre t6bb
archaebakteridlis eredetli enzim valik ismertté (Vignais és mts., 2001). Az enzim
katalitikusan fontos magja egy a és egy B alegységbél allé heterodimer. A kb. 60 kDa méreti
nagy alegység (a) tartalmazza a kétfématomos [NiFe] aktiv centrumot, melyet két konzervalt
CxxC motivum koordinal: egy a polipeptid C-, egy az N-terminalisan. A fehérje belsejében
mélyen elhelyezkedd aktiv centrumban harom kétatomos nem-fehérje ligand — egy CO és
két CN™ — is azonosithaté infravorés spektroszkopia segitségével, melyek a vashoz kétédnek
(Albracht, 1994; Volbeda és mts., 1996).

A kis alegység (B) mintegy 30 kDa-os méreti és jellegzetes
CxxCx,GxCxxxGxmGCPP (n=61-106, m=24-61) aminosav szekvencia mintazattal bir, mely
egy [4Fe-4S] klasztert kot (Albracht, 1994). A klaszter 14 A tavolsagra van az aktiv
centrumtol, ezert hivjak proximalis klaszternek (Volbeda és mts., 1995). Ezzel egyutt a kis
alegység akar harom [FeS] klasztert tartalmazhat, melyek az elektronokat vezetik a
fiziolbégias elektron donor (vagy elektron akceptor) és az aktiv centrum kdzt, melyet hidroféb
csatornak kotnek dssze a molekula felszinével (Montet és mts., 1997).

A Kkis €s nagy alegység szekvencia analizise alapjan a [NiFe] hidrogenazokat négy
csoportba soroljak, mely jol egybevetheté az enzimek fizioldgias funkcidjaval (Vignais és
mts., 2001).

A hidrogén felvevd [NiFe] hidrogenazok (1-es csoport)

Ebbe a csoportba tartoznak a membran kotott respiracios enzimek, melyek
segitségével a sejt képes a hidrogént energiaforrasként hasznositani, a hidrogén oxidaciéjat
anaerob elektron akceptorok, ugymint NOs, SO,, fumarat, CO, (anaerob légzés) vagy
oxigén (aerob légzés) redukciojahoz kapcsolva. A folyamatok kozos |épésében a
hidrogénbdl nyert elektronok a kinon raktarba kerulnek, amelyhez a kuldnféle respiracios

lancok is kapcsolédnak. A redukalt kinonokrdl az elektronok a terminalis elektron



akceptorokra kertilnek mikézben a sejtek az energiat transzmembran elektrokémiai potencial
kulénbség formajaban taroljak. A membrankététt hidrogenazok a respiraciés lanc kinon
raktarahoz egy harmadik alegységuk, egy dihem citokrom-b segitségével kapcsolédnak,
amely a kis alegység hidroféb C-terminalisan keresztil horgonyozza le 6ket a membranhoz
(Vignais és mts., 2004).

A felvevd hidrogenazok egy masik tipusat képviselik a Desulfovibrio fajok
periplazmatikus enzimei, melyek képesek kdlcsdnhatasba lépni alacsony redox potencialu
c-tipusu citokromokkal, és egy a hmc operon altal kddolt transzmembran redox fehérje
komplexszel, ily modon részt véve transzmembran elektrokémiai potencial gradiens
kialakitasaban (Rossi és mts., 1993).

Ezekre a felvevé hidrogenazokra jellemzé a kis alegység N-terminalisan talalhato
hosszu szignalpeptid (30-50 aminosav), amely tartalmaz egy konzervalt (S/T)RRxFxK
motivumot. A szignalt a Tat (twin-arginin translocation) utvonalban szerepet jatszé fehérjék
ismerik fel, mely a végleges szerkezetét teljesen elnyert enzimet szallitia a membranhoz,

majd ki a periplazmaba (Sargent és mts., 2002).

A citoplazmatikus H,; szenzorok és a cianobaktériumok hidrogén felvevd [NiFe]

hidrogenazai (2-es csoport)

Az ebbe a csoportba tartozé hidrogenazok kis alegysége nem tartalmaz
szignalpeptidet, igy nem kerilinek ki a citoplazmabél. A csoport két jol ismert képviselGje a
Rhodobacter capsulatus HupUV (Vignais és mts., 2000), és a Ralstonia eutropha HoxBC
(Kleihues és mts., 2000) hidrogenazai. Ezeknek az enzimeknek a feladata a hidrogén
észlelése a kornyezetben, és egy olyan cellularis valasz elinditasa, melynek
eredményeképpen a hidrogént felvevdé (hydrogen uptake (Hup)) [NiFe] hidrogenazok
képz&dnek.

Szintén e csoport tagjai a Nostoc (Oxelfelt és mts., 1998) és Anabaena (Happe T. és
mts., 2000) cianobaktérium fajok un. felvevé hidrogenazai (HupSL). Ezek az enzimek N,
fixalo korulmények kozott indukalddnak és a citoplazma illetve a tilakoid membran

citoplazma fel6li oldalan helyezkednek el (Tamagnini és mts., 2002).

A kétiranyu, heteromultimer, citoplazmatikus [NiFe] hidrogenazok (3-as csoport)

A kétiranyu hidrogenazok kuilénb6z6 alegységekkel egésziilnek ki, melyek

vizoldékony kofaktorokat kétnek, mint pl. a kofaktor 420, NAD vagy NADP. Neviket onnan



kaptak, hogy képesek reverzibilisen mikodni, és a korulményektdl fuggben képesek oxidalni
vagy redukalni a kofaktorokat.

A csoport sok tagja talalhaté meg archaebaktériumokban, ide tartoznak a trimer F4z
redukald hidrogenazok, valamint a hipertermofil mikrébak négy alegységes enzimei, amelyek
a protonok mellett in vitro képesek az elemi kenet is kén-hidrogénné redukalni, és NADPH-t
hasznalnak elektron donorként (Ma és mts., 1994a).

Az elsé NAD-fliggé tetramer [NiFe] hidrogenazt R. eutropha-ban talaltak meg
(Schneider és Schlegel, 1976). Ezek az enzimek két részbdl allnak, a heterodimer [NiFe]
hidrogenaz részbél, melyeket a hoxY és hoxH gének kodolnak, és egy a hoxU és hoxF
gének altal kodolt diaforaz részbdél, ami homoldgiat mutat a mitokondrialis komplex | és
bakterialis |égzési lancok egyes alegységeivel, és NAD(P), FMN valamint [FeS] koété
helyeket tartalmaz (Vignais és mts., 2001, 2004). Mostanaban sikerilt egy Gjabb alegység
jelenlétét kimutatni, e kutatasok szerint az enzim 6t kulénb6zd alegységbdl feléplld
heterohexamer: HoxFUYHI, (Burgdorf és mts., 2005). Cianobaktériumokban, és Thiocapsa
roseopersicina-ban viszont egy teljesen mas tipusu 6tédik alegységet talaltak, melyet a hoxE

gén kédol (Tamagnini és mts., 2002, Rakhely és mts., 2004).

Hidrogén fejlesztd, energia konzervald, membrankotott hidrogenazok (4-es csoport)

Ebbe a csoportba multimer (hat vagy tobb alegység), membranhoz kotott enzimek
tartoznak. Az alegységek kozul legalabb négy hidrofil és kettdé integrans membran fehérje.
Ez a hat konzervalt alegység alkotja az ide tartozé hidrogenazok gerincét. A csoport
hidrogenazait felépité alegységek meglepéen alacsony szekvencia hasonlésagot mutatnak
mas [NiFe] hidrogenazok megfelelé alegységeivel, ellenben nagyfoku hasonlésag talalhaté
koztik és a bakteridlis komplex l-et (energia konzervald6 NADH:ubikinon oxidoreduktaz)
alkoto fehérjék kézott (Hedderich, 2004).

A hasonlosag ellenére a komplex | és ezen hidrogenazok altal katalizalt reakciok igen
kilénbdzbek. Egy részik protont redukal ferredoxinrdl, vagy poliferredoxinrdl szarmazé
elektronokkal, mas részik az ellentétes iranyban mikédve hidrogén bontasaval biztositja a
sejtek szamara a redukalt ferredoxint. Mint ahogy a komplex |, ezek a hidrogenazok is
képesek ionokat pumpalni a membranon at, ezért kaptak az energia konzervald elnevezést
(Hedderich, 2004).

Mind a komplex |, mind az energia konzervalé hidrogenazok tartalmaznak egy
allandoé modult, amely az exergonikus redox rakciot 6sszekapcsolja a kationok (H* vagy Na*)

a hidrogenazokat tartalmazé organizmusok igen &si metabolizmussal rendelkeznek (pl. CO-n

10



novekedés anaerob korualmények kozt), ezért azt feltételezik, hogy ezek az ionpumpak
el6sz6r ezekben az él6lényekben jelentek meg. Komplex | ezekbdl a hidrogenazokbdl
fejlédhetett ki, alternativ redox domének és tovabbi membran alegységek hozzaadasaval,
valamint a [NiFe] centrum kinon kotdhellyé alakulasaval (Friedrich és Weiss, 1997;
Hedderich, 2004).

A csoport prototipusa az E. coli 3-as hidrogenaza (H,az-3), melyet a hyc operon
kédol, és format-dehidrogenaz H-val (FdhH) egyiitt alkotja a format hidrogénliaz komplexet
(FHL-1) (Bohm és mts., 1990). A komplex mikdodése altal az E. coli fermentativ névekedése
soran formatbdl H, és CO, keletkezik (Sawers, 2005). Ez az utvonal alacsony pH és magas
format koncentracio esetén aktiv, feladata a format bontasaval a tapkozeg tulzott
lesavanyodasanak a megakadalyozasa.

Egy masik lokuszon a hyf operon altal kodolt az E. coli tiz alegységes 4-es
hidrogenaz komplexe (H.az-4). A tiz génbdl hét (hyfABCGHIJ) a H,az-3 hét alegységével
homolég fehérjéket kddol. A tovabbi harom gén (hyfD, hyfE és hyfF), amelyeknek nincs
megfeleléje a hyc operonban, integrans membran fehérjéket kdédol, melyekbdl ketté a
NADH:kinon oxidoreduktaz (komplex 1) azon alegységeivel mutat hasonlésagot, melyek
fontos szerepet jatszanak az energia konzervalassal kapcsolt proton transzlokaciéban. Az
elsé feltételezések szerint a hyf operon egy Uj hidrogenaz komplexet kédol, mely egy
format-dehidrogenazzal egyutt egy masodik format hidrogénlidzt alkot (Andrews és mts.,
1997). Késbébb kimutattdk, hogy mig enyhén savas pH-n (pH=6,5) a hidrogén produkciéért
valéban H,az-3 és Fdh-H felelés, addig enyhén lugos (pH=7,5) kériimények koézott H,az-4
latja el ezt a feladatot, szintén a Fdh-H-hoz kapcsolédva. A folyamat FoF-ATPaz figgé. A
H,az-4 és Fdh-H altal alkotott FHL-2 komplexet az FoF-ATPaz altal I|étrehozott
protongradiens haijtja, fiziolégias szerepe azonban nem tisztazott (Bagramyan és mts.,
2002).

A Rhodospirillum rubrum CO indukalt hidrogenaza szintén e csoport tagja. Az enzim
a CO oxidalé rendszer része, és képessé teszi a mikroorganizmust a soététben vald
novekedésre, melynek soran CO-ot hasznal f6 energiaforrasként. A coo operon altal kédolt
CO-dehidrogenaz és a hidrogenaz CO-ot oxidal CO,-da, mikdzben hidrogén fejlédik. (Fox és
mts., 1996).

A csoportba tartoz6 enzimek nagy részét archaebaktériumokbdl izolaltak vagy olyan
organizmusokbdl, melyeket az extremofil élélények csoportjaba sorolunk. Ide tartoznak a
Methanosarcina barkeri (Kinkel és mits., 1998), egyes Methanothermobacter fajok
(Tersteegen és Hedderich, 1999) és a Pyrococcus furiosus (Sapra és mts., 2000, Silva és
mts., 2000) bizonyos hidrogenazai.

Az acetaton noévesztett metanogén archaebaktérium, M. barkeri membran kotott

[NiFe] hidrogenaza az acetat karbonil csoportjanak CO,-da oxidalasa soran keletkezé
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redukalt ferredoxint felhasznalva fejleszt hidrogént energia konzervald6 mechanizmus réveén
(Meuer és mts., 1999). Az echABCDEF operon altal kodolt enzim hat alegységbdl all.

Ezeket a hidrogenazokat olyan mikroorganizmusokban is megtalaltak, amelyekrél
eddig azt feltételezték, hogy tisztan fermentativ metabolizmussal rendelkeznek. A
hipertermofil archaebaktérium P. furiosus a két citoplazmatikus 3-as tipusu hidrogenaza
(Pedroni és mts., 1995, Ma és mts., 2000) mellett tartalmaz egy membran kotott hidrogenazt
(Mbh) is, melyet egy 14 génbél allé6 operon (mbhA-N) kédol (Schut és mts., 2001). A gének
altal kédolt fehérjék kdzll szekvencia analizis alapjan hat megfeleltetheté a M. barkeri Ech
hidrogenaz, a R. rubrum CO-indukalt hidrogenaz, és az E. coli H,az-3 konzervalt
alegységeinek, a tovabbi nyolc gén kis méretli membran fehérjét kodol. Ez az elrendezés
emlékeztet a Methanothermobacter thermoautotrophicus és M. marburgensis eha és ehb
génklasztereire, ahol az energia konzervalé hidrogenazokra jellemzé alegységeket kodold
gének mellett 9-10 nem konzervalt, kis méretd, integrans membran fehérjéket kdédolod
géneket talaltak (Tersteegen és Hedderich, 1999).

Ezek a multimer membran kotétt hidrogenaz komplexek a komplex | proton
pumpalasban, és energia csatolasban szerepet jatszd alegységeivel homolog
transzmembran alegységekkel birnak, és képesek az acetatbdl, formatbdl vagy
szénmonoxidbdl szarmazé karbonil csoport oxidacidjat protonok hidrogénné valo
redukalasahoz kapcsolni (Hedderich, 2004). A P. furiosus Mbh esetében kimutattak, hogy
képes a redukalt ferredoxinrél térténd elektron transzfert mind proton redukciéhoz, mind
proton transzlokaciéhoz kapcsolni, azaz a hidrogén fejlesztést ATP szintézishez kapcsolni
(Sapra és mts., 2003). Ez megmagyarazza azt is, miért talalhaté P. furiosus-ban egy nem

szokvanyos, NAD" helyett ferredoxint hasznalo glikolitikus utvonal.

1.1.2.2. A [FeFe] hidrogenazok

Ellentétben a [NiFe] hidrogenazokkal, melyek legalabb két alegységbél allnak, sok
[FeFe] hidrogenaz monomer, bar di-, tri- és tetramer is talalhaté koztik (Vignais és mts.,
2001). A katalitikus alegység igen nagy meéretbeli variabilitast mutat, egy kb. 350
aminosavbdl allé az aktiv centrumot, az un. H-klasztert is magaba foglalé konzervalt
doménen kivil gyakran tartalmaz tovabbi doméneket, melyek [FeS] klasztereket hordoznak
(Adams, 1990). A H-klaszter egy binuklearis [FeFe] centrumbdl all, mely egy ciszteinen at
kapcsolédik egy [4Fe-4S] klaszterhez, és négy ciszteinen at a fehérjéhez. Nem fehérje
ligandok, mint a CN" és CO, mindkét Fe atomhoz kotédnek. Itt is megtalalhatdk a hidroféb
csatornak, melyek dsszekétik a fehérje belsejében 1évé aktiv centrumot a felszinnel (Peters
és mts., 1998; Nicolet és mts., 1999).
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A [FeFe] hidrogenazok, kildéndsen az aktiv centrum felépitése meglehetésen eltér a
[NiFe] hidrogenazokeétdl, nem meglepé tehat, hogy egészen mas érési utvonallal
rendelkeznek. Erésiik kevésbé felderitett a [NiFe] hidrogenazokénal, Chlamidomonas
reinhardtii-b6l izolaltak a hydEFG géneket, melyek termékei szikségesek a H-klaszter
kialakitdsahoz (Posewitz és mts., 2004).

A [FeFe] hidrogenazok féként anaerob prokariétakban, mint pl. Clostridium fajokban
vagy szulfat redukdlé mikroorganizmusokban (Vignais és mts., 2001), valamint
eukariétakban, els6sorban algakban talalhaték (Horner, és mts., 2000, 2002; Happe és mts.,
2002). Ez az egyetlen hidrogenaz csoport, melynek képviseldi eléfordulnak eukariotakban és
kizarolag membrannal hatarolt organellumokban, kloroplasztiszban vagy
hidrogenoszémakban helyezkednek el. A [FeFe] hidrogenazok féként hidrogén fejlesztésben
jatszanak szerepet, de ismertek hidrogén felvevé képviselbik is, mint pl. a Desulfovibrio

vulgaris periplazmatikus hidrogenaza (Pohorelic és mts., 2002).

1.1.2.3. A [FeS] klaszter mentes hidrogenazok, Hmd

Ezek a hidrogenazok metanogén archaebaktériumokban talalhatok, és Hmd betlikkel
jeldlik 6ket, ami a H,-forming methylenetetrahydromethanopterin dehydrogenases elnevezés
roviditése (Thauer és mts., 1996). Az enzim nem tartalmaz sem nikkelt sem [FeS] klasztert,
és nikkel limitalt koralmények kozott nevelt sejtekben indukalodik (Zirngibl és mts., 1992;
Afting és mts., 1998). Két azonos kb. 40 kDa-os alegységbdl all, és az N° N'"°-metenil-
tetrahidrometanopterin hidrogén fligg6 redukciojat katalizalja metilén-
tetrahidrometanopterinné és protonna. A reakcidé reverzibilis. Nem katalizaljak sem a
hidrogenaz aktivitas mérésre altalanosan hasznalt festékek (metilviologén, metilénkék)
redukciodjat, sem hidrogén izotopok proton kicserélését, de ami a legfontosabb, nem
katalizaljak a 2H" + 2 e <--> H, reverzibilis reakciot sem.

A fehérje egy kofaktort kot és mind a fehérje mind a kofaktor fényérzékeny (Buurman
és mts., 2000). A sotétben tisztitott Hmd monomerenként egy vasat tartalmaz, amely
fényinaktivalaskor kiszabadul az izolalt kofaktorbdl és az enzimbdl, ezért tartottak
indokoltnak, hogy az eddigi fém mentes hidrogenaz elnevezést [FeS] klaszter mentes

hidrogenaz elnevezésre médositsak (Lyon és mts., 2004).
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1.2. A [NiFe] hidrogenazok szerkezete, mikodése, bioszintézise

1.2.1. Az aktiv centrum és a reakcié molekularis mechanizmusa

A szamos Desulfovibrio fajbdl izolalt [NiFe] hidrogenaz réntgen krisztallografias
vizsgalataval sikerllt jellemezni e fehérjék egyedilallé kétatomos aktiv centrumat (Volbeda
és mts., 1995, 1996, 2002; Higuchi és mts., 1997, 1999). Az itt talalhatd nikkel atomot négy
cisztein oldallanc koordinalja, amelybdl ketté a vas atommal is hidat képez (1.1. abra). Az
aerob tisztitott enzim inaktiv formajaban van egy tovabbi pu-oxo vagy hidroxo csoport, ami a
nikkel és vas atom kozt képez hidat (Garcin és mts., 1999; Higuchi és mts., 1999; Volbeda
és mts., 2002). A vasatomhoz nem-fehérje természetl kétatomos ligandok koétédnek,

nevezetesen két CN™ és egy CO molekula (Volbeda és mts., 1996).

[NiFe] aktiv
centrum

[FeS] klaszterek

1.1. dbra A Desulfovibrio gigas [NiFe] hidrogenazanak kristalyszerkezete. A kinagyitott részben a

nagy alegységben talalhato aktiv centrum lathaté.

Annak ellenére, hogy a [NiFe] és [FeFe] hidrogenazok strukturalisan nagy mertékben
eltérnek és evoluciésan sem rokonok, rendelkeznek kozds vonasokkal, példaul mindkét
csoportban megtalalhaték a vashoz kétédé CO és CN' ligandok az aktiv centrumban. Ezen

ligandok jelenléte alacsony oxidacios és spin allapotban stabilizalja a vas atomot, és az
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atmeneti fémekre (Ru, Pd, Pt) jellemzé tulajdonsagokkal ruhazzak fel, amelyek kozismerten
a hidrogén bontas j6 katalizatorai (Adams és Stiefel, 2000). Egy masik k6zds vonas a
kétatomos fém centrumhoz kézeli [FeS] klaszter jelenléte, mely tovabbi [FeS] klasztereken
keresztil kapcsolatban all a fehérje felszinnel, ahol az elektron donorral/akceptorral valé
elektroncsere torténik. Végul, mindkét enzim csoport tartalmaz hidroféb gazcsatornakat.
Kllénb6zd biofizikai modszerekkel (Mdssbauer spektroszkoépia, EPR, FTIR)
azonositani lehet azokat az intermediereket, amelyek a hidrogenaz enzim kilénb6z6
katalitikus allapotainak felelnek meg (Albracht, 1994, 2001). Az oxidalt aerob allapotban a
legtdbb [NiFe] hidrogenaz inaktiv, a nikkel és vas atom kozt 1étrejové athidald un. oxo ligand
jelenléte miatt. Reduktiv aktivacié soran a ligand vizzé redukalddik és a nikkel Ni** allapotbdl
a Ni** allapotba megy at. Az enzim aktiv allapotban (Ni,-S) képes hidrogént kétni és Ni-R
allapotba kertlni. A katalitikus ciklus kovetkez6 Iépése a molekularis hidrogén heterolitikus
bontasa a fémcentrumban. A Ni-R egy elektron leadasaval oxidalodik, igy Ni-C allapotba
megy at, amelyben a [NiFe] centrum egy hidridet két. A centrum tovabbi egy-elektronos
oxidacidjat kdvetden protonok tavoznak a centrumrél és a a Ni-S (Ni*) allapot regeneralddik.
Az elektron a proximalis [4Fe-4S] klaszterre jut, ahonnan a felszinhez kdzeli disztalis

[4Fe-4S] klaszterre, majd onnan az elektron akceptorra kerdl.

1.2.2. A nagy alegység érése

A hidrogenazok érése igen komplex folyamat, melyben legalabb hét kisegité fehérje,
a hyp gének termékei, név szerint a HypA, HypB, HypC, HypD, HypE, HypF fehérjék és egy
endopeptidaz vesz részt. Iranyitjak a fémcentrum szintézisét, és annak a fehérjébe toérténd
beépllését, ehhez megfeleld konformacidban tartjak a polipeptid lancot, majd a centrum
beillesztése utan segitik a végs® struktura elérését (Jacobi és mts., 1992; Casalot és
Rousset, 2001). A legjobban ismert és igy a hidrogenaz érés prototipusanak tekintett
rendszer, az E. coli 3-as hidrogenazanak alabb leirt bioszintézise.

A folyamat a nagy alegység prekurzoranak (pre-HycE) szintézisével indul, amely az
érett fehérjéhez képest egy C-terminalis extenzidval rendelkezik. Ez még nem tartalmaz
semmilyen fémet, a katalitikus centrum poszttranszlacios 6sszeszerelését a HypA-F fehérjék
végzik. Els6 lépésként a HypD fehérje megkét egy vasatomot és kolcsdnhatasba l1ép a HypC
fehérjével. A ligandok beéplilése a HypC-HypD komplexen torténik. A CN” ligand (és
valdészinlileg a CO) beépitéséért a HypF és HypE fehérjék felelések (Reismann és mits.,
2003). A HypF fehérje szubsztratia a karbamoil-foszfat (KP), mikddése soran ATP-t
hidrolizal AMP-vé és inorganikus pirofoszfatta, melynek eredményeképpen egy adenilalt KP

szarmazék keletkezik (Paschos és mts., 2002). Azt, hogy a KP szukséges a fémcentrum
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szintéziséhez, KP szintetdz mutansok vizsgalataval bizonyitottak, melyek képtelenek aktiv
[NiFe] hidrogenazok szintézisére (Paschos és mts., 2001). A KP foszfat csoportja a HypF
karbamoil foszfataz aktivitdsa révén lehasad, a karbamoil csoport pedig a HypE C-
terminalisan 1évé cisztein oldallancra kerll. A fehérje karbamoilacidjat a karbamoil ATP-
fligg6 dehidracidja koveti, melynek eredményeképpen egy ciano-HypE jon Iétre, amelyrél a
cianocsoport a HypD-n 1évé vasra kerll at. A CO ligand eredete és bioszintézise eleddig
tisztazatlan (Roseboom és mts., 2005). A HypD-HypC komplexrél a komplexben [évé vas a
HypC-vel egyutt atkerul a pre-HycE-re, mikézben HypD levalik (Blokesch és mts., 2002). A
HypC komplexet képezve a nagy alegység prekurzoraval (pre-HycE) chaperonként mikodve
a nikkel beépliléshez megfelelé konformaciéban tartja azt (Magalon és Bock, 2000 a,b). A
HypC fehérjék nem teljesen specifikusak egy hidrogenazra, mind a 3-as H,az éréséért
felelés HypC, mind HybG, mely a 2-es H,azra specifikus chaperon, képes részt venni E. coli
H,az-1 érésében (Blokesch és mts., 2001).

Thiocapsa roseopersicina-ban mutansokkal végzett vizsgalatok arra utalnak, hogy az
egyes HypC fehérjék eltéré funkcidval birnak. Ez a fotoszintetikus baktérium két hypC gént
tartalmaz (hypC; és hypC,), és a baktérium mindharom ismert hidrogenazanak éréséhez
szukség van mindkét HypC fehérjére. Az egyik komplexet képez HypD-vel, a masik a
hidrogenazok éretlen nagy alegységével. A modell szerint a HypC-HypD komplexrdl csak a
FeCO(CN), kerll at az éretlen nagy alegységre, amely mar elézetesen kapcsolddott egy
masik HypC molekulaval. A modellel az E. coli-ra kapott adatok is értelmezhetéek és ezt az
elképzelést tamasztja ala az is, hogy minden eddig vizsgalt [NiFe] hidrogenazt tartalmazé
mikroorganizmusban két HypC tipusu fehérje génjét talaltdk meg, még akkor is ha csak egy
hidrogenazt tartalmazott a sejt (Maréti és mts., 2003).

A nikkel beépullés soran a HypA és HypB fehériegk mikoédnek egyitt, melynek
eredménye egy a NiFe(CO)(CN"), centrumot tartalmazoé pre-HycE HypC komplex (Olson és
mts., 2001). Bebizonyosodott, hogy GTP sziikséges a nikkel beépiléshez, a HypB fehérje
C-terminalisan pedig talalhaté egy konzervalt GTP-ko6té motivum (Maier és mts., 1995).
E. coli HypB fehérjérél kimutattak, hogy koélcsonhatasba lép a peptidil-prolil cisz/transz
izomeraz SlyD fehérjével, ami egy fémkotd fehérje. A fehérjét kodold gén inaktivalasaval
jelentésen csokkent a nikkel felhalmozddas és a hidrogenaz aktivitas a sejtekben (Zhang és
mts., 2005). Egyes mikroorganizmusok, mint pl. a R. capsulatus vagy az Azotobacter
vinelandii HypB fehérjéjének N-terminalisan hisztidin gazdag domént figyeltek meg (ez E.
coli HypB-ben nincs), mely alkalmassa teszi a fehérjét nikkel tarolasara (Olson és mts.,
1997).
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° érett hidrogenaz

HycEG

pre-HycE

kis alegység
HycG

Protedz
HypAB § Hycl
— —
Ni + GTp GDP +P, érett nagy alegység

HycE

1.2. dbra Az E. coli 3-as hidrogenaz érése (Vignais és Colbeau, 2004 alapjan). A nagy alegység a
szintézis utan egy C-terminalis extenziot tartalmaz (pre-HycE). A vasat a HypC-HypD komplex
hordozza, a nem fehérje természetl ligandokkal egyutt, amelyek szintézisében a HypEF fehérjék
jatszanak szerepet. A vas a ligandjaival egyutt a nagy alegységre kerll, mikézben HypD levalik. A
HypC a nagyalegység prekurzorat chaperonként mikddve a megfeleld konforméacioban tartja, majd a
HypAB fehérjék kdzremikddésével beépul a nikkel. Ezutan kerul sor a HypC levalasara és a fehérje

C-terminalis végének endopeptidaz altali lehasitasara.

A HypC chaperon levalasa utan az E. coli 3-as hidrogenaz bioszintézise a pre-HycE
C-termindlisanak proteolitikus vagasaval és a kis és nagy alegység alkotta heterodimer
létrejottével fejezBdik be. A proteolitikus hasitashoz a HypC-nek le kell valnia a komplexrél,
mert csak a HypC mentes nikkelt tartalmazé pre-HycE szubsztratja a Hycl endopeptidaznak
(Magalon és Bodck, 2000 a,b). A nikkel felismerési szignalként és kotéhelyll szolgal az
endopeptidaz szamara, ezért Hycl csak a nikkel beépllése utan képes levagni a pre-HycE
C-termindlisat (Theodoratou és mts., 2000). Az egyes hidrogenazok érésében mas és mas
specifikus proteazok vesznek részt, az E. coli 2-es hidrogenaz hasitasaért pl. a HybD fehérje
felel6s. A Hycl-vel és HybD-vel homolég endopeptidazok a fehérje C-terminalisan talalhato,
a CX,CX,H/R motivumot kovetd konzervalt His (vagy Arg) utan vagnak. A hasitas utani
konformacios valtozas révén alakul ki a hid a két fém atom és a C-terminalishoz legkdzelebb

fekvé cisztein oldallanc kozott és jon létre a teljes hetero-binuklearis centrum (Magalon és
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Bdck, 2000b). Ezt kdveti az érett kis alegység és az érett nagy alegység dsszeszerel6dése,
melynek soran létrejon a funkcionalis heterodimer (1.2. dbra).

Erdekesség, hogy a hidrogén szenzor regulator hidrogenazok (RH), és egyes a 4-es
csoportba tartozd, membran kotétt, energia konzervalé hidrogenazok nagy alegység
prekurzorai nem tartalmazzak a C-termindlis extenziét, igy az endopeptidaz fehérjékre ezek

érési folyamataban nincs szikség.

1.2.3. A kis alegység [FeS] klasztereinek bioszintézise

A [FeS] klaszterek bioszintézise nem specifikus a hidrogenazokra. A nitrogenazok
bioszintézisének vizsgalata vezetett a [FeS] klaszterek Osszeszereléséért felelés fehérjék
megtalalasahoz (Frazzon és mts., 2002). llyenek az A. vinelandii NifS és NifU fehérjéi. A
NifS egy piridoxal-foszfat fliggdé cisztein-deszulfuraz aktivitassal rendelkez6 homodimer,
szubsztratja az L-cisztein, amellyel az enzim egy ciszteinje cisztein-perszulfidot képez, ez
utodbbi a [FeS] klaszterekhez hasznalt kén feltételezett aktivalt formaja (Zheng és mts., 1993,
1994). NifU egy homodimer, szerepe, hogy molekularis vazat adja a NifS altal vezérelt [FeS]
klaszter szintézisnek. NifU N-termindlisan talalhaté egy redox-aktiv [2Fe-2S] klaszter
(permanens klaszter), de emellett egy masik, labilis [2Fe-2S] klaszter is dsszeszerelddik rajta
(tranziens klaszter) NifS, Fe*" és cisztein jelenlétében. Ez az a klaszter, ami késébb mas
fehérjékbe épdil.

Mivel a nifS és nifU gének inaktivaciéja nem szlintette meg, csak csdkkentette a
nitrogenaz aktivitast, ezért tovabbi, a NifS és NifU fehérjékhez strukturajaban és
funkciojaban hasonld fehérjéket kodold géneket kerestek (Zheng és mts., 1998). Az A.
vinelandii-ban megtalalt isc (iron-sulfur-cluster formation) génklaszter (iscRSUA-hscBA-fdx)
széles korben elterjedt a baktériumokban, de homoldgjaik eukariétakban is megtalalhatok.
Az operon altal kédolt 0sszes fehérje szerepet jatszik a [FeS] klaszterek létrehozasaban
(Vignais és Colbeau, 2004). Funkcionalisan IscS NifS-nek, mig IscU NifU-nak felel meg.

Tisztazédott tehat, hogy a [FeS] klaszterek szintézise soran cisztein-deszulfurazok
mikddnek kén donorként, de sokaig nem tudtak semmit a vas donorrél. A legutdbbi
kézlemények alapjan E. coli-ban IscA jatsza a vas donor szerepét a folyamatban, melyrél
bebizonyosodott, hogy vaskotdé fehérje, és IscS valamint L-cisztein jelenlétében vasat tud
adni az IscU tranziens [FeS] klaszterének 6sszeszereléséhez (Ding és Clark, 2004).

Ezeken kivil még tovabbi, a [FeS] klaszterek létrehozasaban szerepet jatszd géneket
azonositottak E. coli-ban, nevezetesen a sufABCSDE operont. SufS IscS-hez hasonléan

cisztein-deszulfuraz aktivitast mutat, mig SufA IscA-val mutat szekvencia hasonldsagot.
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Fiziologiai és genetikai vizsgalatok azt mutatjak, hogy a Suf rendszer vas limitalt

kérdlmeények kézt mikodik (Vignais és Colbeau, 2004).

1.2.4. Hidrogenaz génklaszterek

A Proteobaktériumokban a Hy-felvevd hidrogenazokat kodolé gének tébbnyire
csoportokban helyezkednek el. A klaszterek tartalmazzak a strukturalis és a fehérje
érésében szerepet jatszé fehérjéket kodold kisegité géneket valamint a regulaciés géneket.
A vas-kén kockak kialakitasaért felelés gének altalaban kiilon régidkban talalhatok.

Mivel a hidrogenaz génklaszterek homolog fehérjéket kédolnak, azt feltételezhetjik,
hogy a kilénb6zé mikroorganizmusokban analég bioszintetikus mechanizmusok mikddnek.
Bar a hidrogenaz bioszintézisben szerepet jatszoé fehérjék konzervaltak, vannak olyan
fehérjék, amelyek specifikusak a nekik megfelelé strukturalis fehérjékre, masok szelektiven
egy csaladba tartoz6 hidrogenazok |étrejottéhez szikségesek és vannak olyanok, amelyek a
sejt 0sszes hidrogenazanak az éréséhez elengedhetetlenek (Maréti és mts., 2004). Ez ad
magyarazatot arra, miért nehéz j6 eredményeket elérni a heteroldg gazdaban torténd

fehérjetermeléssel.

1.3. Thermococcus litoralis

1.3.1. Archaebaktériumok altalanos jellemzése

Az 1980-as években Woese altal vegzett 16S rRNS vizsgalatok bebizonyitottak, hogy
az élovilag az addigi kett6és felosztassal ellentétben harom uan. kirdlysagra” tagolhato.
Ezek a: Baktériumok (vagy Eubaktériumok), Eukariotak és Archaeonok (vagy
Archaebaktériumok) (Woese és mts., 1990). Az archaebaktériumok - akarcsak a
baktériumok — prokariotak, meégis nagyon sok mindenben kilonbdznek télik, bizonyos
vonatkozasokban kozelebb allnak az eukariétdkhoz. Egyrészrél az archaebakteridlis
promoterek szerkezete, a transzkripcids iniciacié apparatusa az eukariotakéval mutat
hasonlésagot, masrészrél viszont a transzlacios mechanizmus, a riboszémak felépitése a
baktériumokéra hasonlit (Soppa, 1999).

Az Archaea doménen belll harom csoportot kilénbdztetink meg. A Crenarchaeota
aghoz soroljuk a szélséségesen termofil mikroorganizmusokat magukba foglalé rendek
tobbségét, mint példaul a Thermoproteales és Sulfolobales. Az Euryarchaeota aghoz a
hipertermofil fajokat magukba foglalé rendek mellett (pl. Thermococcales) metanogén és
extrém halofil mikroorganizmusok is tartoznak (1.3. abra). E két nagy csoport mellett

riboszémalis RNS vizsgalattal fedeztek fel olyan térzseket, melyek az Archaebaktériumok
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egy harmadik csoportjat a Korarchaeota agat képviselik, egy igen 6si fejlédési vonalat, mely

még a Crenarchaeota és Euryarchaeota elagazas el6tt valt le (Barns és mts., 1996).

Eukariotak
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1.3. dbra A hipertermofil mikroorganizmusok a filogenetikai fan. A hipertermofil mikroorganizmusokat

tartalmazo fejl6dési agakat vastag vonallal jelltem.

A Thermococcus litoralis a Thermococcales rend Thermococcaceae csaladjanak a
tagja. A csaladon belll két genusz talalhatd, a Thermococcus és a Pyrococcus. A rendbe
sorolt 6sszes fajt kénben gazdag, anaerob tengeri él6helyekrél izolaltak. Mindegyikik
termofil, optimalis ndévekedési hémérsékletiik a 75°C-t6l a 104°C-ig terjedé tartomanyban
van (Zillig és mts., 1983, 1987).

1.3.2. A Thermococcaceae csalad tagjainak metabolizmusa

A Thermococcaceae csalad tagjai kivétel nélkil anaerob mikroorganizmusok,
novekedésik soran peptideket, bizonyos esetekben fehérjéket, aminosavakat, ritkdbban
szénhidratokat hasznositanak szénforrasként. A fajok tdbbsége nem képes kén hianyaban
novekedni, de a nem obligat kén-fliggdket is jelentds mértékben stimulalja a kén jelenléte,

ilyenkor a hidrogén mellett H,S termelés figyelheté meg (Ma és mts., 1993).
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1.4. abra A feltételezett glikolitikus és peptidolitikus utvonal P. furiosus-ban (Adams és mts., 2001
alapjan). Roviditések: ACS: acetil-CoA szintetdaz, AOR: aldehid:ferredoxin oxidoreduktaz, GAPOR:
gliceraldehid-3-foszfat:.ferredoxin oxidoreduktaz, GDH: glutamat-dehidrogenaz, KAOR: 2-ketosav

oxidoreduktazok, PEP: foszfo-enolpiruvat, POR: piruvat:ferredoxin oxidoreduktaz.

A peptid és szénhidrat metabolizmust a P. furiosus-ban tanulmanyoztdk a
legalaposabban, amely egyfajta heterotrof hipertermofil modellorganizmus. A glikolizis az
Embden-Meyerhoff glikolitikus utvonal egy maoddositott ADP-fuggd valtozatan keresztul
torténik (Kengen, 1996). A folyamatban ADP-fiiggé kinazok vesznek részt, és a glikéz =
piruvat atalakulas oxidacios lépéseit ferredoxinnal mikoédé enzimek katalizaljak, mint példaul
a gliceraldehid-3-foszfat:ferredoxin oxidoreduktaz (GAPOR), ami a gliceraldehid-3-foszfat
dehidrogenazt és a foszfo-glicerat kinazt helyettesiti, vagy a piruvat:ferredoxin oxidoreduktaz
(POR) (1.4. abra).

A peptid lebontasbdl szarmazé aminosavakat transzaminazok alakitjak at
2-ketosavakka, amiket a megfelel6 oxidoreduktazok alakitanak &t koenzimA (CoA)
szarmazékokka (1.4. abra) (Adams és Kletzin, 1996). Mindkét folyamatban az energia
szubsztratszintl foszforilacid soran tarolddik. A keletkez6 koenzimA szarmazakokat az

acetil-CoA szintetaz | és Il alakitja szerves savakka, mikozben ADP-bél ATP keletkezik. A
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fermentaci6 f6 végtermékei acetat, H,, CO,, és peptiden ndvesztett sejtek esetén szerves
savak.

Létezik egy alternativ utvonal az aminosav lebontas soran, ami a sejt redox
egyensulyatél fugg. llyenkor a 2-ketosavak aldehidekké dekarboxilalodnak, majd

aldehid:ferredoxin oxidoreduktaz altal karboxil-savva oxidalédnak (Adams és mts., 2001).

1.3.3. A Pyrococcus furiosus hidrogenazai és a sejt metabolizmusaban jatszott
szerepuk

A Thermococcaceae csalad legjobban ismert tagja a Pyrococcus furiosus. Eleddig
harom hidrogenazt azonositottak P. furiosus-ban, két szolubilis (Bryant és Adams, 1989, Ma
és mts., 2000), és egy membran kotott enzimet (Sapra és mts., 2000).

Mindkét P. furiosus szolubilis hidrogenaz (szulfhidrogenazl és Il) négy alegységbdl
all, ebbdl két alegység alkotja az enzim hidrogenaz részét, ezek a [NiFe] hidrogenazokra
jellemzé kis és nagy alegység, a maradék két alegység diaforazokkal mutat aminosav
szekvencia szinten hasonlosagot. A hidrogenaz aktivitas mellett mindkét citoplazmatikus
[NiFe] hidrogenaz rendelkezik kén-redukald aktivitassal is (Ma és mts., 1993, Ma és mts.,
2000), valéjaban mindkét enzim esetében a poliszulfid/elemi kén redukcié preferalt a
hidrogén fejleszté aktivitdssal szemben in vitro. Ezért sokaig azt gondoltak, hogy ezek az
enzimek vesznek részt a kén redukcidjaban, de a transzkripcidé szintl vizsgalatok és
enzimaktivitds mérések kimutattak, hogy kén jelenlétében expresszidjuk nagy mértékben
csokken (Adams és mts., 2001).

A két szolubilis hidrogenaz (szulfhidrogenazl és IlI) képes NADPH-t felhasznéalva
hidrogént fejleszteni. A NADP redukciojat a ferredoxin:NADP oxidoreduktaz (FNOR, mas
néven szulfid dehidrogenaz) végzi, redukalt ferredoxint hasznalva (Ma és Adams, 1994). A
P. furiosus ndvekedése soran acetatot, széndioxidot, hidrogént és alanint termel. A glikéz
fermentacios Utonal alapjan minden acetat molekula létrejotte négy ferredoxin redukciojaval
jar, igy a novekedés soran keletkezett acetat mennyiségébdl becslilhetd a sejtben évd
redukalé er6 mennyisége. A létrejott acetat mennyisége alapjan kiszamolhato, hogy milyen
enzimaktivitas szlikséges ahhoz, hogy a lebonté folyamatok soran létrejott redukald erétél a
sejt hidrogén formajaban megszabaduljon. A piruvat:ferredoxin oxidoreduktaz (POR) és
FNOR aktivitasa elég magas volt, de a szulfhidrogenazok NADPH-fliggé hidrogénfejleszté
aktivitasa tul alacsonynak bizonyult ennek a feladatnak az ellatasahoz. Emellett ezek a
hidrogenazok nem képesek ferredoxint elektron donorként hasznalni, igy feltételezték egy
masik hidrogenaz rendszer jelenlétét a sejtben (Silva és mts., 2000).

Az E. coli HybC fehérje aminosav szekvenciajaval elvégezték a P. furiosus genombdl

nyert fehérjeszekvenciak 6sszehasonlitd vizsgalatat (Maeder és mts., 1999). Talaltak olyan
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gént, amely néhany memban kotott hidrogenaz nagy alegységéhez hasonlo fehérjét kodol
(Silva és mts., 2000). A gént tartalmaz6 operon 14 génbdl all és az mbh (membrane-bound
hydrogenase) nevet kapta (Sapra és mts., 2000). A géneket riboszémalis kétdhelyek el6zik
meg és szekvencia szinten hasonlésagot mutatnak R. rubrum CO-indukalt hidrogenazanak
és M. barkeri Ech hidrogenazanak alegységeivel.

A sejtfrakciokkal végzett mérések megmutattak, hogy hidrogenaz aktivitas talalhaté a
citoplazma membran frakcidoban. A membran kétott hidrogenaz a [NiFe] hidrogenazokra nem
jellemzé modon igen magas H, fejlesztés / H, felvétel aranyt mutatott (250 : 1), és képes volt
redukalt ferredoxinbdél hidrogént fejleszteni. Akarcsak a két citoplazmatikus hidrogenaz
esetében, Mbh expresszidja joval magasabb kén hianyaban felnevelt sejtekben, mint kén
jelenlétében (Adams és mts., 2001)

A modell szerint a fermentacié soran keletkez6 redukald erd (f6ként redukalt
ferredoxin) Mbh-ra kerll, ami egy energiakonzervald respiracidés rendszer része (Sapra és
mts., 2003). A korabban feltételezett FNOR-szulfthidrogenaz utvonal egyrészrél biztonsagi
szelepként mikodik abban az esetben, ha olyan mennyiségil redukalé eré halmozaodik fel a
sejtben, amit a membranko6tott hidrogenaz mar nem tud feldolgozni, masrészrél a
bioszintetikus folyamatokhoz sziukséges NADPH elballitdsat végzi. A P. furiosus hidrogén
metabolizmusanak modellje az 1.5. abran lathaté (Silva és mts. 2000).

Egy mbh-hoz nagyon hasonlé felépitési 13 génbdl allé operon is megtalalhatd P.
furiosus genomban (Silva és mts., 2000) MbhL aminosav szekvenciajat hasznalva a BLAST
keresés soran. Az operon az mbx nevet kapta. Azonban ennek a komplexnek a hidrogenaz
nagy alegység homoldgja jelentés eltérést mutat szekvencia szinten a [NiFe] kétéhelyen a jol
ismert konszenzustol. Mindkét [NiFe] koordinalé CxxC motivumban a masodik ciszteint egy
savas karakterli aminosav helyettesiti, ami nem teljesen ismeretlen, megtalalhaté P. abyssi
és P. horikoshii genomok hasonlé kétémotivumokat tartalmazoé géntermékeiben is.

Mbh-hoz és mbx-hez nagy homolégiat mutaté operonok talalhaték a kézeli rokon P.
abyssi-ben (Cohen és mts., 2003) és P. horikoshii-ban (Kawarabayasi és mts., 1998),
valamint T. kodakaraensis-ben (Fukui és mts., 2005) is. Emellett P. abyssi genom
szekvencigjanak vizsgalata soran talaltak egy nyolc génbdl allé operont, mely altal kodolt
fehérjék in silico analizis alapjan szintén egy membran kotott hidrogenaz alegységei.
Erdekes, hogy ez az operon nem taladlhaté meg a két masik Pyrococcus fajpan és

T. kodakaraensis-ben sem.
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1.5. abra A P. furiosus hidrogén metabolizmusanak javasolt modellje (Silva és mts., 2000).
Roviditések: GAPOR: gliceraldehid 3-foszfat:ferredoxin oxidoreduktaz; POR: piruvat:ferredoxin

oxidoreduktaz

1.3.4. Thermococcus litoralis DSM 5473 és hidrogenazai

A T. litoralis-t sekélytengeri, vizalatti h6forrasok kérnyékérdl izolaltdk Olaszorszag
partjainal. Az izolatum 0,5-3,0um atméréjli, coccoid format mutaté sejt. Elektron
mikroszképpal a sejtet kortilvevd fehérjeburok figyelheté meg.

A térzs képes novekedni az 55°C-t6l 98°C-ig terjedd hémérsékleti és pH=4,0-tél

pH=8,0-ig terjedd pH tartomanyban, névekedési optimuma 85°C és a pH=6,0 érték (Neuner
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és mts., 1990). Obligat heterotrdf, képes ndvekedni komplex szubsztratokon, mint pl. az
élesztékivonat, pepton, tripton, kazein és hus kivonat, kizarélag szénhidratot tartalmazé
tapoldaton nem sikerllt névekedést medfigyelni, de a maltéz hozzaadasa peptidet
tartalmazé tapoldathoz stimulalé hatassal bir. Névekedését kén jelenléte serkenti, melyet
H.S termelés kisér. A P. furiosus-hoz hasonléan médositott Embden-Meyerhoff glikolitikus
utvonal talalhaté benne (Kengen, 1996), és a P. furiosus-ban megismert peptid
fermentacidban szerepet jatsz6 enzimek izolalhatdk T. litoralis-bdl is (Mai és Adams, 1996).
A fermentacio végterméke acetat, alanin, széndioxid és hidrogén.

A T. litoralis mindkét szolubilis hidrogenazat kdédold operont izolaltak és
megszekvenaltak (hyh-1, hyh-2) (Rakhely és mts., 1999; Toth Andras, 2002). A szolubilis
hidrogenaz-1 enzimet tisztitottak és jellemezték is (Rakhely és mts., 1999). Mindkét
hidrogenaz szekvencia szinten nagy hasonlésagot mutat a P. furiosus megfelel6 fehérjéjével.
Csoportunkban izolaltak egy a P. furiosus-ban megtalalt mbh operon mbhA génjével nagy
hasonlésagot mutaté genom régioét, ami arra utal, hogy a membran koétoétt hidrogenaz T.
litoralis-ban is megtalalhaté. A P. furiosus mbx operonjanak megfelel6 operon meglétérdl
vagy hianyardl nincs adatunk.

A T. litoralis j6 alanya a hipertermofil mikroorganizmusok kutatasanak, kdénnyi
tenyészthetésége miatt. Nem obligat kén-figgd, igy novesztése nem igényli koltséges
korrozidallo fermentorok hasznalatat, és képes lIégkori nyomason néni ellentétben pl. kozel
rokonaval P. abyssi-vel. Emellett az eddigi eredmények szerint tobb szolubilis illetve
membran kotétt hidrogenaz talalhaté benne, ami alkalmassa teszi héstabil, ellenalld
hidrogenazok izolalasara. Mivel mind szénhidratokat, mind peptideket képes fermentalni,
mikézben hidrogén fejleszt, biotechnoldgiai szempontbdl is jelentés mikroorganizmus.
Laboratériumunkban is kifejlesztettek egy olyan eljarast, amelyben allati eredet(i hulladékbdl
két lépcsdben biohidrogén fejleszthetd (Balint és mts., 2005). A biohidrogén termeld
Iépésben T. litoralis-t hasznaltak és a torzs ebben a rendszerben jobb hatékonysaggal
mikodott, mint pl. a P. furiosus. Ez alapjan feltételezhetd, hogy — bar a T. litoralis igen sok
tekintetben hasonlit a P. furiosus-hoz — a két térzs metabolikus sajatsagaiban van
kilénbség. Ez a biohidrogén termelé kisérletek alapjan a peptid — hidrogén anyagcsere
utvonalban lakozhat, amelybdl a kdvetkezdkben a hidrogén anyagcsere komponenseire

Osszpontositottam vizsgalataimat.
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2. Célkitiizesek

A fosszilis energiahordozdk kivaltasanak egy lehetséges alternativaja a megujuld
forrasbol termelt hidrogén. A hidrogén gaz eléallithatdé mikroorganizmusok felhasznalasaval
a fotoszintézishez vagy fermentaciéos lebonté folyamatokhoz kapcsolédva. A néhany
évtizede felfedezett extrém korlilmények kdzott €l6 mikroorganizmusokra jellemzé, hogy
kalonbdz6 kornyezeti hatasoknak igen ellenallé fehérjékkel rendelkeznek. Az e csoportba
tartoz6 hipertermofil mikroorganizmusokbdl szarmazé enzimek nem csak a szélséségesen
magas hémeérséklettel, de olddszerekkel és sokszor inhibitorokkal szemben is rezisztenciat
mutatnak. E tulajdonsaguknak kdszonhetéen mar ma is tdbb enzimiket széles koérben

alkalmazzak a biotechnolégiai iparban (Demirjian és mts., 2001).

Munkam célja az volt, hogy a hipertermofil archaebaktérium Thermococcus litoralis
hidrogén anyagcseréjét és az abban résztvevd enzimeket alaposan megismerjem, jovébeni
alkalmazasuk reményében.

Ezen célok elérése érdekében a kdvetkez6 kérdésekre prébaltam valaszt kapni:
» Megtalalhatok-e a mezofil mikroorganizmusokbdl mar jol ismert hidrogenaz érésben
szerepet jatszé6  fehérjéket kodold6 gének a sok szempontbol —eltérd

archaebaktériumokban, esetlinkben T. litoralis-ban?

& Lehetséges-e az emlitett kisegit6 gének termékeit mikdddképes formaban termeltetni

heterol6g gazdaban?

& Talalhaté-e T. litoralis-ban hidrogén fejleszt6 membran kotott hidrogenaz a mar leirt

szolubilis enzimek mellett?

& Mi a szerepe a sejt hidrogén metabolizmusaban az 1-es szolubilis hidrogenazt kodold

operontdl 5’ irAnyban megtalalt gének altal kodolt fehérjekomplexnek?
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3. Anyagok és modszerek

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

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

3.1. Baktérium torzsek és nevelésuk

A munka soran hasznalt torzsek listaja az 3.1. tdblazatban talalhato.
Sejtek ndvesztése, tapoldatok és taptalajok

A T. litoralis DSM5473 sejteket 85°C-on, szigoruan anaerob korulmények kozt kénmentes
CM tapoldatban tartottam fenn.

CM tapoldat (11): baktopepton 5g, éleszt§ kivonat 1g, NaCl 24g, MgCl, x 6H,O 10,6q,
Na,SO, 4g, CaCl, x 2H,0 1,5g, KCI 0,7g, NaHCO; 0,2g, KBr 0,1g, SrCl, 0,025g, H;BO;
0,03g, rezazurin 0,2mg, cisztein 0,4g, pH=6,5.

Az oxigénmentes szaporitas anaerob munkatérben (Bactron Anaerobic/Enviromental
Chamber, ShellLab, 5% H, + 95% N, atmoszféra), illetve gumiszeptummal lezarhaté anaerob
uvegekben (Wheaton serum bottle, Sigma-Aldrich) tértént.

Fermentorban novesztésnél 5 liter térfogati Biostat®C CT5-2 (B.Braun Biotech.
International) tipusu fermentort hasznaltam. A tenyésztési kérlilmények a kévetkezdk voltak:
85°C, 100 rpm allandé kevertetés, nitrogén gaztér, pH=6,5.

A CM tapoldat mellett még az alabbi tapoldatokat hasznaltam:

Minimal tapoldat (D) (11): NaCl 24g, MgCl, x 6H,O 10,6g, Na,SO, 4g, CaCl, x 2H,0 1,5g,
KCI 0,7g, NaHCO; 0,2g, KBr 0,1g, SrCl, 0,025g, H;BO; 0,03g, Na,WO, x 2H,O 3mg,
K;HPO, 140mg, FeSO, x 7H,O 1,4mg, MnSO, x 7 H,O 0,5mg, CoSO, x 7 H,O 0,36mg,
NiCl, x 6 H,O 0,2mg, Na;MoO,4 x 2 H,O 0,001mg, CuSO,4 x 5 H,O 0,001mg, piridoxin-HCI
0,1mg, p-aminobenzolsav 0,05mg, nikotinsav 0,05mg, DL-Ca-pantoténsav 0,05mg,
tiamin-HCI 0,05mg, DL-6,8-lipoin sav 0,05mg, riboflavin 0,04mg, biotin 0,2mg, folsav
0,02mg, 20 aminosav 200mg/aminosav, adenin 10mg, uracil 10mg, rezazurin 0,2mg,
cisztein 0,4g, pH=6,5.

DM tapoldat: minimal tapoldat kiegészitve 0,5% maltézzal.

DP tapoldat: minimal tapoldat kiegészitve 0,5% peptonnal.

Kén jelenlétében torténd névesztéskor 1g elemi ként tettem 11 tapoldatba.

A R. eutropha torzseket FN tapoldaton tartottam fenn, a komplementaciés kisérletekhez a

torzseket FGN tapoldaton novesztettem (Dernedde és mts., 1996).
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Az E. coli torzseket 1,5% agar tartalmu Luria-Bertani (LB) lemezeken tartottam fenn.
Kompetens sejt készités illetve transzformacié soran SOB illetve SOC tapoldatot hasznaltam.
A komplementacios kisérletekhez az E. coli térzseket a hidrogén fejlesztd aktivitas méréshez
TGYEP tapoldaton (Maier és mts., 1996), hidrogén felvev® aktivitas mérésekhez Sawers és

mts. publikacidjaban leirt tdpoldaton ndvesztettem (Sawers és mts. 1985).

LB (11): NaCl 5gq, éleszt6 kivonat 5g, tripton 10g, pH=7,0.

SOB (11): tripton 20g, éleszt6 kivonat 5g, NaCl (5M) 2ml, KCI (2M) 1,25ml, MgSO4 (1M) 10ml,
MgCl2 (1M) 10 ml, pH=7,0.

SOC (11): SOB 20mM glukozzal kiegészitve.

M9 (11): Na,HPO, 6g, KH,PO, 3g, NH,CI 1g, NaCl 0,5g, CaCl, 3mg.

Az antibiotikumokat a kdvetkezé koncentraciokban alkalmaztam: ampicillin  100ug/ml,

kanamycin 25ug/ml, gentamicin 400ug/ml és tetraciklin 15ug/ml.

3.2. DNS-sel végzett munkak

3.2.1. Kromoszémalis DNS tisztitasa

A centrifugalt sejteket 10ml 50mM Tris-HCI (pH=8,0), 40mM EDTA, 25% szachar6z
Osszetétell pufferrel mostam, majd az 5ml pufferben Gjra felszuszpendalt sejteket 1 6ran at
37°C-on inkubaltam 50ul proteinazK (20mg/ml), és 2ml EDTA (0,5M (pH=8,0)) hozzaadasa
utan. Ezutan a mintat TE pufferrel (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH=8,0) 18ml térfogatra
egészitettem ki, majd 3,75ml SDS (10%), 1,35ml Triton X-100 (25%), 4,05ml NaCl (5M) és
3,75ml CTAB (10%) + NaCl (0,7M) oldat hozzaadasaval tartam fel a sejteket 45 percig
65°C-on. Ezutan kloroformos extrakciot végeztem azonos térfogatnyi
kloroform:izoamilalkohol 24:1 aranyu keverékével. A kromoszémalis DNS-t 0,6 x térfogat
izopropanollal csaptam ki szobahémérsékleten. A DNS szalakat Uvegbottal kitekerve
70%-0s etanolba vittem at, majd alkoholos mosas és szaritas utan a DNS-t TE pufferben
oldottam fel (Ausubel és mts., 1996).

3.2.2. Plazmid DNS tisztitas E. coli-bol

A QIAGEN GmbH plazmid izolal6 rendszerével (Plasmid Mini Kit, Kat. Szam:12123)

tisztitottam DNS-t 3ml antibiotikum tartalmud LB tapoldatban felnétt tenyészetbdl.
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3.2.3. DNS manipulacié, transzformacid, konjugacié

A DNS manipulaciés lepések (emésztés restrikcios endonukleazzal, DNS ragaddsvég
tompitas, polinukleotid kinaz kezelés, foszfataz kezelés, ligalas) a gyartdé cégek utasitasainak
megfeleléen térténtek (Fermentas, Stratagene, Amersham Biosciences).

A kompetens sejt készités és a transzformacié a SEM (simple and efficient method)
moddszerrel tortént (Inoue és mts., 1990).

A R. eutropha torzsek konjugacidja Dernedde szerint tértént (Dernedde és mts., 1996).

3.2.4. DNS fragment izolacio gélbél

A DNS fragmentek izolalasat agaroz gélbél DNS izolalo kittel (Fermentas, DNA Extraction
Kit, Kat. Szam: #K0513) végeztem.

3.2.5. Polimeraz lancreakcid

A PCR-t PCRExpress (Hybaid) thermocycler készilékben hajtottam végre. Az alkalmazott
végkoncentraciok: primerek 1uM, dNTP 200uM, enzim, puffer és Mg?*: a hasznalt polimerazt
gyartdé cég utasitasainak megfeleléen. A munka soran hasznalt primerek leirasa a 3.2.

tablazatban talalhato.

3.2.6. Real-Time PCR

Az abszolut kvantifikaciés Real-Time PCR kisérleteket az Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System késziilékében végeztem. A reakcidkban a SYBR® Green PCR Master Mix
terméket hasznaltam a gyartdé cég utasitdsainak megfeleléen (Applied Biosystems). A
kisérletek soran a mennyiségi meghatarozashoz a vizsgalt genom régiét tartalmazé
plazmidot (pFhl7 és pFhl17) hasznaltam 100-0,001pg koncentracidban tizszeres higitasi sort

képezve.

3.2.7. Southern blot, kolénia- és plakkhibridizacié

A restrikciés endonukleadzokkal emésztett genomi DNS-t 1%-0s agaréz gélen TAE pufferben
(0,04 M Tris-acetat, 0,001 M EDTA, pH=8,0) valasztottam el. A DNS fragmenteket a gélbdl
kapillaris modszerrel (Ausubel és mts., 1996) vittem at Hybond-N" nylon membranra
(Amersham Biosciences). A kolonia- és plakkhibridizacional Hybond-C nitrocelluléz
membrant (Amersham Biosciences) hasznaltam. A DNS-t 2 éran at tarto, 80°C-on torténé

stitéssel kotottem fel a membranra. A Southern, kolonia- és plakkhibridizaciok 68°C-on
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torténtek (Ausubel és mts., 1996). A DNS prébak jeldlése és a detektalas a gyartd cég
utasitasainak megfeleléen tortént (DIG DNA Labeling and Detectation kit , Roche, Kat.
Szam:11 093 657 910).

3.2.8. Nukleotidsorrend meghatarozasa

A nukleotid sorrend meghatarozas Applied Biosystems 373 Stretch DNA sequencer

készulekkel tortent.

3.3. A T. litoralis hypCD géneket kddoldé genomrégio izolalasa

A Kkisérleteket a korabban T. litoralis genombdl készllt EcoRI fag kdnyvtarral végeztem
(Rakhely és mts., 1999). A konyvtarral végzett munkak soran a Stratagene ZAP expresszios
vektor kl6onoz6é rendszerre (Kat. Szam:#239211) vonatkozé leirast kovettem. A
fagkdnyvtarral E. coli XL1-Blue MRF’ sejteket fertéztem. A hibridizacié soran pTLHDP
plazmidrél készllt jeldlt probaval pozitiv jelet mutatdé plakkokat kivagtam a lemezbél. A
fagokbol Exassist™ helper faggal (M13) E. coli XLOLR tdrzsét hasznalva gazdaként
kettésszalu fagemid (pBK-CMV) formaban nyertem ki a rekombinans kiénokat, és a sejteken

kolonia hibridizaciét végezve kerestem meg a kivant genom régiot tartalmazo telepet.

3.4. A T. litoralis hyh operontdl 5" iranyban elhelyezked6 genomrégio izolalasa

Az fhl operont tobb Iépcsében sikerdlt izolalni. Az elsé pFhl1 klont, ami a T. litoralis genom
egy 3,3 kb hosszu darabjat tartalmazta, T. litoralis genomialis EcoRIl fagkonyvtarbol
plakkhibridizaciéval izolaltam, a pLHU1/1 klon Pstl-Accl fragmentjét hasznalva jelolt
prébaként. A késébbiekben kiderilt, hogy a kdnyvtar készitése soran a DNS valdsziniileg az
egyik végén eltdrt, 174 bp-ral az Ndel helytdél 3’ iranyban, de ennek ellenére ez a vég is
valamilyem médon képes volt beépllni az EcoRI enzimmel emésztett fag DNS-be.

A kovetkezd lépésben a pFhi2 klonbdl szarmazéd fragmentet hasznaltam jel6lt probaként
EcoRI-Xbal részleges genomi kdnyvtar atvizsgalasara (Ausubel és mts., 1996). igy nyertem
a pFhl6-os klont, ami egy nagyjabdl 2 kb hosszu, eddig ismeretlen szakaszt tartalmazott.

A harmadik és egyben utolso Iépésben a pFhl10-es klén Xhol-Xbal fragmentjét hasznaltam
jelolt probaként T. litoralis BamHI-EcoRV részleges genomi konyvtar atvizsgalasara. Az igy
kapott pFhl17-es klon nukleotidsorrendje egyrészt szubklonozas, masrészt primer seéta

segitségével lett meghatarozva.
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3.5. A dolgozatban szerepl6 konstrukcidk készitésének menete

3.5.1. A heterol6g komplementacié soran hasznalt plazmid konstrukciok készitése

pTERP: A pRK415 vektor egy 2,8 kb-os tetR promoter régiét hordozé Hindlll-Apal
fragmentjét kldnoztam pBtSK+ vektorba. Ezen a konstrukcion PCR-t végeztem a T7
szekvenalo és RP1TETO1 primerekkel. Ez utdbbival egy Pstl helyet hoztam létre a fragment
5 végenél. A terméket pBSP-/Smal plazmidba klonoztam. A felesleges részek eltavolitasa
érdekében Sall emésztés utan onligalast végeztem, igy kapva meg pTERP konstrukciot.
pTHC: a pHCD11 plazmidon PCR-t végeztem a TLHCO1, T3 primerekkel. A kapott terméket
Fspl emésztés, feltdltés és kinaz kezelést kdvetden Pstl enzimmel emésztett, majd tompitott
pTERP vektorba ligaltam.

pTHD: a pHCD11 plazmidon PCR-t végeztem a TLHYPDO1, T3 primerekkel. A kapott
terméket feltdltés és kinaz kezelést kdvetben Pstl enzimmel emésztett, majd tompitott
pTERP vektorba ligaltam.

pHTHD: pTHD vektorbdél Sall-EcoR| enzimmel vagtam ki a tetR-hypD régiét és pHRP309/
Sall-EcoRI plazmidba ligaltam.

pHTHC: pTHC vektorbdél Sall-EcoR| enzimmel vagtam ki a tetR-hypC régiét és pHRP309/
Sall-EcoRI plazmidba ligaltam.

3.5.2. pHypC konstrukcio készitése

pHCD11 plazmidrol T7 és TLHCO2R primerekkel amplifikaltam ki a hypC gént hordozé
régiot, majd a PCR fragmentet BamH| enzimmel emésztettem, feltdltés utdan a terméket

pBS19+/Smal plazmidba ligaltam.

3.5.3. pET32a+fhIB konstrukcio készitése

A fehérje tultermeléshez hasznalt fuzidés konstrukcié elkészitéséhez a pET expresszids
rendszert (Novagen) hasznaltam. A FhIB fehérjét kodolé gén egy darabjat pET32a(+)
vektorba klénoztam “in frame” oly médon, hogy egy trx-FhIB-His fuzids fehérje termeltetésére
alkalmas konstrukcié jojjon létre. Az fhiB gént tartalmazé pFhI3 szubklont Hincll-Sacl
enzimekkel emésztettem, majd a kapott fragmentet pBS19+ plazmid Sacl-Hincll helyére
ligaltam. Az igy nyert pBS+fhiB plazmidon PCR-t végeztem a prc2pcp és a T7 szekvenalo
primerrel. A PCR terméket megfeleléen kezelve pET32a(+) EcoRV helyére ligaltam, a
konstrukciét (pET32a+fhiB) a tultermeléshez E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL tdrzsbe

(Stratagene) transzformaltam.
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3.6. RNS-sel végzett munkak

3.6.1. RNS izolalas

RNS izolalashoz a Sigma Tri-Reagent™ termékét hasznaltam, a gyarté utmutatasait kdvetve.
A tisztitas soran 100ml hypovial Uvegben felnevelt tenyészetbdl indultam ki. Az RNS-t
DNasel (Fermentas) kezelésnek vetettem ala, majd PCR-rel ellenériztem, hogy valéban
sikerilt-e eltavolitani a DNS szennyezddést. Az RNS mennyiségét NanoDrop ND-1000

spectrophotometer (NanoDrop Technologies) készulékkel mértem meg.
3.6.2. Primer extenzio
A transzkripciés starthely meghatarozasahoz el6szor total RNS-t izolaltunk T. litoralis-bdl,

majd a TLHYPPE végjelolt primert hasznaltuk a primer extenzié soran (Sambrook és mts.,
1989).

3.6.3. Reverz transzkripcid

A kisérletben M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) illetve RevertAid™ H Minus M-MuLV
Reverse Transcriptase (Fermentas) enzimet hasznaltam a gyarté cég utmutatasainak

megfeleléen, 1ug total RNS-t hasznalva templatként.

3.7. Fehérjével végzett munkak

3.7.1. Egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A nativ (nativ-PAGE) és denaturalé (SDS-PAGE) poliakrilamid gélek készitése és futtatasa,
a Current Protocols in Molecular Biology cimi konyvben leirtaknak megfelel6en tortént
(Ausubel és mts., 1996). A Colourless Native PAGE (CN-PAGE) kisérleteket Schagger

publikacioja alapjan végeztem (Schagger és mts., 1994).

3.7.2. Fehérjegél festés

A fehériék Coomassie és ezlst festése a Current Protocols in Molecular Biology cimi

kényvben leirtak szerint tortént (Ausubel és mts., 1996).

3.7.3. Fehérjekoncentracié meghatarozasa Lowry szerint (Micro Lowry method)
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A triklor-ecetsav/deoxikolat médszerrel (Ausubel és mts., 1996) kicsapott fehérjéket 0,8ml
0,25M NaOH-ban oldottam fel. A fehérje koncentraci6 meghatarozasa a Micro Lowry
modszerrel tortént (Yeang és mts., 1998). A mintak abszorbanciajat 750nm-en mértem
BIORAD SmartSpec™ 3000 spektrofotométerben. Standardként marha szérum albumint

hasznaltam.

3.7.4. Bakteriofag T7 RNS polimeraz alapu fehérje expresszios kisérletek

A kisérleteket Tabor és Richardson publikaciojaban leirtak szerint végeztem (Tabor és
Richardson, 1985). A megfelel6 plazmiddal transzformalt E. coli BL21(DE3) toérzset 18
aminosavval (0,1%; metionin és cisztein nélkul) kiegészitett M9 tapoldatban neveltem
37°C-on ODgpp=0,4 érték eléréséig. A sejtszuszpenziét ezutan kétfelé osztottam: az egyiket
0,4mM IPTG hozzaadasaval indukaltam mig a masikat IPTG nélkil razattam tovabb. Egy o6ra
inkubacié utan mindkét tenyészethez rifampicint (200ug/ml) adtam, majd ujabb harom o6ra
elteltével 10uCi [S**] metionin izotép mellett inkubaltam egy 6rat. Ezutan a 2-2ml sejtet
centrifugalassal 6sszegy(jtottem és 40ul TE-ben vettem fel 6ket mosas utan. A mintakat
denatural6 poliakrilamid gélben valasztottam el. A fehérjefuttatas utan a gélt szird papirra
(Gel Blotting Paper, GB002, Schleicher&Schuell) szaritottam, és fényérzékeny filmet

(Medifort SFB) tettem ra, majd megfeleld expozicids id6 utan eléhivtam a jeleket.

3.7.5. trx-FhIB-His fuzids fehérje tultermelése pET (T7 RNS polimeraz) expresszios

rendszerrel

A fehérje tultermeléshez a sejteket ODgoonm=0,5-0,8 érték eléréséig ndvesztettem
50 ml LB taptalajon 37°C-on razatva. A kultarat 0,4mM IPTG mellett indukaltam 3 éran at. A
sejteket szonikalassal (3 x 10 sec, kdzepes fokozat) tartam fel, majd a fellluszo6 és csapadék
frakciot centrifugalassal kilénitettem el (10000 x g, 10 perc, 4°C). A kapott feliilisz6 frakciot
félretettem, a csapadékot pedig azonos térfogatu UIMAC pufferben (20mM Tris-HCI
(pH=7,9), 0,5M NaCl, 8M urea) szuszpendaltam fel. SDS-PAGE segitségével vizsgaltam,
hogy melyik frakcid tartalmazza a tisztitandd fehérjét (Ausubel és mts., 1996). Mivel a
tultermelt fehérje mind a szolubilis, mind a csapadék frakciéban jelen volt, az

immunizalashoz mind szolubilis mind csapadék frakciobdl tisztitottam a fuzios fehérjét.

3.7.6. His-tag fuzios fehérje tisztitasa IMAC (Immobilised Metal-Chelate Affinity

Chromatography) modszerrel
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A trx-FhIB-His fuzios fehérje tisztitashoz IMAC oszlopon a szonikalast kovetd
centrifugalassal nyert felilusz6 vagy csapadék frakciot hasznaltam. A tisztitandé mintat
500uL Chelating Sepharose™ Fast Flow (Amersham Biosciences) nikkellel aktivalt oszlopra
kotottem fel. Az oszlopot 2,5ml emelkedd imidazol koncentracioju (20, 50, 100, 200 és 500
mM) IMAC (20mM Tris-HCI (pH=7,9), 0,5M NacCl) illetve UIMAC pufferrel elualtam (IMAC +
8M urea), attél fliggben, hogy fellliszd vagy csapadék frakciot hasznaltam. Végil az
oszlopot 1mM EDTA tartalmu (U)IMAC-0 pufferrel mostam. A trx-FhIB-His fuzios fehérje
mindkét esetben 100mM-os imidazol koncentracional mosédott le az IMAC oszloprél. Az
imidazol eltavolitas érdekében a fehérjét tartalmazo frakcidt ezerszeres térfogati 1 x PBS
pufferrel (137mM NaCl, 2,7mM KCI, 4,3mM Na,HPO, x 7H,0O, 1,4mM KH,PO,, pH=7,3)

szemben dializaltam 24 6ran at, egyszer cserélve az oldatot (Ausubel és mts., 1996 ).

3.7.7. Keramia hidroxiapatit kromatografia (CHT)

A T. litoralis sejtekbdl készitett membran frakciot 10mM K-foszfat pufferrel (pH=7,0) el6kezelt
keramia hidroxiapatittal (CHT® Ceramic Hydroxyapatite (Bio-Rad)) téltétt oszlopra vittem
(Bio-Rad MT20). Az elvalasztas Biologic DuoFlow Protein Purification System (Bio-Rad)
FPLC készllékkel tortént, az oszlopot 10-500mM K-foszfat puffer (pH=7,0) linearis

gradienssel elualtam.

3.8. Antiszérum készités és Western hibridizacio

3.8.1. Nyulak immunizéalasa

Az ellenanyag el6allitasahoz két 1,5kg-os fehér hazi nyulat immunizaltunk. A nyulakat 100ug
trx-FhIB-His fuziés fehérjével oltottuk be teljes Freund adjuvanssal (Sigma) egyitt. Az
oltéanyag térfogata 1ml volt, ezt négy helyre adtuk be a nyaki terlileten bér ala. Az elsé
immunizalé oltast kdvetéen harom hetenként adtunk emlékeztet6 oltast felére csdkkentett
mennyiségl antigénnel nem teljes Freund adjuvans (Sigma) mellett. Az immunvalasz
ellenérzéséhez az oltast kdvetd hetedik napon vettink a fulvénabol 1ml vért, melyet indirekt
ELISA-val vizsgaltam (Ausubel és mts., 1996).

3.8.2. Indirekt ELISA

Az ELISA lemezre lyukanként 100ul 2 pug/ml-es trx-FhiB-His fuzids fehérjét vittem fel és egy
éjszakan at hagytam felkétédni 4°C-on. A tdbbi lépést szobahémérsékleten végeztem. A
lemezt haromszor mostam 1 x PBS pufferrel, majd 1 6raig inkubaltam blokkol6é oldattal
(10mM Tris-HCI (pH=7,4), 150mM NaCl, 2% BSA). Ujabb mosas utan a nyulbél nyert

szérumbdl készUlt higitasi sort vittem fel a lemezre és 2 6rat allni hagytam. Mosast kévetéen
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a lemezt alkalikus foszfatazzal konjugalt szamar anti-nyul 1IgG-vel (Sigma-Aldrich) inkubaltam
(1:5000 higitas blokkol6 oldatban) egy 6ran at. Mosas utan 100ul dNPP-t vittem a lemezre,
a szin kialakulasaig so6tétben tartottam, majd a reakciét 200ul 2M NaOH hozzaadasaval
allitottam le (Ausubel és mts., 1996). ELISA olvasoéval 405 nm-en olvastam le az eredményt
(3.1. abra). Mivel mindkét nyul jol valaszolt a beadott antigénre, a nyulakat egy héttel a
harmadik emlékeztetd oltas beadasa utan elvéreztettilk, és a nyert szérumbdl IgG frakciot

tisztitottam, amelyet Western hibridizacios kisérletekben vizsgaltam tovabb.

3.8.3. 1gG frakci6 tisztitas

A nyulakbdl elvéreztetés utan 100 ml vért nyertiink. A vérbdl a Current Protocols in Molecular
Biology cim( kdnyvben leirtaknak megfeleléen nyertem szérumot (Ausubel és mts., 1996).
Az IgG frakcid kicsapasahoz egy térfogat 33%-os telitett ammaonium-szulfat (sAS) oldatot
adtam alland6 keverés mellett cseppenként két térfogat szérumhoz. Harom éra allando
4°C-on torténdé keverés utdan a mintat lecentrifugaltam (12000 x g, 20 perc 4°C), a
csapadékot az eredeti szérum térfogatnak megfelel6 mennyiségl 33%-0s sAS oldatban
szuszpendaltam fel. Ujboli centrifugalds utdn a csapadékot az eredeti szérumtérfogat
egytizedének megfelel6 mennyiségli 1x PBS pufferben oldottam fel. A tisztitott szérumot az
ammonium-szulfat teljes eltavolitasa érdekében 24 6ran at 4°C-on dializaltam 2 x 11 felvivé
pufferrel (20mM Tris-HCI (pH=8,0), 25mM NaCl, 0,02% NaN3) szemben. A szérumot tovabb
tisztitottam DEAE Affi-Gel Blue Gel oszlopon (Bio-Rad). A szérum tisztitasahoz az eredeti
szérum térfogatnak megfelel6 mennyiségu toltetet (50 ml) hasznaltam. Az oszlopot 3 térfogat
felvivé pufferrel mostam, és 10ml-es frakciokat szedtem. A tisztitott antiszérumot 4°C-on
taroltam 0,1% NaNj3 mellett (Ausubel és mts., 1996).

,,,,,

A poliakrilamid gélt futtatas utan 30 percig razattam Towbin pufferben (25mM Tris-HCI
(pH=8,3), 192mM glicin, 20% metanol). A fehérjetranszfert Hybond"-ECL" (Amersham
Biosciences) nitrocelluléz membranra Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophorethic Transfer
Cell (Bio-Rad) készilékben végeztem, 30 percig 25V-on (Ausubel és mts., 1996).

A Western hibridizaciét a Current Protocols in Molecular Biology cimi konyvben leirtaknak
megfelelen végeztem (Ausubel és mts., 1996). A poliklondlis anti-FhIB ellenanyagot
szazszoros, a masodlagos ellenanyagot (szamar anti-nyul IgG tormaperoxidaz konjugatum
(Amersham Biosciences)) 10000-szeresre higitasban alkalmaztam. Az el6hivas ECL illetve

ECL* (Amersham Biosciences) reagenssel tortént a gyarté cég instrukcidit kdvetve. A
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membranra rontgen filmet (Medifort SFB) tettem és megfelel6 expozicids id6 utan a filmet
el6hivtam (Ausubel és mts., 1996).

Az elkészult ellenanyag ellenérzéséhez T. litoralis 6sszfehérjét valasztottam el SDS
poliakrilamid gélen. A szérumokbdl kildnbdz8é higitasokat készitettem, és ezekkel
hibridizaltam a membranokat (3.1. abra). A kisérletet elvégeztem kontrol szérummal is. JoI
lathatd, hogy a kontrol szérummal nem kaptam jelet, tehat az altalam készitett ellenanyag

valoban a FhiB fehérjét ismeri fel.

R Anti-FhiB szérum higitas . 10x konirol
neir o e 20 B0 T pamee SRR
03 |
0,25 ‘
| —30 kDa
£ 0z §
5 | o kantral
g 015 01, wér : - _
g a2 e - 2 kDa
0,05 4 |
. , N
260 A0 00 2000 —14 kDa
higitas

3.1. abra Az egyik trx-FhIB-His fuziés fehérjével immunizalt nydl immunvalaszanak ellenérzése
indirekt ELISA-val (A), és a 3-as nyulbdl nyert anti-FhIB ellenanyag ellenérzése Western
hibridizacioval (B). A Az 1. vér” az els6 emlékeztet6, a ,2. vér’ a masodik emlékeztet oltas utan nyert
vér. A kontrol vér az elsé immunizalas el6tt vett vért jelenti. B A 20ug T. litoralis 6sszfehérje mintat

12%-0s SDS poliakrilamid gélen valasztottam el.

3.9. Sejtfrakciok készitése

A komplementacios kisérletekhez a R. eutropha szolubilis és membran koététt hidrogenaz
enzimet a korabbiakban leirtaknak megfeleléen valasztottam el (Schneider és Schlegel,
1976; Schink és Schlegel, 1979).

A T. litoralis sejteket French Press (ThermolEC, French® Press) segitségével 20000 psi
nyomast alkalmazva tartam fel. A sejttérmelék eltavolitasa (20000 x g, 20 perc, 4°C) utan a
sejtmentes frakciot (fellluszd) szétvalasztottam szolubilis és membran frakciora (100000 x g,
1,5 6ra, 4°C). A membran frakciot ezutan kétszer mostam: a csapadékot 50mM Tris-HCI
(pH=8,0) pufferben szuszpendaltam fel, majd ujra centrifugaltam (100000 x g, 1,5 6ra, 4°C).
A membran frakci6 tisztasagat glutamat-dehidrogenaz aktivitdas méréssel ellenériztem (Ma és
mts., 1994b).
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3.10. Enzimaktivitas mérés

3.10.1. Hidrogén felvevé aktivitds mérése

A hidrogén fogyasat az elektron akceptor szinvaltozasan keresztll kdvettem nyomon Unicam
UV/VIS-UV2 spektrofotométerben a Vision 3.41 szoftver kinetikai mérési modszerét
alkalmazva, légmentesen zarhatdé, 1cm fényudttal rendelkezd kuvettdkban, hidrogén
gaztérben.

A T. litoralis és E. coli aktivitas méréseket 0,4mM benzilviologén jelenlétében végeztem 600
nm-es hullamhosszon 85°C-on illetve 37°C-on. R. eutropha szolubilis hidrogenaz hidrogén
felvevd aktivitasat 0,8mM NAD" jelenlétében, 340nm-en, 33°C-on, ugyenezen organizmus
membran koététt hidrogenaz aktivitasat 570nm-en, 200uM metilénkék redox festék

jelenlétében 52°C-on mértem.

3.10.2. Hidrogén fejleszt6 aktivitas meérése

A hidrogén fejleszté aktivitas mérést gumiszeptummal anaerob zarhatdé szérum Ulvegekben
(Wheaton serum bottle, Sigma-Aldrich) végeztem, 2ml térfogatban, a vizsgalt térzs optimalis
novekedési hémérsékletén. A reakcié elegy 3mM metilviologént tartalmazott, a reakciét
300ul 0,3M koncentracioju Na-ditionit hozzaadasaval inditottam, és a fejlédé hidrogént 5-A
HP MOL-SIV kolonnaval és TCD detektorral felszerelt Agilent Technologies 6890N tipusu

gazkromatograffal detektaltam.

3.10.3. Hidrogén felvevé aktivitas detektalasa nativ poliakrilamid gélben

A frakciok nativ gélen torténd elektroforézise utan a gélt 200ml 1mM benzilviologént
tartalmazé 50mM Tris-HCI (pH=8,0) pufferben helyeztem és 85°C-on, N, gaztér alatt 20
percig inkubaltam. A gazteret H,-re cseréltem, amit tovabbi 30 perc inkubacié kdvetett. Az
enzim lokalizacioja a gélben az enzimaktivitason keresztlil a benzilviologén adott savban
lathaté elredukalasa (kék szin megjelenése) révén detektalhaté. A redukalt benzilviologén
oxigénen elszintelenedik, ezért a reakcidterméket 2-3ml 20mM 2,3,5-trifenil-tetrazélium-
klorid oldat hozzaadasaval fixaltam, mivel a keletkezé piros szini termék mar levegén is
stabil.
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3.10.4. Format-dehidrogenaz aktivitas mérés

A format-dehidrogenaz kimutatasara tébb redox festéket kiprobaltam, melyek a kdvetkezdk
voltak: benzilviologén, DCPIP + PMS, NBT, TTK. A reakciét 200ul 0,1M koncentracioju
Na-format hozzaadasaval inditottam. A format bontasat az elektron akceptor szinvaltozasan
keresztil kdvettem nyomon Unicam UV/VIS-UV2 spektrofotométerben a Vision 3.41 szoftver
kinetikai mérési modszerét alkalmazva, légmentesen zarhaté, 1cm fényuttal rendelkezé

kivettakban 85°C-on, nitrogén gaztérben.
3.10.5. Format-hajtott hidrogenaz aktivitas mérés

A mérést gumiszeptummal anaerob zarhaté szérum Uvegekben (Wheaton serum bottle,
Sigma-Aldrich) végeztem 85 °C-on, 2ml térfogatban. A reakciét 200ul 0,1M koncentraciéju
Na-format hozzaadasaval inditottam, és a hidrogén fejlédést 5-A HP MOL-SIV kolonnaval és
TCD detektorral felszerelt Agilent Technologies 6890N tipusi gazkromatograffal

ellendriztem.

3.11. Bioinformatikai médszerek

A DNS és fehérje szekvenciak 6sszehasonlitdsa és az adatbazisban val6 keresés a BLAST
programmal tértént (www.ncbi.nih.nim.gov/BLAST). A fehériek aminosav sorrendjének
Osszevetései ClustalWW 1.8 programmal (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-
align.html) késziltek. A transzmembran hélixek predikciéjara a HMMTOP Version 2.0

programot hasznaltam (http://www.enzim.hu/hmmtop/index.html) (Tusnady és Simon, 2001).

3.12. Accession numbers
A 10474 bp hosszu Thermococcus litoralis genom régié mely tartalmazza az fhl operont az

AF039208, a hypCD géneket tartalmazé 4183 bp hosszu régié az AF319635 accession

number alatt talalhatdé a GenBank adatbazisban.
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Torzsek és
plazmidok

Tulajdonsagok

Referencia és forras

Torzsek

Thermococcus litoralis
DSM 5473

Escherichia coli torzsek

XL1-Blue MRF’

BL21 (DE3)
BL21(DE3)-Codon Plus
-RIL

XLOLR

MC4100

DHP-C
DHP-D

Ralstonia eutropha
térzsek

H16

HF338

HF340

Plazmidok

pBluescript KS,SK+/-
pBluescribe 19+
pBK-CMV
pET32a(+)

pHRP309

pRK415
pBSP-
pTERP
pTLHDP
pLhyp
pHCD5
pHCD6

pHCD11

pTHD

A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi-
1, recA1, gyrA96, relA1 lac [F’ proAB lacPM15ZA Tn10 (Tet))]°
E. coliB F ompT hsdS(rg- mg-) dcm gal A(DE3)

E. coli B F ompT hsdS(rs- mg-) dem+ Tet gal A(DE3) endA
Hte [argU ileY leuW Cam']

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 thi-1 recA1
gyrA96 relA1 lac [F’ proAB lacl’ZA M15Tn10 (Tet)]° Su” A’
araD139 A(argF-lac)U169 ptsF25 relA1 fIbB5301 rpsIL50
deoC1 rbsR

MC4100, AhypC

MC4100, AhypD

vad tipus
H16, 4hypD
H16, ahypC

lacZ’, ColE1 ori, f1 ori, Ap"
lacZ’, ColE1 ori, f1 ori, Ap"
lacZ’, pUC ori, f1 ori, Neo"
lacl, pBR322 ori, f1 ori, Ap"

IncQ, mob*, Gm'

RK2 alapu, széles gazdaspecifitasu plazmid, Tc'
pBluescribe19+ Pstl hasitd hely nélkl

tetR promotert és RBS-t tartalmazd pBSP-, Ap'

T. litoralis hypD génrél késziilt 0,3 kb hosszi PCR fragment,
pBluescribe 19+ Hincll helyen

7,5 kb EcoRI T. litoralis genomi DNS fragment (dapA, hypCD,
aat) pBK-CMV, Neo' plazmidban

3,5 kb Bglll-EcoRI T. litoralis genomi DNS fragment (hypCD,
aat) pBtSK+, Ap' plazmidban

1,9 kb T. litoralis genomi DNS Sacl-EcoRI fragment (aat)
pBtKS+, Ap' plazmidban

1,6 kb T. litoralis genomi DNS Xbal-Sphl fragment (hypCD)
pBS19+, Ap' plazmidban

T. litoralis hypD gén pTERP, Ap' plazmidban

Neuner és mts. (1990)

Stratagene

Stratagene

Stratagene

Stratagene

Casadaban és Cohen
(1979)

Jacobi és mts. (1992)
Jacobi és mts. (1992)

DSM428, ATCC17699
Dernedde és mts. (1996)
Dernedde és mts. (1996)

Stratagene

Stratagene

Stratagene

Novagen

Parales és Harwood
(1993)

Keen és mts. (1988)
Takacs és mts., (2001)
Takacs és mts., (2001)
Takacs és mts., (2001)

Takacs és mts., (2001)

Takacs és mts., (2001)

Takacs és mts., (2001)

Takacs és mts., (2001)

Takacs és mts., (2001)
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pTHC
pHTHD

pHTHC

pHypC
pLHU1/1

pFhi1

pFhI2

pFhI3

pFhi6

pFhI7

pFhI10

pFhI17

pET32a+fhiB

T. litoralis hypC gén pTERP, Ap" plazmidban

T. litoralis hypD gén tetR promoterrel és RBS-sel pHRP309,

Gm' plazmidban

T. litoralis hypC gén tetR promoterrel és RBS-sel pHRP309,

Gm' plazmidban

hypC gén pBS19+, Ap' plazmidban

0,4 kb hosszu Pstl-Accl T. litoralis genomi DNS fragment
pBtSK+, Ap' plazmidban

3,3 kb hosszu EcoRI T. litoralis genomi DNS fragment
(fhlA,B,C’) pBK-CMV Neo' plazmidban

0,6 kb hosszu Accl T. litoralis genomi DNS fragment
pBtKS+, Ap' plazmidban

1,1 kb hosszu Accl T. litoralis genomi DNS fragment
pBtKS+, Ap' plazmidban

5,3 kb hosszu EcoRI-Xbal T. litoralis genomi DNS fragment
(fhlA,B,C,D’) pBtSK+, Ap' plazmidban

1,9 kb hosszu Xbal-Pstl T. litoralis genomi DNS fragment
pBtSK+, Ap' vektorban

0,3 kb hosszu BamHI-Xbal T. litoralis genomi DNS
fragment pBtSK+, Ap' plazmidban

5,4 kb hossztu BamHI-EcoRV T. litoralis genomi DNS
fragment (fhID’,E,F,G,H,orf1’,3") pBtKS-, Ap’ plazmidban
fhiB gén egy darabja pET32a(+) expresszios vektorban

Takacs és mts., (2001)
Takacs és mts., (2001)

Takacs és mts., (2001)

jelen dolgozat
Rakhely és mts., (1999)

jelen dolgozat

jelen dolgozat

jelen dolgozat

jelen dolgozat

jelen dolgozat

jelen dolgozat

jelen dolgozat

jelen dolgozat

3.1. tablazat A munka soran hasznalt térzsek és plazmidok.

primer neve primer szekvencia

hypDO01 5 GTTGTGGCTGGCTTTGAGCC &
hypD02 5 TCCTCTAAGGACTGCCCCACA 3’
RP1TETO1 5 TGCAGCTTGACACTTTATCACTG 3’
TLHYPPE 5" GAACTATAACGTAATCACCAACTTTAACGTCC ¥
TLHCO1 5 ATGTGTTTAGCAATGCCCG 3’
TLHCO2R 5 TCACTCCTCCACGAGTTTC 3’
TLHYPDO1 5 ATGGAACTTTCGATTTTTCAAG 3’
fhl02N 5 ACTGCTGCTGAGCCTGATTC 3
fhlO3R 5 TCAGTGGTGTAAATAGAGAC 3
fhi805 5 CCTTTATGATGCCGTCAA 3

fhi806 5 GAGCCTGATTCTGGTGGA 3
fhi8frC1 5 CCTCACCACCTCTAGGTAGT 3
fhl05 5 CCAGTCGTCAGGAAGTATCA &
fhi10 5 GGAGCAATATGGTTCGAGAG 3’
prc2pcp 5 CTCATCGAGACATCCGAACT 3’

3.2. tablazat A munka soran hasznalt primerek nukleotidsorrendje.
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4. Eredmények és targyalasuk

4.1. A hidrogenazok éréseében szerepet jatszé gének vizsgalata T. litoralis-ban

Az irodalmi bevezetdben ismertettem, hogy a kisegité fehérjék egy része specifikus
egy adott hidrogenazra, masok az 0sszes — a sejtben jelen 1év6 — enzim éréséhez
szlikségesek. Felmerll a kérdés, hogy ezek a pleiotrép hatasu fehérjék heterolég gazdaban
Iévé mas hidrogenazok poszttranszlacios érését is képesek-e katalizalni. Az irodalomban
egy példat talaltunk ilyen jellegl vizsgalatokra, ahol kimutattdk, hogy a Thiocapsa
roseopersicina BBS HypF fehérje kicserélheté a Rhodobacter capsulatus illetve a R.
eutropha HypF enzimeivel, viszont nem képes helyettesiteni az E. coli HypF fehérjéjét
(Fodor és mts, 2001).

A hipertermofil hidrogenazok heterolog termeltetéséhez elengedhetetlendl szikséges
az az ismeret, hogy a hipetermofil illetve a potencidlis heterolég gazda hidrogenaz
enzimeinek érési folyamatai mennyire kompatibilisek egymassal. Ezekre a kérdésekre

kerestem a valaszt a kdvetkez6 fejezetekben leirtak szerint.

4.1.1. A hypCD géneket tartalmaz6 genomi régio izolalasa T. litoralis-bol

Munkam els§ lépésének <célia az volt, hogy kimutassam a mezofil
mikroorganizmusokban mar ismert, a hidrogenazok éréséhez sziikséges fehérjéket kodold
gének jelenlétét T. litoralis-ban. A kisérletek idején még nem alltak rendelkezésre olyan
genomi adatok, amelyek alapjan ezeket a géneket szamitégéppel azonositani lehetett volna.
A hypD gént, ami egy konzervalt, pleiotrép fehérjét kodol, eddig minden [NiFe] hidrogenazt
tartaimazé mikroorganizmusbol  sikeriilt izolalni. Altaldban mas, a hidrogenazok
bioszintézisében szerepet jatszd fehérjéket kddold génekkel egy operonban helyezkedik el a
genomban.

A mar ismert HypD fehérjék aminosav sorrendjének dsszevetése alapjan (4.1 abra)
két konzervalt régiéra tervezett specifikus primer parral (hypDO01, hypD02) amplifikaltam ki
egy 0,3 kb hosszu T. litoralis genomi régiot. A felszaporitott fragmentum klénozast kovetd

(pTLHDP) szekvencia analizise igazolta, hogy egy hypD tipusu géndarabot sikerilt izolalni.
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mj: Methanococcus

s

0 fajokbol szarmazo6 HypD fehérjék aminosav sorrendjének 0sszevetése.

abra Kilonboz
jJjannaschii, ph: Pyrococcus horikoshii, aleu: Alcaligenes eutrophus (Ralstonia eutropha), brja:

A PCR soran alkalmazott hypD01 és hypD02 primerek elhelyezkedését nyilak jeldlik. Az abra nem a

Az abran hasznalt roviditések: mbta: Methanothermobacter thermoautotrophicus

teljes fehérje szekvenciat csak a szamunkra érdekes C-terminalis régiét mutatja.

Bradirhizobium japonicum, ec: Escherichia coli.
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hasitasi térképe, a nukleotidsorrend meghatarozas soran hasznalt szubklonok, és a kisérletekben
felhasznalt primerek pozicidja.

A fragmentumot megjeldltem és a T. litoralis genomi DNS-éb6l készilt EcoRl
fagkonyvtarbol plakkhibridizaciét kovetéen a pozitiv jelet mutaté fagok kozil egyet
kivalasztottam. Ebbdél ugrasztottam a 7,5 kb hosszi genomi régiét tartalmazé fagemidet
(pLhyp). A teljes szakaszbdl egy 3,5 kb hosszu régié (pHCDS) szekvenciajat szubklonozast
kévetden mindkét szalon meghataroztam. A szubklénozas menete a 4.2. abran lathat6. A
régioban négy nyitott leolvasasi keretet azonositottam. Ezek koézil a két kbézépsd orf
szekvenciajabdl szarmaztatott feltételezett fehérjék hasonlosagot mutatnak mar ismert HypC
és HypD fehérjékkel. A masik két orf a hidrogenaz bioszintézis szempontjabdl irrelevans
fehériéket kodold génekhez hasonléak. Az els§ orf szarmaztatott terméke 35-40%-o0s
azonossagot mutat bakteridlis és archaebakterialis dihidropikolinat szintaz fehérjékkel
(DapA), mig a negyedik orf olyan fehérjét kddol, amely 84%-ban azonos Pyrococcus furiosus
alanin aminotranszferaz enzimével (Aat) (gb:AAF65616). Az eredmények azt mutatjak, hogy
T. litoralis esetében a kisegité gének elszértan helyezkednek el a genomban. A tdbbi hyp
gént nem izolaltuk, mert a kozeli rokon fajok id6kdzben elkészilé genomszekvenalasai
feltartak, hogy ezekben a hipertermofil torzsekben is megtalalhaté a [NiFe] hidrogenazok
éréséhez szilkséges Osszes gén, amelyeket mezofil mikroorganizmusokbdl mar ismerink,

€s ez egy nagyon hasonlo, vagy azonos érési utvonal meglétét bizonyitja.
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4.1.2. A hypC és hypD géntermékek jellemzése

A nukleotidsorrendbdl szarmaztatott T. litoralis HypC fehérje 75 aminosav hosszu, E.
coli HypC-vel 29%-os (gb:AAC75770), R. eutropha ugyanazon fehérjéjével 43%-os
(gb:AAP85771), és altalaban 30%-0s azonossagot mutat mezofil mikroorganizmusok HypC
fehérjéivel. A HypC egy chaperon fehérje, amely tartalmaz egy konzervalt
M-C-(L/1/V)-(G/A)-(L/I/V)-P motivumot, ami a hidrogenaz nagy alegység egyik ciszteinjével
Iép kélcsbnhatasba az érés soran. (Magalon és Bdock, 2000b). Ez a motivum a T. litoralis
HypC fehérjében is megtalalhaté.

Az in silico leforditott T. litoralis HypD fehérje 38 illetve 39%-0s azonossagot mutat E.
coli (gb:AAN81738) illetve R. eutropha (gb:AAP85772) megfelel6 géntermékével, és 37-
45%-0s azonossag figyelhetd meg egyéb, mezofil eredeti HypD fehérijék aminosav
sorrendjével.

Mind a bakterialis mind archaebakterialis eredetii HypD fehérijék aminosav
szekvencidja tartalmaz néhany er8sen konzervalt motivumot. Kbézel az N-terminalishoz
talalhaté a CGxHxH motivum (motivum 1), melyet CPVC kovet (motivum 2) és végul a
fehérje C-termindlis végeén talalhatoé négy cisztein: Cx12,CxsCx46C elrendezésben (motivum 3).
Az E. coli HypD harmas motivum ciszteinjeinek mutagenezise a fehérje destabilizaciéjahoz
vezetett, az egyes és kettes motivum ciszteinjeinek lecserélése pedig inaktivva tette a
fehérjét, igy mindharom esetben hianyzott a sejtekbdl a hidrogenaz aktivitas (Blokesch és
Bdck, 2006). A harom fent emlitett motivum mellett tovabbi két konzervalt régi6 is talalhato a
fehérie kozeps6 régidjdban: GFETT és PxHVSx3G. Ezen motivumok mindegyike

megtalalhatd az izolalt hypD gén altal kodolt fehérjében.

4.1.3. A transzkripcios iniciacids hely, a transzkripciohoz szikséges elemek

A primer extenzié kisérletek megmutattak, hogy a transzkripcios iniciaciés pont 12
bazisparra talalhaté 5 iranyban a hypC startkodonjatol. A hypCD géneket tipikus
archaebakterialis promoter el6zi meg. A —26/-27-es régiéban TATA box (korabban Box A), a
transzkripcios starthely kozelében INR (initiator element) szekvencia (korabban Box B), a
-33/-34 pozicibban a BRE (transcription factor B recognition element) régiét alkoté két
adenin jelélhetd ki (Soppa, 1999). A hypC és hypD géneket tizenkét nukleotid valasztja el
egymastol, és valoszinlileg egy transzkripcios egységet alkotnak. A hypD gén stop kodonja
utan 9 nukleotiddal egy T-gazdag régi6 talalhatd, ami transzkripcios terminacios szignalként

szolgalhat (Brown és mts., 1989).
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4.3. dbra A hypCD gének promoter régidja és a transzkripcids starthely térképezése.
A transzkripciés starthelyet nyil, a riboszémalis kétShelyet aldhiuzas, a promoter régié elemeit

vastagon szedett betik jeldlik. (PE: primer extenzid)

4.1.4. A hypC és hypD gének transzlacidja

A hypC és hypD gének el6tt tipikus riboszémalis kétéhelyek talalhatok (Id. 4.3. abra),
amelyek igen hasonlitanak a baktériumok Shine-Dalgarno szekvenciaira. Azonban a hypC
gént megeldz6 riboszoma koétdhely csupan két nukleotidra van a transzkripcids iniciaciés
helytl (4.3. abra), ami a baktériumok esetén tul révidnek szamitana. Ez nem tul nagy
tavolsag, de van példa arra, hogy a transzkripcios starthely ilyen kodzel helyezkedik el a
riboszomalis kétéhelyhez. Egy hasonléan rovid, négy bazisparos szakasz el6zi meg a P.
furiosus lexA génjének riboszémalis koétdhelyét (Brinkman és mts., 2000), ami arra mutat,
hogy a 5 nem-transzlalédo régiéo megléte nem altaldnos kdvetelmény az archaebakterialis
transzkriptumok esetén. Erdekességként megemlitem, hogy a legljabb eredmények azt
mutatjak, hogy szamos olyan archaebakterialis gén van, ahol a transzlacio és a transzkripcié
kezd8&pontja egybeesik (Londei, 2007).

Annak érdekében, hogy kimutassuk, a T. litoralis hypC és hypD génjeinek
transzlacios szignaljai funkcionalisak E. coli-ban, a HypC és HypD fehérjéket radioaktivan
jelolve termeltettem E. coli BL21(DE3) torzsben a pHCD11 és pHypC klénokat hasznalva fel,

a T7 promoter/T7 RNS polimeraz alapu expresszids rendszerben (Tabor és Richardson,
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1985). A fehérjéket SDS-PAGE utan autoradiografiasan detektaltam. A kapott fehérjék
mérete megfelel a vart molekularis tdmegnek: 8 és 42 kDa (4.4. abra). Ebbdl azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy az E. coli transzlacios apparatusa képes a gének transzlacios
szignaljait felismerni és a géneket polipeptidekké atirni. Az eredmények arra is utalnak, hogy
a keletkezé polipeptidek intakt, szolubilis formaban képz&dnek, ellenallnak a gazdasejt

protedzainak és reményeink szerint aktivak.

kDa 1 2 3 4 kDa 1 2 3
B 220
75 mmm
g7 -
50 W
66 mmm
35 .
45 HypD
P
30—
25 w— 30 =
15 o 21
HypC
10 = -» 14 == HypC
>

4.4. abra A hypC és hypCD gének heterolég expresszidja a T7 promoter/T7 RNS polimeraz alapu
expresszids rendszerben.

A. 1. sav: pBS19+ E. coli BL21(DE3) térzsben, B. 1. sav: pHCD11 E. coli BL21(DE3)

0,4mM IPTG-vel indukalva 2. sav: pHypC E.
coli BL21(DE3) torzsben 0,4mM IPTG-vel
indukalva 3. sav: pBS19+ E. coli BL21(DE3)
torzsben 4. sav: pHypC E. coli BL21(DE3)
torzsben. A fehérigk S* izotoppal voltak
jeldlve, és 12%-os SDS-poliakrilamid gélen
lettek elvalasztva.

torzsben, 0,4mM IPTG-vel indukalva; 2. sav:
pBS19+ E. coli BL21(DE3) térzsben, 0,4mM
IPTG-vel indukalva; 3. sav: pBS19+ E. coli
BL21(DE3) torzsben. A fehérjék S* izotoppal
voltak jeldlve, és 12%-os SDS-poliakrilamid

gélen lettek elvalasztva.

4.1.5. A hypC és hypD gének funkcionalis vizsgalata heterolég gazdaban

A fenti fejezetekbdl kiderdl,

hogy a hipertermofil archaebaktériumokban is a

mezofilekre jellemzd hidrogenaz érési folyamat feltételezhetd, igy elképzelhetd, hogy
képesek a megfelel§ mutans hattérrel rendelkez6 gazda fehérjéjét helyettesiteni. Az

archaebaktériumok transzkripciés sajatsagai az eukaridtakra, mig a transzlacio

mechanizmusa, a transzlaciés szignalok inkabb az eubaktériumokra hasonlitanak. Az el6z6
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fejezetben lattuk, hogy a HypCD fehérjéket az E. coli képes termelni, amennyiben valamilyen
modon biztositjuk a bakteridlis rendszernek megfeleld transzkripcios szignalok jelenlétét (T7
promoter/T7 RNS polimeraz rendszer). Azonban ez a transzkripcid komplementacios
kisérletekhez nem hasznalhatd, mert tul erés az expresszioé és ez negativan befolyasolhatja
az érési folyamatokat. Ezért a tetraciklin represszor gén promoterét alkalmaztam, amelyet
mar E. coli-ban sikerrel hasznaltak komplementaciés kisérletekben (Fodor és mts., 2001) és
viszonylag gyenge transzkripciot biztosit.

Olyan konstrukciokat hoztam létre, amelyekben a vizsgalt gének expresszidjat a
tetraciklin represszor gén regulacios elemei biztositottak. A tefR gén tetraciklin jelenlétében
indukalddik, annak hianyaban egy bazalis alacsony szintli transzkripcié figyelheté meg, ami
biztositja a tetA és tetR gének TetR fehérje altali repressziojat. Mind a két gén expresszidjat
a tetraciklin indukalja (Altenbuchner és mts., 1983).

A hypC és hypD heterolég funkcionalis tesztjét E. coli illetve R. eutropha mutans
torzseiben vizsgaltam. E. coli a legaltalanosabban hasznalt gazdasejt heteroldg expresszios
kisérletekben és tobb hidrogenazt is tartalmaz. Azért esett a valasztasunk R. eutropha-ra,
mert membran kotétt hidrogenaza mellett tartalmaz a T. litoralis szolubilis hidrogenazaival
rokon NAD-redukal6 hidrogenazt is.

A HypC-vel térténd komplementacios kisérleteket az E. coli DHP-C térzsben a pTHC,
R. eutropha HF340 térzsében a pHTHC plazmidokkal végeztem. R. eutropha-ban mind a
szolubilis enzim, mind a membran koététt enzim, E. coli-ban csak a 3-as hidrogenaz
aktivitasat vizsgaltam. Egyik esetben sem tortént kimutathatdé komplementacio.

A hypD komplementacié soran a pTHD és pHTHD plazmidokat hasznaltam E. coli
DHP-D illetve R. eutropha HF338 tdrzsekben. E. coli esetében nem talaltam
komplementaciét. R. eutropha-ban a membran kotoétt hidrogenaz nem mutatott hidrogenaz
aktivitast, mig a szolubilis enzim gyenge, de szignifikans (2 + 0,5%) aktivitast mutatott a vad
torzshéz (H16) viszonyitva. Ez arra utal, hogy a T. litoralis HypD képes részt venni a
szolubilis NAD-redukalé hidrogenaz érésében. Mivel kis mértékii komplementaciéd
megfigyelheté volt, feltehetd, hogy a fehérje annak ellenére, hogy egy mezofil gazdaban
termeltettlik, megfelel6 konformaciét volt képes elérni és aktiv volt. Az is elképzelhetd, hogy
a termel6dé fehérjéknek csak egy része volt aktiv. Egy masik lehetséges magyarazat az
alacsony komplementaciéra az, hogy a fehérjék érése soran igen fontos, hogy az egyes
komponensek megfelelé aranyban legyenek jelen a folyamatban és ezt a kisérletben nem
sikerdlt eltalalni.

Feltételezzik, hogy szabalyozhaté promoterek segitségével, és ily modon a
megfeleld sztdchiometria beallitasaval jobb eredmények is elérheték heterolog gazdaban

torténd expresszié esetén.
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4.2. Membran kotott hidrogenaz vizsgalata T. litoralis-ban

4.2.1. A membran kotott hidrogenazt kodold genom régié izolalasa T. litoralis-bol

A T. litoralis két szolubilis hidrogenaza kézll az 1-es génjeit csoportunkban izolaltak
egy masik operon els6 két génjét, melyek a hidrogenaz-1 HyhB alegységét kodold géntdl 5°
iranyban talalhaték 214 nukleotidra, és a hyhBGDA génklaszter génjeivel ellentétes
orientaciojuak. A felfedezett két gén altal kédolt fehérjék kiilonb6zé mikroorganizmusok
format-dehidrogenazainak o és [ alegységével mutattak hasonlésagot. Mivel a format
hidrogénlidzok esetén a format-dehidrogenaz mikoédése kapcsolddik a hidrogenazokhoz
Sawers, 2005), érdemesnek gondoltuk a téluk 3’ iranyban talalhatd genom régiét is
megvizsgalni.

A genom régio izolalasanak pontos menete az Anyagok és médszerek fejezetben
talalhato. A teljes kb. 10,5 kb hosszu genom régid, a szubklénok és az azonositott gének

elrendez6dése a 4.5. abran lathato.

pFhIB
pFhi2 pFhI7
“«— - »
pFhi2 pFhI17
_ pFhIT — - - L
pLHU1/1 pFhI10
-~ -
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] ] 1 1 L1 L1 l
I 1] T T I L] T T I L] T T I L] T T I L] T J T I
fhifrC1
I 5= i > > r =»
fhiA fhiB fhiD thiE orf{* orf¥
: — ~
fhiC thiF thiG hiH
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4.5. abra T. litoralis fhl operon izolalasa és nukleotidsorrend meghatarozasa soran alkalmazott fébb

kiénok és az azonositott, feltételezett gének pozicidja.
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4.2.2. Az fhl operon

Az Osszesen 10474 bp hosszd genom szakaszon 06sszesen tiz olyan nyitott
leolvasasi keret talalhatd, melyek in silico szarmaztatott géntermékei hasonlitanak az
adatbazisokban eléforduld olyan fehérjékhez, amelyekhez sikerllt mar valamilyen funkciot
tarsitani. Ezek kozil nyolc elrendezédésik alapjan egy operonban helyezkedik el.

Az egyetlen olyan mikroorganizmus melyben hasonlé felépitési operont talalunk, a
Pyrococcus abyssi. Az emlitett mikroorganizmus teljes genom szekvenciaja meghatarozasra
kerilt (Cohen és mts., 2003) és az emlitett operon az annotacié soran a hidrogenaz-4 illetve
format hidrogénliaz nevet kapta, de eleddig nincs az irodalomban adat arra vonatkozoéan,
hogy fehérje szinten is megvizsgaltak volna az operon altal kodolt feltételezett
fehérjekomplexet. A T. litoralis kozeli rokonaiban, mint pl. a legalaposabban tanulmanyozott
P. furiosus-ban nem talalhaté hasonlé operon, igaz a genomban szétszértan megtalalhatok
hasonl6 fehérjéket kddold gének.

A nukleotid sorrendbdl szarmaztatott aminosav sorrend alapjan adatbazisokbdl
nyerhetd adatokat a kdvetkezd pontban taglalom. Az operonhoz nem tartozé két feltételezett
gén (orf 1°, orf 3’) altal kédolt polipeptidek Na+/H+ antiporterek alegységeivel mutatnak
hasonlosagot.

A fhIA gén elétt tipikus archaebakterialis promoter talalhatdé TATA box, INR (initiator
element) és BRE (transcription factor B recognition element) elemekkel (Soppa, 1999)
(4.6. abra).

A BRE
TAGAGAATTCTTAAAAACTTTACATATAACTAGATCTGGGAA
TATA INR

CACTTATGATCACGTGGACATAATTGTACATGTATACATGCT

GGAGGGAAAAACATGCAAATCATTACCTGCCCATATTGCGG
M Ql I T C P Y C G

Ly FhIA

GGGTGCTCGATCACTICGAGTCCAACTTTT

4.6. abra A T. litoralis fhl operon promoter régidjanak képe. Az archaebakteridlis promoterekre
jellemz6 TATA, INR és BRE régidkat vastagon szedett betlikkel, a riboszomalis koétéhelyet
alahuzéassal jeldltem. B T. litoralis fhl operon feltételezett transzkripcidés terminacios szignalja. A

hairpin-loop képzésre alkalmas szekvenciat alahuzassal jeléltem.
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Mind a nyolc fhl gént konzervalt riboszomalis kotdhely elézi meg (Brown és mits.,
1989). A legtdbb esetben az egymast kdvetd gének utolso illetve elsé egy-két nukleotidja
azonos, azaz a gének atfednek vagy csak két-harom bazisparos hézag talalhatdé koztuk.
Ebbél az elrendezésdl arra kdvetkezthetiink, hogy a nyolc gén transzkripcidés egyseget alkot.
Egyetlen egy helyen fhIC és fhID kdzétt taldlhaté nagyobb, 78 bp hosszu tavolsag. Annak
ellen6érzésére, hogy itt megszakad-e a transzkripci6 RT-PCR kisérletet végeztink a
fhIO3R-fhI02N primerparral, ahol egy 417 bp hosszu terméket vartam. Ennek eredménye,
mely azt mutatta, hogy a fhIC és fhiD gének egylttesen irédnak at, a 4.7. abran lathaté. Egy
masik kisérletben az operon végére tervezett thi8frC1 primerrel készitett cDNS-en végeztem
PCR-t az operon kiildonb6z6 régioira tervezett primerekkel, ennek eredménye is azt mutatta,

hogy az fhlA-H gének egy transzkripten helyezkednek el (nem bemutatott adat).

s Al

492- il -500
369 Wiy "
246- -250
123

v R

M1 RT+ RT- gk M2
T 'r' [t 'j T
fhil2h fhid3R

. b >

fhiC’ fhir

4.7. abra T. litoralis cDNS-en fhlO3R-fhlI02N primerparral végzett RT-PCR eredménye. A kép két
oldalan a markersavok mérete van feltiintetve bazisparban. M1: 123 bp-os DNS marker (IRL);
RT+: reverz transzkriptaz jelenlétében végzett reakcid; RT-: reverz transzkriptaz nélkil végzett
reakcio; gK: genomi DNS-en végzett kontrol kisérlet; M2: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas).

A termékeket 2 %-os agardz gélen valasztottam el.
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Az operon utols6 génje (fhIH) utan taldlhaté egy hairpin-loop struktura képzésére
alkalmas 5 nukleotid altal elvalasztott palindrom szekvencia, amit egy oligo(dT) régio kovet
(4.6. abra). Ez jellegzetes transzkripcios terminacios szignalja sok archaea fehérje kodolo

génjének (Brown, 1989).

4.2.3. A fhl gének termékeinek részletes leirasa

Az fhl operon géntermékeinek egyes tulajdonsagai a 4.1. tablazatban talalhatok.

FhlA. Az alegység 33%-0s azonossagot mutat M. formicicum (sp:P06131) és 29%-os
azonossagot E. coli format-dehidrogenazanak (Fdh-H) o alegységével (sp:P07658),
P. abyssi format-dehidrogenazanak megfelel6 alegységével (emb:CAB50383) 33%-o0s az
azonossag. A szarmaztatott aminosav sorrend alapjan a fehérje egy [FeS] klaszter
kotbhelyet és egy molibdopterin  kofaktor koétéhelyet tartalmaz, azonban nagy
valdszinliséggel a fehérjében nem molibdén, hanem wolfram talalhatd, ahogy azt mas pterin
kofaktort tartalmazé hipertermofil enzimek esetében talaltak (Kletzin és Adams, 1996). FhlA
format-dehidrogenazok mellett nitrat-reduktazokkal mutat hasonlésagot az adatbazis
keresések soran, amelyek szintén a molibdopterin oxidoreduktaz csalad tagjai.

FhiB. A szarmaztatott aminosav sorrend alapjan ez az alegység 55%-0s
azonossagot mutat P. abyssi format-dehidrogenazanak vas-kén fehérje rokon alegységével
(emb:CAB50382). A tobbi talalat a kilénféle molibdopterin  oxidoreduktazok, kdztik
format-dehidrogenazok vas-kén kotdé alegysége kdzll kerdl ki, melyekkel az azonossag
30-36% kozott van. A fehérjében két ferredoxin tipusi CxxCxxCxxxC motivum van, ami két
[4Fe-4S] klaszter jelenlétére utal a fehérjében. FhIB az E. coli 3-as hidrogenazanak hycB
alegységével 32%-os azonossagot mutat, amelynek a format-dehidrogenaz és a hidrogenaz

kozti elektron transzportban tulajdonitanak szerepet (Meuer és mts., 1999).

gén feltételezett in silico transzlalt molekula suly  membran

funkcio termék mérete (kDa) hélixek
(aminosav) szama®

fhiA format-dehidrogenaz o 637 71,6

fhiB e- transzport fehérje 165 18,5

fhiC 448 49 13

fhiD 603 65,7 15

fhiE 293 32 7

fhiF hidrogenaz nagy alegység 546 62,4

fhiG e- transzport fehérje 165 18,7

fhiH hidrogenaz kis alegység 256 29,6

4.1. tablazat A T. litoralis membran kotott hidrogenaz alegységeinek feltételezett tulajdonsagai.
a: Tusnady és Simon (2001)
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FhIC,D.E. Az fhICDE gének a HMMTOP predikciés program alapjan erésen hidroféb
karakterl, membrant atér6 hélixeket tartalmazo fehérjéket kdédolnak. FhiIC, D és E
sorrendben 13, 15 illetve 7 transzmembran hélixet tartalmaz. Szekvencia analizis alapjan az
FhiIC és D az E. coli Nuo komplex L és M, FhIE a Nuo komplex H alegységével, illetve
kilénb6z6 NADH dehidrogenazok, Na(+)/H(+) antiporterek és membran koététt hidrogenazok
alegységeivel mutatnak hasonlésagot. A P. abyssi 4-es hidrogenaz D (emb:CAB50381), B
(emb:CAB50380), és C (emb:CAB50379) alegységeivel sorrendben 56, 36 és 52%-0s az
azonossag.

FhiIF. Az FhiIF fehérjében megtalalhatéak a [NiFe] hidrogenazok nagy alegységére
jellemz6 konzervalt motivumok. Azonosithaté benne az aktiv centrumban |évé [NiFe]
centrum megkotéséért felelds négy konzervalt cisztein (CxxC), ketté az N-, kettd a
C-terminalis régidban, és szintén azonosithaté a fehérje C-terminalis végén a DPCxxCxxH/R
motivum, ahol az alegység érése soran a motivum végén Iévd hisztidin vagy arginin utan
torténik a C-terminalis vég proteolitikus levagasa (4.8. abra). A fehérje 55%-0s azonossagot
mutat P. abyssi 4-es hidrogenaz G alegységével (emb:CAB50378), mig E. coli 3-as
hidrogenaz nagy alegységével (HycE) 46%-0s az azonossag (emb:CAA35550).

Ha aminosavsorrend 0sszehasonlitast készitink kulonb6zd eredetl hidrogenazok
nagy alegységeével, vilagossa valik, hogy az enzim a 4-es tipusu membrankotott energia
konzervalé hidrogenazok csaladjaba tartozik, melyek kozott talaljuk a format hidrogénliaz
komplexekben talalhatdo hidrogenazokat. Azonosithatdé benne az az N-termindlis extenzio,
amely ezen csoport format hidrogénliaz komplexet alkotd hidrogenazainak nagy alegységére
jellemzé — mint pl. E. coli Hyck, HyfG —, és aminek a format-dehidrogenazzal valo

kélcsénhatasban tulajdonitanak szerepet (Kinkel és mts., 1998).

P. furiosus HydA 63 R1ICSFCSAARHB@X)DPCISCSVH
P. furiosus ShyA 58 Ricarcyir1Af@32x)DPCI1SCSVH
D. gigas HynA 63 RaAceoveTYVHUSSx)DPCI1ACGVH
R. rubrum  CooH 61 RvecsLCSNSHE@8IX)DPCISCTER
P. furiosus MbhL 66 RMCGICSFSH@MX)DPCLSCTDR
T. litoralis ~ FhIF 224 Ri1cc1cGcFAHREsSX)DPCYSCTER

4.8. abra A [NiFe] klaszter két6 motivum 6sszehasonlitasa kiilénb6zd eredetl hidrogenazok nagy

alegységeiben.

FhIG. Ez az alegység vas-kén klasztert tartalmazé hidrogenaz alegységekkel mutat

hasonlésagot. P. abyssi 4-es hidrogenaz B alegységével (emb:CAB50377) 55%-o0s, E. coli
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3-as hidrogenaz vas-kén fehérjéjével (HycF: gb:ABG70672) 43%-0s azonossag figyelhetd
meg. A fehérjében két ferredoxin tipusu CxxCxxCxxxCP motivum van, ami két [4Fe-4S]
klaszter jelenlétére utal a fehériében. FhiG fehérje mas hidrogenazokban el6forduld
megfelelSinek, mint pl. E. coli HycF az elektron transzportban tulajdonitanak szerepet.

FhiIH. Az FhiH fehérje hidrogenazok kis alegységével mutat hasonlésagot. P. abyssi
4-es hidrogenaz kis alegységével (emb:CAB50376) 55%-0s, E. coli HycG-vel 40%-os az
azonossag. Megtalalhatdé benne az 6sszes [NiFe] hidrogenaz kis alegységére jellemzd
CxxCx,GxCxxxGx,,GCPP (n=61-101, m=24-61) konzervalt aminosav mintazat, ami egy
[4Fe-4S] klasztert kot (4.9. abra). A fehérje C-terminalisan nem talalhaté szignal szekvencia,
ami arra utal, hogy a hidrogenaz a membran citoplazma feléli oldalan helyezkedik el, ahogy
azt a tobbi format hidrogénliaz esetében is feltételezik. Ez az elrendezés arra enged

kovetkeztetni, hogy a komplexnek endogén szubsztratja van.

T. litoralis FhiH 16 ACNEBC (®62x) 6 xC (Bx)G@BX) GCPPREP
P. furiosus MbhJ 38 SCN I C(6B2x) G xC BX)G@4Ix) GCPPR I
R.rubrum  CooL 21 SCNEC(@®B2x) 6 xC Bx)G@4x) GCPPRE
D. gigas HynB 17 ECTEC (89) G xC (3x) G (B0x) GCPPNEB
D. vulgaris ~ HynB 17 ECTEBC (91x) 6 xC (3x) G (B30x) GCPPNE

4.9. abra A [FeS] klaszter kotd motivumok dsszehasonlitasa kilénbdz6 eredetl [NiFe] hidrogenazok

kis alegységében.

Az in silico analizis alapjan egy hat alegységbdl allo6 membran kotott hidrogenazt és a
hozza kapcsolédd format-dehidrogenazt kodold operont izolaltunk. A hidrogenaz a [NiFe]
hidrogenazok négyes csoportjahoz tartozik. Némi eltérést jelent, hogy mig ezek a
hidrogenazok altalaban minimum négy hidrofil és két hidrofob alegységbdl alinak (Hedderich,
2004), az A&ltalunk izolalt operon harom hidrofil és harom hidrofob alegységbdl allé
hidrogenazt kédol. Igaz, a hat alegységbél csak 6t mutat hasonlésagot ismert fehérjékkel,
ezek a hidrogenaz kis és nagy alegysége, a feltételezett elektron transzport fehérje a két
[FeS] klaszterrel, és a két membran kotott alegység. Ezek a fehérjék az izolalt operon altal
kédolt komplexben is azonosithatdék, a hatodik, ismeretlen funkcioju alegység helyett
esetiinkben egy hidroféb fehérje talalhaté. Mivel egy operonban kédolt a
format-dehidrogenazzal, valdszinileg funkcionalisan kapcsoltak és egy — az irodalomban
mar jol ismert — format hidrogénliaz komplexet alkothatnak.

Az altalunk feltételezett komplex fizioldgias funkciojanak felderitésére tébb stratégiat

alkalmaztunk.
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1. Az operon transzkripciés szintli szabalyzasanak a vizsgalata kilénb6z8 novesztési
korulmények kozott.

2. Ellenanyag termeltetés a komplex néhany alegységére, a sejtben vald lokalizacio
meghatarozasara, illetve a tisztitasi Iépések kdvetésére.

3. Format-dehidrogenaz és hidrogenaz aktivitds kimutatdsa T. litoralis membran
frakcidban.

4. A komplex tisztitasa.

4.2.4. Az fhl gének expressziojanak transzkripcid szintl vizsgalata kulonb6zé

novesztési korulmények kodzott

Annak kideritésére, hogy az altalunk izolalt operon expressziodja valtozik-e kulonb6z6
ndvesztési korilmények kozott, abszolut kvantifikacios reverz transzkripciéo kapcsolt Real-
Time PCR kisérleteket végeztem. Azt reméltem, hogy a kapott eredmények informaciot
szolgaltatnak majd, a komplex lehetséges fiziologias szerepérdl. A kisérlet soran komplex
tapoldatot (CM), szénforrasként aminosavakat tartalmazé definialt minimal tapoldatot (D),
illetve ennek maltézzal (DM) és/vagy peptiddel (DP, DMP) kiegészitett valtozatat
hasznaltam.

A 4.10. abran lathaté, hogy az operon a peptidet és aminosavakat is tartalmazé DP
tapoldaton mutatja a legnagyobb transzkripcios aktivitast, szintén magas ez az érték a
peptideket tartalmazé CM tapoldaton, mig igen alacsony a DM és D tapoldat esetén. Ez arra
utal, hogy a komplex fiziolégias funkcidja a peptid illetve aminosav lebontasi utvonalhoz
kapcsolt, valdszinlileg a folyamat soran keletkez f6l6s redukalderd eltavolitasban jatszik
szerepet. Minimal tapoldaton (D) ahol csak aminosavak vannak a tapoldatban
szénforrasként, a torzs meglehetésen gyenge névekedést mutat. Ennek oka lehet egyrészrél
az elégtelen aminosav felvétel, ahol raadasul az esszencialis amonosavak egymassal
versenyeznek, masrészt az aminosavak sokkal instabilabbak magas hémérsékleten, mint a
peptidek (Rinker és Kelly, 1996). D tapoldatban a sejtek valészinlileg nem jutnak elegendd
tapanyaghoz, az aminosavak j6 része feltehetbéen a felépité folyamatokba kerdl, illetve a
lebontas soran keletkez6 intermedierekre a glikoneogenezis soran van szukség, ez

magyarazhatja az fhl operon alacsony expresszios szintjét.
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4.10. abra Kilénb6zb szénforrasok hatasanak vizsgalata fhl operon transzkripcidjara abszolut
kvantifikaciés reverz transzkripcié kapcsolt Real-Time PCR maddszerrel. A kisérlet soran harom
kulturabdl izolalt RNS-en irtam cDNS-t, az fhiH gén 3’ végére tervezett thi8frC1 primerrel. A Real-Time

PCR soran a hidrogenaz nagy alegységet kodold génre tervezett primer part hasznaltam (fhl05-fh110).

Mivel jo6l ismert tény, hogy a nem kén-fiiggé heterotréf hipertermofil
mikroorganizmusok novekedését kén jelenléte serkenti és ennek egyik lehetséges
magyarazata a folos redukald eré H,S formajaban torténd eltavolitasa, a kén fhl/ operon
transzkripcijara gyakorolt hatédsat is megvizsgaltam. Korabban leirtdk, hogy kén
jelenlétében a hidrogenazok aktivitdsa csdkken, hiszen a fo6los redukald erd jo része igy H,S
formajaban tud tavozni (Adams és mts., 2001).

Altalanosan elmondhat6, hogy a kén tartalmd mintaknal kis mértékben, de jobb
novekedést figyeltem meg, mint a kénmentes mintaknal, ami megfelel az irodalomban
leirtaknak (Schicho és mts., 1993). DM tapoldaton ndvesztett sejtekben a kén jelenlétének
nincs hatasa fhl/ operon transzkripciéjara, viszont CM és DP tapoldat esetén jelentls

transzkripcios aktivitasbeli csdkkenés figyelhetd meg (4.11. abra).
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4.11. dbra Kén hatasa fhl operon transzkripciojara kilonb6z6 szénforrast tartalmazoé tapoldatokon. A

kisérlet soran harom kulturabdl izolalt RNS-en irtam cDNS-t, az fh/C gén 3’ végére tervezett thi805

primerrel. A Real-Time PCR soran hasznalt primer par: fhiI805-fhi806 volt.

Mivel rendelkezésre allt az FhIB alegység ellen készitett ellenanyag (Id. Anyagok és
Modszerek), fehérje szinten is vizsgalni tudtam az operon kifejez6dését (4.12. abra). A
Western hibridizacios kisérletek megmutattak, hogy fehérje szinten nincs olyan nagymeértéki
kilénbség az egyes novesztési korilmeények kozott, de itt is kifejezett az FhIB expresszio
magasabb szintje a DP tapoldatban a tobbi vizsgalati kérilményhez képest, és ebben az

esetben jelentds expresszio csdkkenés figyelhetd meg kén jelenlétében.

DM DMS DP DPS CM CMS

4.12. abra Western hibridizacio anti-FhIB ellenanyaggal kil6nb6zé tapoldatokon nevelt sejtekbdl

nyert T. litoralis 6sszfehérje mintan. A fehérjéket 12%-o0s denaturald gélen valasztottam el.
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Eredeti célunk az volt, hogy a komplex tobb fehérjéje ellen is poliklonalis ellenanyagot
allitsunk eld, de végul — technikai okokbdl — csak az FhIB alegység ellen készilt el
hasznalhaté ellenanyag, ezért ezeket a kisérleteket a komplex mas alegységével nem
tudtam elvégezni.

Osszefoglalva az eredményeket, a transzkripcids vizsgalatok alapjan elmondhato,
hogy T. litoralis-ban az fhl operon termékei elsésorban a peptid metabolizmussal allnak
kapcsolatban, hiszen DM tapoldaton nagyon alacsony, mig DP tapoldaton jelentésen
megndvekedett fhl expressziét detektaltunk. Emellett a kénnek negativ hatasa van a gének
kifejez6désére mind CM mind DP tartalmu tapoldaton. A jelenség ugy értelmezhetd, hogy a
peptiden novesztett sejtekben keletkezé felesleges redukald eré egy részét a sejt az Fhl
komplexen keresztil tavolitja el, kén jelenlétében azonban az elektronok mas utvonalon is

tavozhatnak, igy az Fhl komplex szerepe visszaszorul és expresszidja csdkken.

4.2.5. A komplex sejtbeli lokalizaciojanak vizsgalata

Feltételezésunk szerint az altalunk vizsgalt Fhl géntermékek egy membrankomplexet
alkotnak. Ezt arra alapozzuk, hogy a nyolcbdl harom fehérje (FhIC,D,E) transzmembran
hélixeket tartalmaz és a hidrogenaz nagy és kis alegységek is inkabb membrankétott
hidrogenazokkal mutatnak hasonldésagot, mint szolubilis megfelelSikkel. Mivel a FhiB fehérje
aminosav szekvenciaja alapjan hidrofil karakter(i, szolubilis fehérjének tlinik, igy gondoltuk,
ha a membran frakcidéban kapunk az ellene készitett ellenanyaggal jelet, az arra utal, hogy a

tobbi 6t fehérje, és koztik FhIB is kapcsolodik a membranban elhelyezkedd alegységekhez.

SZ1 SZ2 SZ3 MM

4.13. abra T. litoralis frakciokon végzett Western hibridizacié anti-FhIB ellenanyaggal.
SZ1: szolubilis frakcio; SZ2: elsd mosas fellluszéja; SZ3: masodik mosas fellluszoja; MM: kétszer

mosott membran frakcio. A fehérjéket 12%-0s denaturald gélen vélasztottam el.

Az FhIB fehérje nagy része a szolubilis frakcioban talalhaté, a masodik mosas
fellluszojaban mar nem detektalhatd, viszont kimutathaté a kétszer mosott membranban.

Valészinlleg a komplex instabil, a szolubilis alegységek kdnnyen levalnak a membranrdél. Ez
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az irodalombdl is jél ismert jelenség, a 4-es csoport modell enzime az E. coli 3-as hidrogenaz
eleddig egyetlen tisztitott alegységét, a nagy alegységet is a szolubilis frakcidbadl izolaltak, és
ismeretes, hogy a csoportba tartozé hidrogenazok, igen instabil, nehezen tisztithaté enzimek
(Kinkel és mts., 1998) A kapott eredmények tehat arra utalnak, hogy FhiIB a membranhoz
lazan asszocialt fehérje (4.13. abra), és nagy valészinliséggel a tdbbi hidrofil alegység is

hasonldan viselkedik.

4.2.6. Enzim aktivitas mérés T. litoralis membran és szolubilis frakciokkal

4.2.6.1. Hidrogenaz aktivitds mérés

A szakirodalombdl mar ismert, hogy a T. litoralis tartalmaz két szolubilis hidrogenazt,
az ezeket kddolo géneket izolaltak, és a hidrogenaz-1 fehérjét tisztitottak is (Rakhely és mts.,
1999; Toéth és mts., 2002). A membran kotott hidrogenazok meglétét csak a rokon fajokbdl
szarmazo adatokra tamaszkodva feltételezhetjik. Annak kideritésére, hogy van-e
hidrogenaz aktivitas T. litoralis membran frakcidban, méréseket végeztem hidrogén felvevd
és hidrogén fejleszté iranyban. Hidrogén felvevd iranyban benzil-viologénnel illetve
metil-viologénnel is kaptam hidrogenaz aktivitdst. A hidrogén fejlesztd irdnyban szintén
sikerult kimutatni hidrogenaz jelenlétét a membran frakcioban. A membran tisztasagat
glutamat-dehidrogenaz aktivitas méréssel ellendriztem, mely a citoplazmaban és csak a
citoplazmaban igen nagy mennyiségben jelen 1évd fehérje (Ma és mts., 1994b; Sapra és
mts., 2000). A szolubilis frakcié glutamat-dehidrogenaz aktivitasat 100%-nak véve a nem
mosott membranban 50%-ra, egyszer mosott membranban 5%-ra, kétszer mosott

membranban 2%-ra esik vissza az aktivitas.

4.2.6.2. Format-dehidrogenaz aktivitds mérés

Tobb mobdon, kilonbdzé redox festékeket felhasznalva prébaltam mérni
format-dehidrogenaz aktivitast, de sajnos a siker elmaradt. Ennek oka lehet a
format-dehidrogenazok az irodalomban leirt rendkivil nagy érzékenysége oxigénnel
szemben.

Format-hajtott hidrogén fejleszté aktivitas néhany kisérletben kimutathaté volt a T.
litoralis sejtekbdl készitett membran frakcidkban, azonban ez az eredmény nem volt

reprodukalhato.
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4.2.7. Hidrogenaz aktivitas detektalas nativ poliakrilamid gélben

A hidrogén fejlesztd illetve hidrogén felvevd mérésekkel csak a membranfrakcio
0sszhidrogenaz aktivitasat tudom detektalni. Arra voltam kivancsi, hogy 6ssze tudom-e
kapcsolni az anti-FhIB ellenanyag altal adott jelet hidrogenaz aktivitassal. Ennek kideritésére
hidrogén felvevé aktivitasra festettem T. litoralis nativ poliakrilamid gélben elvalasztott
sejtfrakcioit, majd a megfestett gélen Western hibridizaciét végeztem. A kisérlet eredménye
azt mutatja, hogy a gélben azonos pozicidban detektalhaté FhIB fehérje és hidrogenaz
aktivitas (4.14. abra). A nem mosott membran frakciéban (M) megjelenik a szolubilis
frakciora jellemz6 aktivitasmintazat is. A mintafelviteli zsebek aljan 1évé aktivitasfestédést a
gélbe be nem futott fehérjék okozhatjak.

Az FhIB fehérje véletlenll is futhatna ugyanabba a poziciéba, ahol a hidrogenaz
aktivitas is detektalhatd, azonban annak ellenére, hogy az FhIB fehérje nagy része az
elézetes eredmények alapjan a szolubilis frakcidban talalhaté (4.16. abra), a nativ gélben
nem kaptam jelet ezzel a mintaval. Ezért nem valészinl, hogy az FhIB alegység
véletlenszerlien futott volna egyltt a hidrogenazzal, hisz akkor a szolubilis mintaban is

azonos pozicidban meg kellene jelennie.

A B

e
- e e

5Z M M MM SZ M M MM

4.14. abra Hidrogénaz aktivitas festés (A) és Western hibridizacié (B) nativ poliakrilamid gélben
elvalasztott fehérjéken. A SZ: szolubilis frakcid, M: nem mosott membran frakcio, MM: mosott
membran frakcié. B A megfestett gélbdl a fehérjéket nitrocellul6z membranra vittem at, majd anti-FhIB
ellenanyaggal Western hibridizaciét végeztem. Az FhiB jelnek megfeleld hidrogenaz aktivitas savot

nyillal jeldltem.

4.2.8. A komplex tisztitasa

A membran frakciét elsé Iépésben keramia hidroxiapatit oszlopon tisztitottam. A
kapott kromatogram a 4.15. abran lathaté. A gyd(jtétt frakcidkon hidrogén fejleszté aktivitas

mérést végeztem. A 8-10, 22-25 és 28-35 frakciokban detektaltam hidrogenaz aktivitast.
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4.15. abra A T. litoralis membran frakcio tisztitasanak kromatogramja CHT oszlopon.

A legnagyobb hidrogén fejleszté enzimaktivitdst mutatd frakciokat megfuttattam
denaturalé poliakrilamid gélen, és Western hibridizaciét végeztem. A mintakat Colourless
Native poliakrilamid gélen is megfuttattam, mert ez sokkal jobb elvalasztast tesz lehetévé
membran fehérjékre, mint a hagyomanyos nativ-PAGE és megfestettem hidrogén felvevd
aktivitasra. A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a 8-as frakci6hoz FhIB jelet és
hidrogenaz aktivitast is lehet tarsitani (4.16. abra). A 8-as, 30-as és 31-es frakciok aktivitas
mintazata azonos, a tisztitani kivant hidrogenaz egy kis része valodszinileg felkotédik az
oszlopra, de ez a mennyiség Western hibridizacional mar nem mutathaté ki. A gélben
tulajdonképpen két hidrogenaz aktivitasra fest6édé sav van, ezt vagy az Fhl komplex két

kllonb6z6 alakja vagy egy masik membran kotott hidrogenaz jelenléte okozhatja.

B M fr. fr.8 fr.22 fr.30 fr.31

4.16. abra 5-13%-0s CN-PAGE-sel elvalasztott CHT hidrogenaz frakciok aktivitas festése (A), és a
frakciok Western hibridizacioja (B). A Western hibridizaciohoz a fehérjéket 12%-os denaturalod

poliakrilamid gélen futtattam meg. M fr.: a CHT oszlopra vitt kiindulasi membran frakcio.
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A kromatogram kézepén lemosddd hidrogenaz aktivitdshoz (22. frakcid), nem
tarsithatd FhiB jel. Ez az aktivitas sav lehet egy masik membran kotott hidrogenaz vagy a két
mosasi 1épés ellenére a membranfrakcidoban maradt szolubilis hidrogenaz.

A CHT kromatografia soran tehat olyan tisztitasi frakcié nyerhet6 mely hidrogenaz
aktivitassal bir és kimutathaté benne az FhiB fehérje. Sajnos format-dehidrogenaz aktivitas
ebben a frakcioban sem detektalhatdé. A komplex tisztitasa tovabbi kromatografias

Iépésekkel folyamatban van.

4.3. Eredmények targyalasa

Munkam soran izolaltam egy a hidrogenazok érésében szerepet jatszé fehérjéket
kédold operont (hypCD). E gének megléte és az idékdézben elkészilt genom
szekvenalasokbol nyert adatok alapjan a hipertermofil archaebaktériumokban a mezofil
mikroorganizmusokéhoz hasonl6 vagy azzal azonos hidrogenaz érési folyamatokat meglétét
feltételezhetjik.

Megvizsgaltam, hogy a T. litoralis HypC és HypD fehérjéje képes-e funkcionalisan
helyettesiteni a mezofil E. coli és R. eutropha megfeleld fehérjéit. Siker esetén ez
megkonnyithetné hipertermofil mikroorganizmusokbdl nyert fehérjék heteroldg gazdaban
torténd elballitasat. A T. litoralis HypC egyaltalan nem tudta komplementalni a mezofil sejtek
hypC funkcidévesztéses mutacioit és a HypD fehérje esetén is csak igen gyenge
komplementaciot tudtam kimutatni és az is csak a R. eutropha szolublis enzim érési
folyamataban makodott.

A gyenge komplementacié egyrészt annak tudhaté be, hogy a vizsgalt élélények
hémérsékleti optimuma jelentdsen eltér, masrészt az is lehetséges, hogy a komplementacié
soran nem sikerult optimalis mennyiségi aktiv kisegité fehérjét termelni. Az érési folyamat
pedig érzékeny arra, hogy a kisegit6 fehérjék megfelel6 aranyban, koncentraciéban legyenek
jelen.

Az irodalomban egyetlen publikacié jelent meg, amely a kisegit6 fehérjék hetereolog
komplementaciés képességét vizsgalta (Fodor és mts., 2001). A kisérletek alapjan azt a
kovetkeztetést lehetett levonni, hogy bizonyos toérzsek érési folyamatai annyira hasonléak,
hogy a kisegité fehérjéik kicserélhetbek (pl. T. roseopercina — R. capsulatus, R.eutropha),
mig mas esetekben (pl. T. roseopercina - E. coli) ez egyaltalan nem lehetséges. Minél
kbzelebbi az evolucios rokonsag két faj illetve azok hidrogenazai kézott, annal nagyobb az
esélye, hogy a heterolog komplementacié mikddik. Félig-meddig a mi eredményeink is ezt
tdmasztjak ala, hisz a HypD-vel kapott komplementacié csak a R. eutropha szolubilis
hidrogenazan keresztil volt detektalhatdé és ez az enzim a T. litoralis szolubilis

hidrogenazaval viszonylag szoros rokonsagban van.
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Izolaltam egy nyolc génbél allo operont (fhIABCDEFGH), amely in silico analizis
alapjan egy 4-es tipusu, H, fejleszt6, membran kotétt hidrogenazt és egy format-
dehidrogenazt kédol. Megvizsgalva négy, ismert genommal rendelkezd kdzeli rokon fajt,
hasonlé operon megléte csak Pyrococcus abyssi-ben mutathato ki. Ez azért is érdekes, mert
a tébbi membran kététt hidrogenaz széles kdrben elterjedt a Thermococcaceae csaladban
(4.2. tablazat).

Hyh1 Hyh2 Mbh Mbx Fhl
T. litoralis DSM5473 + + +P n.a. +2

P. abyssi GE5 + + + + +
P. horikoschii OT3 + - + + .
P. furiosus DSM3638 + + + + -
T. kodakaraensis KOD1 + - + + -

4.2. tablazat Hidrogenazok el6fordulasa a Thermococcaceae csalad néhany tagjaban

a: jelen dolgozat

b: mbhA gén megléte igazolt (Téth Andras szdbeli kdzlés)

n.a.: nincs adat

Eredményeink szerint az operont alkoté gének egy transzkripcios egységet alkotnak
és az altaluk kodolt fehérjék funkcionalisan is kapcsoltak. A format-dehidrogenazok és a
hidrogenazok egyuttmikoddésére, az un. format hidrogénlidzokra szamos példa ismert.

E. coli-ban a komplex a szénhidrat metabolizmus soran keletkez6 format sejtbdl vald
eltavolitasaért felelés és megvédi a citoplazmat a tulzott pH csokkenéstdl. A format
piruvatbdl keletkezik, piruvat formatliaz (Pfl) enzim kdzremiikddésével. Megvizsgalva a négy
ismert Thermococcaceae genomot, csak a T. kodakaraensis-ben talalhato piruvat formatliazt
(ref:YP 182702) és piruvat formatliaz-aktivator enzimet (ref:YP 182703) kodolé gén. Erdekes
maodon, ebben a mikroorganizmusban nem talalhaté a T. litoralis-€hoz hasonld fhl operon,
igaz megtalalhaté benne a format-dehidrogenaz két alegysége, melyek aminosav szekvencia
szinten sorrendben 43 és 55%-0s azonossagot mutatnak FhIA és FhiB fehérjékkel (ref:-YP
184489 és ref:YP 184490), a hidrogenaz géneknek (FhIC-H) azonban nincsenek megfeleléi.
A T. litoralis-ban talalhato egy piruvat formatliaz-aktivator enzimmel homolég fehérjét kddold
gén (emb:CAA58794), de ez a gén P. furiosus (gb:AAL81173), P. horikoshii (ref:NP 143017)
és P. abyssi (emb:CAB50031) genomban is megtalalhaté, mikézben maga pfl nem, tehat
megléte nem Dbizonyitéka pfl meglétének, emellett nem is hasonlitanak a
T. kodakaraensis-ben talalhato piruvat formatliaz-aktivator enzimet kédold génre.

A génexpresszié szintjének vizsgalatabdl kapott eredményeink is ez ellen az utvonal
ellen szdlnak, hiszen ha T. litoralis-ban is a szénhidrat metabolizmus lenne a format f6
forrasa, DM tapoldaton kellett volna magas transzkripcios aktivitast detektalni. Azonban
eredményeink szerint a komplexet kédolé operon mRNS szintje peptid tartalmu tapoldaton

novesztett sejtekben magas, tehat szubsztratja a peptid lebontas soran keletkezik. Sajnos az
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aminosavak lebontasi utvonala kevésbé felderitett hipertermofil archaebaktériumokban. Az
aminosavak transzaminacidjaval létrejové 2-ketosavak egy alternativ utvonalon aldehidekké
dekarboxilalédhatnak, amelyek karboxil-savakka oxidalédnak (Adams és mts., 2001). Két
aldehid oxidalé enzimet is izolaltak mind T. litoralis-bol, mind P. furiosus-bdl, ezek az
aldehid:ferredoxin oxidoreduktaz (AOR) (Mukund és Adams, 1991, 1993), és a
formaldehid:ferredoxin oxidoreduktaz (FOR) (Mukund és Adams., 1993; Roy és mts., 1999).
Ezek koziul FOR kizarélag C1-C3 aldehidek oxidacidjat végzi in vitro, fiziolégias funkcidja
nem tisztazott, de az aminosav metabolizmusban tulajdonitanak neki szerepet (Mukund és
Adams., 1993; Adams és mts., 2001). Mind AOR, mind FOR aktivitasa soran keletkezhet
formaldehidbél format, ami az altalunk vizsgalt komplex szubsztratja lehet, az egyelére nem
ismert, hogy milyen metabolikus utvonalon jéhet létre formaldehid.

A négy ismert genommal rendelkezé hipertermofil rokon kozil csak P. furiosus
metabolizmusat vizsgaltak részletesen. Ezekben a kisérletekben azt talaltak, hogy a toérzs
nem vagy csak alig mutat novekedést peptid tartalmu taptalajon, megfelelé névekedés csak
kén jelenlétében érheté el, amirél tudjuk, hogy a folos redukaléerd eltavolitasban jatszik
fontos szerepet. Elképzelhetd, hogy fhl operon egy olyan alternativ metabolikus utvonal
része, amely megléte lehetbvé teszi T. litoralis szamara, hogy kénmentes kordlmények

kozott is képes legyen peptid fermentaciora.
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Osszefoglalés

Eredményeim a kdvetkez6 pontokban foglalhatdk 6ssze:

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 kiderllt, hogy a négy kilobazisos szakaszon a mezofil
mikroorganizmusokban jol ismert HypC és HypD hidrogenaz érésben szerepet jatszd
fehérjéket kddold gének azonosithatok. Primer extenzidval meghataroztam a transzkripcios
starthelyet és ez alapjan a gének el6tt konzervalt archaebakterialis prométer szekvenciakat
azonositottam. Bizonyitottam, hogy hypCD génekhez tartozé transzlacids szignalok - mint pl.

a riboszéma kétéhelyek - alkalmasak bakterialis rendszerben valé fehérjeexpressziéra.

3. A HypC és HypD fehérjéket heterolog gazdaba E. coli-ba és R. eutropha-ba juttattam, ahol

elvégeztem funkcionalis analizisiiket.

4. A szolubilis hidrogenaz-1 enzimet kodold operontdl 5’ iranyban 1&vé tiz kilobazis hosszu
szakaszon egy nyolc génbdl allé operont azonositottam, amely egy format-dehidrogenazbdl,
€s egy hat alegységes membran-kététt hidrogenazbdl allé komplex alegységeit kodoljak. A
genek el6tt tipikus archaebakterialis promoter régid azonosithatd, és mindegyiket jellegzetes
riboszomalis koétdhely el6zi meg. Az egyes gének elrendez6désébél arra kdvetkeztettlink,
hogy egy transzkripcidés egységet alkotnak, ezt a feltevéslinket RT-PCR kisérletekkel ala is

tamasztottam.

5. Reverz transzkripcid kapcsolt Real-Time PCR segitségével vizsgaltam az operon
transzkripcios aktivitasat, kiilonb6zé szénforrasokat tartalmazé tapoldatokon novesztett
sejteken, illetve vizsgaltam kén jelenlétének hatasat. A kapott eredmények alapjan
kijelenthetjik, hogy az fhl operon terméke az aminosav anyagcseréhez kapcsolt,
valoszinlleg az itt keletkez6 folos redukalo er eltavolitdsa a feladata. Kén jelenlétében
aktivitasa csOkken, ez azzal magyarazhato, hogy ebben az esetben alternativ utvonal nyilik

meg a sejt redox egyensulyanak fenntartasara.
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formajaban, és nikkel kelatol6 oszlopon tisztitottam. A tisztitott FhIB fehérjével egy par nyulat
immunizaltam, poliklondlis ellenanyag termeltetés céljabdl. Az anti-FhIB ellenanyagot

tisztitottam, és azzal Western hibridizacids kisérleteket végeztem.

7. A Western hibridizaciés kisérletekben kimutattam, hogy a komplex a sejtmembranban
helyezkedik el, bar FhIB és valdszinilleg vele egyltt a komplex tobbi hidrofil karakter( eleme

gyengen asszocialt a membranhoz.

8. Hidrogenaz aktivitast mutattam ki T. litoralis membran frakciébdl mind felvevd, mint
hidrogén fejlesztd iranyban. A hidrogenaz felvevé aktivitas nativ poliakrilamid gélben is

detektalhato volt.

9. Western hibridizaciés kisérletekben sikerilt kimutatni az FhIB fehérje jelenlétét nativ
poliakrilamid gélben ugyanabban a poziciéban ahol a hidrogenaz aktivitast volt. Ez és a CHT
kromatografia soran torténé egyditt tisztulas arra utal, hogy a membran frakcidban jelen 1évé

hidrogenaz és a format-dehidrogenaz egy komplexet alkot.
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Summary

My results are summarized in the following points:

1. A ten kilobase and a four kilobase long region of T. litoralis genom were isolated and

sequenced.

2. Genes coding for HypC and HypD accessory proteins were found in the four kilobase long
fragment. After the determination of the transcriptional start site by primer extension a
conserved archaeal promoter was identified. The compatibility of the translational signals of
hypCD genes (ex. ribosomal binding sites) for protein expression in bacterial host was

proven.

3. The HypC and HypD proteins were expressed in E. coli and R. eutropha in order to

perform a functional analyses.

4. The sequence analysis shows that the ten kilobase long region upstream from hyh-1
operon containes eight genes. Based on in silico analysis they code for a complex consisting
of a formate-dehydrogenase, and a six-subunit membrane-bound hydrogenase. Every gene
is proceeded by tipical ribosomal binding sites and a conserved archaeal promoter can be

found. We showed in RT-PCR experiments that the fh/ genes form one transcriptional unit.

5. The transcriptional activity of fhl operon was investigated in reverse transcription linked
Real-Time PCR experiments, using cells grown on different carbon sources and the effect of
the presence and absance of sulfur was also checked. Results suggested that the complex
coded by the operon was linked to aminoacid metabolism. Its phisiological role is to remove
excess reducing equivalents from the cell. In the presence of sulfur the transcription of the
operon was lower than in the absence of S°, in the former case H,S production acts as an

alternative pathway.

6. A protein (FhIB) of the complex was expressed in form of His-tag fusion protein in E. coli
and purified on nickel chelating column. The purified FhiIB was used in immunisation of
rabbits, in order to produce polyclonal antibody. The anti-FhIB antibody was purified from

rabbit serum and was used in Western hybridization experiments.
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7. Western hybridization experiments suggested that the complex was located in the cell
membrane, though FhIB and likely the other hydrophilic subunits are weakly associated to

the membrane.

8. Hydrogenase activity was detected in the membrane fraction in both uptake and evolution
direction. The uptake hydrogenase activity measurement was performed in native

polyacrilamide gel as well.

9. FhIB protein was detected in native gel with anti-FhIB in Western hybridization
experiments. Its migration position coincided with that of the hydrogenase activity. This and
the co-purification of hydrogenase activity and FhiB on CHT chromatography showes that the

hydrogenase and the formate-dehydrogenase formes one complex.
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