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I. BEVEZETES

66 évvel ezeldtt Stephenson és Stickland mutatta ki Escherichia coli-ban
olyan enzim jelenlétét, amely képes molekularis hidrogén keletkezését
eredményez0 reakciot katalizalni. Az enzimet hidrogenaznak nevezték el, és azota
nagyon sok mikroorganizmusban, tobbnyire prokariotakban taladltak ilyen
enzim(ek)et. Fizioldgiai szerepiik nagyon eltér6. A hidrogenaz aktivitds olyan
alapvet6 sejtfunkciokhoz kapcsolodik, mint sejtlégzés, fotoszintézis, nitrogén
fixalas, metanogenezis stb. Természetes, hogy a sokrétli felhasznalasi lehetOség
miatt a hidrogenaz enzimet a biotechnoldgia szamos teriiletén komoly igéretként
tartjdk szamon. Indirekt hasznositasokban mint bioldgiai redukaldszert elGallitd
katalizator (pl. nitrat redukcio, metan termelés) jatszik fontos szerepet. 20-30 éves
tavlatban a fosszilis energiahordozo készletek elkeriilhetetlen kimeriilésével a
hidrogén, mint energiahordozé fog el6térbe keriilni. A  technoldgiai
szerkezetvaltasban a napenergia atalakitdsaval bioldgiai iton termelt hidrogén az
elorejelzések szerint meghatarozo jelentGségli lesz. A gyakorlati hasznositasok
fejlesztését neheziti, hogy a hidrogenazok fémeket tartalmazo fehérjék, amelyek a
bioldgiai kornyzetiikbOl kiemelve &ltalaban gyorsan elvesztik aktivitasukat. Az
ismert hidrogenazok tobbsége 1 Ni és 8-24 Fe atomot tartalmaz, az utdbbiak
altalaban Fe4S4 kockakba rendezddnek.

A Thiocapsa roseopersicina egy bibor, redukalt kénvegyiileteket hasznositd
fotoszintetizalo baktérium, amely sziikség esetén képes a levegd nitrogénjét is
megkotni. A legtobb, hidrogenaz enzimmel rendelkez6 mikroorganizmussal
ellentétben a 7. roseopersicina egy olyan hidrogenazt tartalmaz, amelyet jelent&s
hdstabilitas, Op-el és proteolitikus hasitassal szemben szokatlanul erés rezisztencia
jellemez. Ezek a tulajdonsagai kiemelt jelentdséglivé teszik mind biotechnolégiai,
mind alapkutatds szempontjabol. Laboratériumunk molekularis bioldgiai
modszerekkel néhany éve azonositott a 7. roseopersicina-ban egy hidrogenazt
kodolo gén csaladot, amelyr6l azonban kideriilt, hogy nem a stabil hidrogenaz
megfelel6 szekvencidit hordozza. Fehérje szinten sikeriilt nitrogén fixalo
koriilmények kozott kimutatni e gének termékét, amely a tobbi ismert
hidrogenazhoz hasonléan meglehetsen instabilnak bizonyult. Ez a fototréf,
mezofil mikroorganizmus tehat tartalmaz egy szokatlanul stabil valamint egy
labilis hidrogenazt. A két, hasonld felépitési és azonos reakciot katalizald enzim



molekularis biolégiai illetve biokémiai Osszehasonlitisa révén betekinthetést
nyerhetiink az enzimet stabilizal6 molekularis mechanizmusokba. Teljesebbé teszi
a képet egy olyan termostabil hidrogenazzal valé 6sszehasonlitas, amely termofil
mikroorganizmusbdl szarmazik.

A Thermococcus litoralis egy hipertermofil archaeon, amely anaerob moédon 55-
98 OC-on szaporodik, és tartalmaz egy citoplazmatikus Ni-Fe hidrogenazt, amely -
a mikroorganizmus novekedési homeérsékletébdl addéddéan - nagyfoku
termostabilitassal rendelkezik. A fehérjét partnereink tisztitottdk és részlegesen
jellemezték, igy igéretes jelolt a 7. roseopercicina hidrogenazaival vald
molekularis biologiai 6sszehasonlitasra.

A dolgozatban bemutatjuk a

- T. roseopersicina stabil hidrogendz génjeinek izolalasat és a fehérjét kodold
gének szekvenciajat. Kimutatjuk, hogy ezek a gének a hidrogenazokra éltalanosan
jellemz6 elrendezddéstdl eltéré moédon szervezGdnek.

- T. litoralis hidrogenazt k6doldé gének molekularis bioldgiai jellemzését, valamint
a nagy valoszinliséggel format-dehidrogenazt kodolé szomszédos gént.

- a T. roseopersicina két hidrogenazat, valamint a 7. litoralis hidrogenazat kodold
gének szekvencia analizisét.

Rekombinans hidrogenazok eldallitdisa mind biotechnoldgiai, mind az

alapkutatas szempontjabdl alapvet6 fontossagu, ezen beliil a h&stabil rendszerek
kifejlesztése kiemelt jelent6ségli. A hipertermofil mikroorganizmusokban val6
genetikai manipulacidk még nagyon kezdetleges stddiumban vannak, hisz olyan
technikai problémak meriilnek fel, mint izolalt telepek formajaban szilard feliileten
val6 tenyésztés, ami nélkiill a rekombindns technikdk csak nagyon nehezen
alkalmazhatok.
- A dolgozat bemutat egy altalunk kifejlesztett eljarast, amely alkalmas
hipertermofil mikroorganizmus telepek magas homérsékleten, lemezen torténd
novesztésére. Ez az els6 1épések egyike a hipertermofil genetikai rendszerek
kifejlesztésére iranyuld eréfeszitéseknek.



ILIRODALMI ATTEKINTES,
ELOZMENYEK

II/1. A hidrogenazok altalanos jellemzése

A hidrogenazok olyan enzimek, amelyek valamilyen elektron donor vagy
akceptor kozremiikodésével a kovetkez6 redox reakciot katalizaljak:
H, & 2H' + 2 e. Aktiv centrumaban fémionok talalhatok, ezek minGségétsl
fiiggben két nagy csoportba oszthatoak [15, 41, 47]: a; a csak Fe-t tartalmazd és b;
a Ni-Fe-t tartalmaz6 hidrogendzokra. Ez utobbi osztalyon beliil még 1étezik egy
alcsoport, amelyek Ni-Fe-Se tartalmi enzimek, de ezek szama Ilényegesen
csekélyebb. A csak Fe-t tartalmazo hidrogendzok 4ltaldban hatékonyabbak a
hidrogén fejlesztés irdnyban, a Ni-Fe enzimek inkdbb a hidrogén elbontas
(oxidécio) irdanyaban mikodnek, bar a két folyamat ardnya meglehetGs széles
tartomanyban mozoghat [1, 31]. A Ni-Fe hidrogenazok kozott is vannak olyanok,
amelyek kizarolag a hidrogén felhasznalds irdnydban, mig masok a hidrogén
fejlesztés és a H, bontas iranyéaban is képesek katalizalni a kornyezeti feltételekt&l
fliggben (reverzibilis, vagy kétiranya hidrogenazok). Erdekes moédon a
hipertermofil Ni-Fe hidrogendzok Iényegesen aktivabban katalizaljak a H,
fejlesztéssel jaro reakcidt, mint a mezofil tarsaik [46]. Ennek oka az eltér§ élettani
szerepiikben keresendd. Mivel a kutatasaink targyat képezo 7. roseopersicina és T.
litoralis hidrogenazok a Ni-Fe enzimek kozé tartoznak, a dolgozatban a csak Fe-t
tartalmazd hidrogenazokra nem tériink ki a tovabbiakban részletesen [1].

Hidrogenazt els6sorban kiilénbozd tipusu prokariétakbol izolaltak, mint pl.
szulfat redukalé baktériumok (Desulfuvibrio gigas), N, fixalé baktériumok,
(Bradyrhizobium  japonicum), fotoszintetizal6 baktériumok (Rhodobacter
capsulatus, vagy T. roseopersicina), cianobaktériumok (4nabaena, Nocardia) stb
[15, 41]. Egyre tobb hidrogenazt azonositanak archaeabaktériumokban, erre példa
a metanogén Methanobacterium thermoautotrophicum és a Methanococcus voltae
valamint néhany eukaridtaban [15, 41, 48]. A kiilonb6z6 mikroorganizmusokban a
hidrogendzok élettani szerepe eltér6, s6t ez fligg a kiils6 kornyezettsl, a
novekedési koriilményeitdl is. Példaul ha Desulfuvibrio sejtvonalat szulfat mentes
koériilmények kozott tenyésztiink, a kultara H,-t termel, mig szulfét jelenlétében az
elektronok a szulfat redukcidjat eredményezik. Fotoszintetizalo baktériumokban a
hidrogenazok a fotoszintézis elektronigényét biztosithatjdk a H, oxidacidjaval, a



metanogének esetén a hidrogenazoknak a CO, metanna torténd redukciéjaban van
szerepilk, a nagy kémiai energia igényU nitrogén fixalas soran pedig a nitrogenaz
enzimkomplex altal feleslegben termelt hidrogén ujrahasznositdsa a f6 feladat,
amely a bioenergetikai egyensulyt javitja. A hipertermofil Thermococcales torzsek
esetén a hidrogenazok elsddleges feladata a heterotrof novekedés soran a cukrok,
peptidek fermentativ lebontasakor feleslegben képz6d6 elektronok eltavolitasa H,
gaz, vagy H,S forméban [2].

A hidrogenazok a sejten beliill harom f6 helyen lokalizdlédhatnak, ennek
megfelelden valtoznak szerkezeti tulajdonsagaik is .
1., a citoplazméban, mint pl. az Alcaligenes eutrophus egyik hidrogenaza,
2., a periplazmaban, erre példa a D. gigas,
3., a membranhoz kototten, ami pl. a fotoszintetizaldé Rhodobacter capsulatus-ra,
vagy a 1. roseopersicina-ra jellemzd [15, 31].

Az el6fordulasi hely valamint az amindsav szekvencidk hasonlésaga alapjan a
hidrogenazok a ma legszélesebb korben hasznalt felosztas szerint az aldbbi
csoportokba sorolhatok [47]:

I. H, oxidalé, membran kotott Ni-Fe hidrogenazok, pl. R. capsulatus,
T’ roseopersicina stb.

II. H, oxidalé Ni-Fe(-Se), tobbnyire a periplazméban talalhatd hidrogenazok, pl.
D. gigas.

III. Anaerob, csak Fe-t tartalmazé hidrogenazok, a periplazmaban pl. a
D. vulgaris, a citoplazméban pl. a Clostridium pasteurianum.

IV. F420-, MV- és NAD-t redukéal6 citoplazmatius hidrogenazok, pl.
Methanobacterium thermoautotrophicum, Alcaligenes eutrophus.

V. Labilis H, termel6 hidrogenaz. Egyetlen példa az E. coli egyik hidrogenaza.

VI. Tricium kicserél6dést katalizal6 citoplazmaban lokalizalt hidrogenazok, pl.
Anabaena, Synechococcus.

Valoszinlileg ez az osztilyozés tovabb fog bdviilni tjabb és ujabb fehérjék
jellemzésével, mint pl. a Thermococcales hidrogenazok (1d. késGbb).

Az ¢lettani szereptdl és lokalizaciotol fliggetleniil a Ni-Fe hidrogenazok
altalaban két alegységbdl, egy kb. 30 kDa-os kis, és egy kb. 60 kDa-os nagy
alegységbdl allnak. A Ni-Fe hidrogenazok immunolégiailag keresztreagalnak, ami
hasonl6 epitép struktirdk jelenlétére, tehat szerkezeti rokonsdgra utal. Ez



hangstlyozottabban igaz a nagy alegységre [21]. Mindazonaltal vannak 4
alegységes hidrogenazok, pl. az A. eutrophus egyik hidrogenaza, ezekben két
alegység hasonlit a két alegységes hidrogenazok kis és nagy alegységéhez, a masik
két alegység pedig valamilyen kiegészit6 funkciot lat el, pl. az aerob A. eutrophus
esetében a diaforaz aktivitasért felelds . Kiilonleges kivételként egy alegységbdl all
bizonyos metanogének H, termeld metil-tetrahidro-metanopterin redukald
hidrogenaza, amely teljesen kiilonbozik a tobbi enzimtdl abban is, hogy nem
tartalmaz sem vas-kén kockékat, sem Ni-t . [48].

Mint az elnevezésbdl is kitlinik a Ni-Fe hidrogenazok tartalmaznak Ni-t és
Fe-t, ez utdbbiak tobbségét Un. vas-kén kocka formdajaban. A hidrogenazok
tipikusan egy Ni-t tartalmaznak, és egy [3Fe-4S] illetve egy vagy tobb [4Fe-4S]
tipusu vas-kén kockat [41]. A hidrogén aktivalast végzé fém centrumokat ESR,
ENDOR, EXAFS, illetve Mossbauer spektroszkopiaval behatdéan vizsgaltak, és az
enzim kiilonb6z6 oxidaltsagi-aktivaltsagi allapotaihoz rendelhet§ spektroszkopiai
valtozasokat jellemezték. A kiilonb6z6 koriilmények kozott felvett ESR
spektrumokbdl az enzim harom kiilonbozd, egymasba atalakithato allapotat
lehetett regisztralni, amivel parhuzamosan valtozott a Ni formalis oxidaltsagi foka
[9]. A tényleges oxidacids allapotrdl maig is vitak folynak, a modellekben Ni(I)H,,
Ni(lII)H, , vagy Ni(III)H" tipusu atmeneti komplexeket feltételeznek.

Aktiv allapot [Ni-C], melyben az enzim és a Ni is redukalt allapotban van,
de az aktualis Ni koordinacids allapot nem ismert. Készenléti allapot [Ni-B] egy
atmeneti allapot az inaktiv és az aktiv éallapot kozott. EbbGl az aktivalt enzimet
viszonylag egyszerien, hidrogénnel végzett redukcioval el6 lehet allitani. A
harmadik az Un. [Ni-A] inaktiv stddium, amelyben a Ni(III) oxidacids allapotban
van, az enzimnek nincs aktivitdsa. Ezek az allapotok tobbé-kevésbé reverzibilisen
egymasba alakithatok, habar a [Ni-A] < [Ni-B] atmenet nem fordul el§ [9].
Nyilvanvaldan az inaktiv = aktiv atalakulas lassabban, erGsebb redukcié hatasara
megy csak végbe, mint a B = C &4tmenet. A Ni redox allapotvaltozasai és a
hidrogenaz aktivitas kozotti szoros Osszefliggésrdl kialakult, alapos és széleskorid
ESR vizsgélatokra alapozott kovetkeztetéseket megkérdGjelezték az EXAFS
mérések, amelyek ramutattak, hogy a Ni kozvetlen kornyezetében semmilyen
valtozas sem kovetkezik be az enzim kiilonb6z6 funkcionalis allapotaiban [10]. A
latszolagos ellentmondds megolddasa a hidrogenaz kristalyszerkezetének (1d.
késdbb) ismeretében adodik: a nagy feloldasu atomi szerkezet mutatta meg, hogy a
Ni-hez egy maganyos Fe atom koordinalédik diszulfid hidakkal, a redox



valtozasok tehat a két fématomot tartalmazé aktiv centrumhoz és nem csak Ni
atomhoz rendelhet6k . A maganyos Fe atom a molekuldban lev6 sok - vas-kén
kockéak formajaban jelenlevd - vas mellett a korabbi spektroszkopiai vizsgalatok
soran rejtve maradt. Az oxidacids-redukcids folyamatok természetesen érintik a
vas-kén kockakban a Fe oxidacios éllapotat is, ahol a kockék brutt6 toltése 0, +1,
+2 lehet [3].

. Ni-Fe hidrogenazok gatolhatoak CO-val, acetilénnel és cianiddal, ezek a
kétatomos molekuldk tobbnyire a Ni-lel képeznek koordinacios kotést, és ezaltal
gatoljak az aktiv centrum miikodését [3]. Erdemes megjegyezni, hogy az acetilén a
csak Fe-t tartalmaz6 enzimek aktivitdsat nem sziinteti meg, ami egy viszonylag
egyszerli modszert kinal annak megallapitasara, hogy csak-Fe, vagy Ni-Fe tipusu
hidrogenazt tartalmaz egy ismeretlen minta.

A hidrogenazok az élettani funkcionak megfelelGen kiilonbozé elektron
donorokat illetve akceptorokat hasznalnak . Ilyen elektron atvivé molekulaként
szerepelhetnek citokroémok, NAD, FAD vagy FMN [15, 26, 41].

Napjainkban egyre tobb hidrogenaz kodold strukturgén szekvencia lat
napvilagot, és jelenleg mar mintegy huszra teheté az ismert szekvencidk szama
[15,41].

A hidrogenazokat kédolé gének molekularis biologiai nevezéktana sajnos
meglehet8sen zavaros. A gének és termékeik jelolésére kiilonb6zd elnevezéseket
hasznélnak az irodalomban, pl. hoxKG az A. eutrophus, és Azotobacter vinelandii;
hupSL a R. capsulatus és T. roseopersicina; vagy hyaAB az E. coli Ni-Fe
hidrogenazanak két alegységét kodold géneket jelolik, amelyek egymas kozott
szamottevd szerkezeti hasonlésdgot mutatnak a kiilonb6zd laboratoriumokban
kialakitott, eltéré elnevezések ellenére [15].

A legtobb hidrogendz génje a kromoszoman talalhat6, de vannak olyan
esetek is, amikor ezek a gének extrakromoszomalis DNS-en, 180-510 kb méretii
megaplazmidokon lokalizalédnak, pl. a Nocardia opaca-ban és az Alcaligenes
eutrophus-ban [15, 40, 41].



Altalaban elmondhato, hogy a kis és nagy alegységet kodold gének
egymassal - bizonyos csoportositasokon beliil (Id. fent) - homoldgok, és a kis
alegységen belil 9 (jelolés: a-h), a nagy alegységen beliil 12 (elnevezés: a-1) jol
megOrzott szekvencia motivumot azonositottak a Ni-Fe hidrogendzokban [46]. A
jellegzetesen megOrzott szekvencia motivumok elsdsorban a fém centrumok
bekotddéséhez szolgaltatnak aminosav oldalldncokat, egyes szekvencia elemek
szerepe még ismeretlen. Mivel a Ni-Fe hidrogenazok tobbségében megtalalhatok,
feltételezik, hogy az enzim aktivitas kialakitdsaban vagy az aktiv szerkezet
megdrzésében van fontos feladatuk.

Tobb kiegészitd enzim kozremiikodése mellett a hidrogenaz két alegysége
is jelentGs valtozasokon megy keresztiil az aktiv enzim bioszintézise soran. Az
érett, aktiv enzim egy hosszabb prekurzorbdl képzdédik a nagy alegység C-
terminalis régidjanak 15 - 20 aminosav hosszu peptidjénak proteolitikus
hasitasaval [18]. Bebizonyosodott a hidrogenaz érési  folyamatianak
tanulmanyozasa kapcséan, hogy a Ni beépiilés meg kell, hogy el6zze a C-terminalis
hasitast, a peptidet nem tartalmaz6 hidrogendz nagy alegységébe a Ni mar nem
kotddik be [6]. A periplazmaban vagy membréanhoz kotott hidrogenazoknak a
membranon keresztiil torténd atjutasat egy un. szignal szekvencia teszi lehet§vé,
amelyet a megfelelS sejtalkotd elérése utan egy protedz specifikusan lehasit. [41].
Ezek a szignal szekvencidk szokatlanul hosszuak, és tartalmaznak egy erdsen
konzervalt “RRXFXK” motivumot, valamint az ismert membranhoz kotott
hidrogenazok 80 %-aban a hasitas alanin utan megy végbe.

1I/2. Hidrogendz gének szervezédése, segédgének, szabalyozds

A hidrogenézokat kodold struktargének kivétel nélkiil ugy rendez8dnek el,
hogy a kis alegységhez képest a nagy alegység 3’ iranyban helyezkedik el [15, 41].
Ezek altalaban egy transzkripcids egységet képeznek és szinte minden esetben
kozvetleniil egymds utdn kovetkeznek. Ujabban néhany olyan genetikai
elrendez8dést fedeztek fel, ahol a strukturgéneken belill egy extra DNS fragment
¢kelédik be . E. coli-ban a 2. hidrogenazt kodolé hybABC-ben a hybC a
hidrogenazok nagy alegységével mutat hasonldsagot, viszont a hybB nem hasonlit
a kis alegységre, hanem egy citokrom b tipust fehérjét kodol [29]. Habar a szerzék
a hybA-t javasoltak a kis alegységet kodold génnek, azéta kideriilt, hogy a hybA-t6l
5’ iranyban talalhat6 elsd nyitott leolvasasi keret mutat meggy6z6 hasonldosagot a



hidrogenazok kis alegységével [34]. Masok olyan kozbeékelddott szekvenciat
talaltak, amely a cianobaktérium Anabeana heterociszta differencidlédéasban jatszik
szerepet [11] . A T. roseopersicina-ban is talaltunk egy kb. 2 kb-os kozbeékel6dott
szekvenciat a kis és nagy alegység kozott, aminek szerepe egyel6re még nem
tisztazott [34].

A kiegészit6 hidrogendz gének szervezddésére jellemzS, hogy egy
csoportban talalhatok a struktirgénektdl 5 illetve 3’ iranyban. A jellegzetes
hidrogenaz géncsalad egyes termékeinek funkcidja csak részben ismert.

A fém-centrumok kialakitdsa szdmos fehérje kozremiikodésével torténik.
Tehat az aktiv hidrogenaz enzim képzOdéséhez egyidejiileg tobb gén termékére is
sziikség van, ezek koziil a polipeptid lancok végsé hosszat meghatarozé
kiilonleges peptidazokrol fentebb mér emlitést tettiink. A fématomok felvételében,
szallitisaban, tarolasaban és beépitésében tobb fehérje vesz részt, amelyek
természetét €s szerepét mostanaban kezdjiik feltérképezni . Ismert pl., hogy a Ni
beépiilése aktiv folyamat €s specidlis enzimek sziikségesek hozza. Ilyen enzimet
azonositottak pl. az A. eutrophus-ban a hoxN gén termékeként . A HoxN fehérje a
sejt Ni felvételében jatszik szerepet [45] . Hasonld szerepet jatszanak a B.
japonicumban a HupNOP fehérjék, amelyek a Ni felvétel mellett annak a
hidrogenazba torténd beépitéséért is felelGsek [16] . A fémek kezelése mellett a
hidrogenaz bioszintézisének szabalyozaban olyan fehérjék is kozremikodnek,
amelyek a kiilvilag jeleit érzékelik [15, 41, 42].

A hidrogenazok expresszidjat - az enzim fiziologias szerepétdl fliggéen -
kiilonboz6 faktorok szabdlyozzak. Altaldban a H, pozitiv szabalyozé szerepet
jatszik, azaz nem csak a fehérje aktiv szerkezetének kialakitasahoz sziikséges a
reduktiv atmoszféra, de a hidrogén transzkripcids szinten is kifejti hatasat (pl.
hupUV [42]). Ellenkezd, represszalé hatdsa van/lehet az oxigénnek, és tobb
mikroorganizmusban bizonyitottdk, hogy a hidrogendz gén expresszidjat a Ni
transzkripcids szinten szabalyozza [41]. Azokban a mikroorganizmusokban ahol a
hidrogenaznak a nitrogén fixalas soran felszabadulé H, Gjrahasznositasa a feladata,
a hidrogendz gén expresszidja nitrogén szabalyozas ald eshet, és szorosan
kapcsolodik a nitrogendz expresszidés szintjéhez [12, 34]. Ilyenkor a
transzkripciohoz o™ faktorra, illetve az rpoN gén kozremikodésére van sziikség,

€s az 5 végi régid sok esetben tartalmaz IHF (“integration host factor”) kots



helyet [12, 15, 41]. Deléciés mutdnsok analizise tovabbi faktorok felfedezéséhez
vezetett, mint pl. az A. eutrophus esetén az aktivator hoxA vagy a mellette
elhelyezked6 hoxX, ami feltevések szerint hisztidin kinazt kodol, és a jel
tovabbitasban van szerepe [15]. Ezek részletes attekintésére nem vallalkozunk,
hanem kitiin6 atfogé munkakra hivatkozunk [15, 41]. Néhany esetben nem sikertilt
a hidrogenaz expresszidjat befolydsold faktorokat kimutatni, és az enzim
promotere konstitutivnak tekinthet. Ez a helyzet pl. a 7. roseopersicina stabil
hidrogenaza esetén [23].

II/3. Kristdlyszerkezet

Maig az egyetlen Ni-Fe hidrogenaz, amelynek a kristalyszerkezetét
meghataroztak a Desulfovibrio gigas periplazmaban talalhaté hidrogenaza [43]. Ez
az enzim egy Ni-t, egy [3Fe-4S] és két [4Fe-4S] kockat tartalmaz. Habar a
felallitott modell tartalmaz még néhény bizonytalan elemet, a szerzdk a kovetkez6
megallapitasokat tették:

- az Osszes vas-kén kockat a kis alegység koti, mig a Ni a nagy alegységhez
kapcsolodik.

- az aktiv centrum a Ni és kozvetlen kdrnyezete, amihez képest van egy kozeli és
egy tavoli [4Fe-4S] kocka, illetve a kettd kozott talalhatd a [3Fe-4S] kocka.

- a tavoli [4Fe-4S]-t a His185S, Cys219S, a kozeli [4Fe-4S]-t a Cys148S, Cys 178,
a [3Fe-4S]-t a Cys246S és a Cys249S koordinalja, mig a Ni-hez a Cys65L,
Cys68L, Cys 530L, és a Cys533L kapcsolodik (az S és L betiik a kis és nagy
alegységet jelentik).

- a Ni kornyezetében van egy masik fématom is, ez a maganyos vasatom két
diszulfid hidon keresztiil és egy O, vagy CO hidon keresztiil keriil koordinacids
kotésbe a Ni-lel. Erdekes modon Gjabban Mg jelenlétére utald eredményeket is
kaptak, ami esetleg a nagy alegység C terminalis proteolitikus hasitdsanal lehet
sziikséges.

- a toltés mozgas a

{szubsztrat <> [4Fe-4S],, <> [3Fe-4S] < [4Fe-4S]is, < [Ni] < szubsztrat}
utvonalon halad. Ezt alatimasztja az, hogy a kozeli [4Fe-4S] kockanak a féllépcss
potencialja meglehet6sen kozel van az aktiv centrumban 1év6 Ni féllépcsd
potencialjahoz.
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A modell még biztosan finomitasra szorul, és vannak adatok, amelyek
nincsenek teljes 6sszhangban ezzel a képpel [5], de mindenképpen jelentds 1épés a
hidrogenazok mikddésének megértéséhez.

1I/4. Hidrogenaz(ok) a Thiocapsa roseopersicina-ban

Thiocapsa roseopersicina a Chromatiaceae csaladhoz tartozd bibor, kén-
fliggd fotoszintetizald baktérium. 14 °C-os tengervizbdl izolaltak, laboratériumban
30 °C koériil n8 optimalisan. Fakultativ anaerob, és képes megfelel§ koriilmények
kozott N,-t fixalni. Régota ismert, hogy tartalmaz egy Ni-Fe hidrogenazt [17],
amely mind a két - hidrogén fejlesztés és fogyasztas - irdnyban képes miikodni, és
a tobbi Ni-Fe hidrogenazhoz képest szokatlan tulajdonsadgokkal rendelkezik. A
nativ enzim meglehetdsen stabil proteolitikus emésztéssel szemben és nem volt
hasithato termolizinnel, tripszinnel, proteinaz K-val stb. Ez a tulajdonsaga el6nyos
a fehérje tisztitas szempontjabdl [21]. Masik rendkiviil érdekes sajatossaga, hogy
habar a 7. roseopersicina mezofil mikroorganizmus, a hidrogenaza hdotird, a
legels6 adatok szerint 70 °C az enzim miikddés optimalis h8mérséklete [17]. A
hidrogenéz kevéssé érzékeny O, inaktivalasra, és levegén 60 °C-on tartva 3 percig
az Osszaktivitas 80 %-a megmarad [23]. Az enzim fenti specidlis tulajdonsagai
miatt keriilt a kutatécsoportunk figyelmének kozéppontjdba. Az enzimet
biokémiailag részletesen jellemezték, és megallapitottak, hogy két alegységbil
(egy 64 kDa-os nagy és egy 34 kDa-os kis alegységbdl) all, a nativ enzim
molekulasulya 90 - 100 kDa [23]. Hidrogendz aktivitasra festett nativ
poliakrilamid gélen két kiilonbozd aktivitast tudtak detektalni, amiket a hidrogenéz
specifikus aktivitast, O, érzékeny, ezt a [Ni-C] allapothoz (Id. fent) rendelték, mig
a masik O,-re kevésbé érzékeny, viszont a specifikus aktivitasa is sokkal kisebb.
Ez utébbi a [Ni-B] allapottal hozhaté kapcsolatba [23]. Egy, a csoportban
kifejlesztett technika segitségével (proton induced X-ray emission spectroscopy,
PIXE ¢és poliakrilamid gélelektroforézis kombinaciéja) meghataroztak a
fémtartalmat, eszerint minden fehérje dimer 1 Ni-t és 7+1 Fe-t tartalmaz [5]. A hét
Fe feltehetGen egy [4Fe-4S] és egy [3Fe-4S] kockaba szervezddik. Kiilonbozo
spektroszkopiai modszerekkel az enzimet behatdéan tanulmanyoztak pl. [10]. Ezek
a részletes ismertetésétdl itt eltekintiink.
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A T. roseopersicina tisztitott hidrogendza membran kotott, a baktérium
sejteket az enzim H, aktivalasra ugyanolyan iranyi membran potencialt general,
mint ami a fotoszintézis soran keletkezik [22], ami arra utal, hogy a
fotoszintetizal6 membran bioenergetikai folyamataiban jatszik szerepet.

Arra iranyul6 kisérletek, hogy a stabil hidrogenazt kodolo géneket izolaljak,
vezettek egy masik géncsalad felfedezéséhez [12], amit hAupSL-nek neveztek el. A
hup géncsalad nagymértékben homolog mas Ni-Fe hidrogendzok génjeivel, és
tartalmazza az Osszes olyan szekvenciaelemet €s tulajdonsagot, amely alapjan a
hidrogenazokat azonositani lehet. FeltételezhetO tehat, hogy ez is egy hidrogenazt
kédol, de a leforditott aminosav szekvencia nem egyezik meg a stabil hidrogenaz
alegységeinek N-terminalis aminosav sorrendjével. A hupSL strukturgéneken kiviil
a segéd gének szervezddése, €s szekvencidja is nagy hasonldésagot mutat a R.
capsulatus megfelel6 génjeivel. A gének promotere ugy tlinik, nitrogén
szabalyozas alatt all, és tartalmazza a -12/-24 konszenzus elemeket, valamint 5’
iranyban egy IHF kot6 helyet [12].

Mostanaban sikeriilt kimutatni nitrogén fixalé korilmények kozott nevelt
sejtekbdl 1oncseréld kromatografiaval egy indukalhaté hidrogenaz aktivitast, amely
a hidrogenazl1-t8l eltérd fehérjének tulajdonithatd. Erre utal, hogy ez az aktivitas
eléggé instabil, illetve az a tény, hogy a nem nitrogén fixalé koriilmények kozott
nevelt sejtekben ilyen aktivitast nem talaltunk. Ez az indukalhatésag 6sszhangban
van a hupSL gének promoterének sajatossagaival. Ugyanakkor az ismert,
konstitutiv hidrogenazl aktivitds nitrogén fixalé és nitrogenaz represszalt
sejtekben egyforméan mérhet6 [34].

1I/5. Hipertermofil mikroorganizmusok és hidrogenadzaik

Hipertermofil mikroorganizmusok olyan baktériumok és
archaeabaktériumok, amelyek 80 °C felett nének, de 60 °C alatt nem képesek
szaporodni. Tulnyomé tobbségiik archeon, de néhany baktérium, mint a
Thermatoga maritima vagy Aquifex pyrophilus is eléfordul a hipertermofilok
kozott [7, 39]. A legkiilonbozdbb helyekrdl lehet ilyen sejteket izolalni, pl.
mélytengeri hdforrasokbdl, vulkdnok kornyékérdl, gejzirekb6l vagy akar
kéményekr6l. A hipertermofil mikroorganizmusok egyre inkabb a tudomanyos
érdeklédés kozéppontjaba keriilnek. Az ilyen sejtekben miikodd enzimek kivétel
nélkiil termostabilak, ami a biotechnolégiai felhasznéalas terén elényos lehet.
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Masrészt ezeket a mikroorganizmusokat tekintik a jelenleg ismert legOsibb
él6lényeknek [7, 39]. Mind aerob, mind anaerob koriilmények kozott novekvd
torzsek el6fordulnak, és a novekedéshez sziikséges optimalis pH is széles
tartomanyban valtozhat (pH = 1.0 - 9.0). A hipertermofil kemolitotrof
mikroorganizmusok energiaatalakitd anyagcsere folyamataiban a hidrogénnek

crey

s rsr

Mindazonaltal  csak  néhany  hidrogenazt  jellemeztek  ezekbél a
mikroorganizmusokbol. Csak Fe-t tartalmazé hidrogenazt mutattak ki 7.
maritimaban [19], specidlis egy alegységes hidrogenazt a metanogén M.
thermoautrophicumban [48], és 4 alegységes Ni-Fe hidrogenazokat a
Thermococcales fajhoz tartozo sejtekben: Pyrococcus furiosus-ban [8],
Thermococcus litoralis-ban (Zhou nem publikalt eredmény) és Thermococcus
stetteri-ben [49]. Az egyetlen hipertermofil archacon Ni-Fe hidrogenazt kédolo
géncsalad, amelynek a szekvencidjat meghataroztak, a P. furiosus hidrogenaz [32].

A Thermococcales csaladba tartoz6 a P. furiosus és T. litoralis heterotrof
anyagcserét folytat, a P. furiosus optimalis h6mérséklete 95 °C, és inkabb a
szénhidratokat, mig a 86 °C-os h8mérsékletet kedvel T. litoralis a peptideket
részesiti elényben a novekedéséhez. A két térzs mindazonaltal nagy hasonldsagot
mutat [30]. Mind a kett0 tartalmaz egy-egy négyalegységes, citoplazmatikus Ni-Fe
hidrogenazt, amelyek funkcidja a szénhidratok, peptidek fermenticidja soran
felszabadul6 elektronok H, vagy H,S formaban valé eltavolitisa a kozeg
kéntartalmatol fiiggben [2]. Eleinte azt hitték, hogy mindkét rokon hipertermofil
archaeon csak kén jelenlétében tud ndni, ez azonban nem teljesen igaz, bar a kén
serkenti a novekedést. Kén jelenlétében viszont ezek a hidrogendzok nem
hidrogént, hanem kénhidrogént fejlesztenek, s ennek megfeleléen a hidrogenaz
szulfhidrogenazként funkcional [24]. Ezeknek az enzimeknek jelent6s a H,
termel$ aktivitdsa, ami nem jellemzd a mezofil [NiFe] hidrogenazokra és nagy
jelent8ségl lehet a biotechnoldgiai energiatermelés és raktarozas teriiletén [46]. A
fenti enzimek biokémiai jellemzése a hasonlésagokon til alapvetd kiilonbségekre
is ravilagitott. Az 1A. 4bran mutatjuk be a két hidrogenaz kozos illetve eltérd
sajatossagait.
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1. abra A.; A P. furiosus és T. litoralis hidrogenazainak 6sszehasonlitasa
B.; A H, fejlesztéshez vezetd javasolt fermentéacids utvonal a két
hidrogenéz esetén. P. furiosus [8, 26], T. litoralis (Zhou

személyes kozlés)

Ugy tiinik, hogy a két enzim kiilonbozd

szubsztratot hasznal

elektrondonorként, €s ennek megfeleléen a H, fejlesztéshez vezetd ut némileg
rovidebb a T. litoralis esetén (1B. abra). A P. furiosus hidrogenazt kodolo gének
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szekvencia meghatarozasa sordn kideriilt, hogy a gének [, y, 8, o, sorrendben
kovetik egymast, ahol a 3, a alegységek a mezofil hidrogenazok kis €s nagy
alegységének felelnek meg, mig a B, y alegységek a Salmonella typhimurium
szulfit reduktazaval mutatnak hasonldsagot [32]. A szerzGk a y alegységen beliil
talaltak egy feltételezhetGen nukleotid kot régiot, ami Osszhangban van a
biokémiai adatokkal, mely szerint a P. furiosus hidrogenazanak szubsztratja a
NADPH [26]. Azonositottak P. furiosus-ban egy masik enzimet, amely
heterodimerként képes poliszulfidot kénhidrogénné redukdlni NADPH, mint
elektrondonor jelenlétében [25]. Ezt az enzimet szulfid dehidrogendznak nevezték
el, és egyel6re még nem tisztazott, hogy mi a viszonya a hasonlé élettani feladatok
ellatasédban a fenti hidrogenazzal.



=

INI. CELKITUZES

A Thiocapsa roseopersicina stabil hidrogenaz hétir6 képességének
molekularis szinten torténd értelmezése alapkutatasi probléma, amelynek
eredményei a fehérje tervezésben, stabil biologiai katalizatorok kifejlesztésében
hasznosithatok. A megoldasi stratégiankat a 2. abran foglaltam Ossze. A
tovabbiakban a stabil 7. roseopersicina hidrogenazra hidrogenazl-ként
hivatkozunk; a két alegységbdl allo, konstitutiv hidrogenazl fehérjét kodolo
géneknek hydS (kis alegység) €s hydL (nagy alegység) elnevezést adunk. Mint az
irodalmi bevezetésbdl kideriil, a hidrogenazl-t kdédolé gének azonositasara
iranyulo kisérletek vezettek egy olyan géncsalad azonositasahoz, ami minden
bizonnyal szintén hidrogenazt kodol, de nem azonos a hidrogenazl-el [12]. Ennek
a hidrogenaznak a strukturgénjeit hupSL-lel jeloljiik a kovetkez6kben. Nitrogén
fixalo korilmények tenyésztett baktérium kultirdkban kimutattunk egy masodik
hidrogenaz aktivitasat. Az enzim aktivitds a hidrogenaz1-t6l eltérGen instabilnak és
indukélhaténak bizonyult, ezért instabil hidrogenaz, vagy hidrogenaz2 nevet kapott
[34].

mezofil hipertermofil
Thiocapsa roseopersicina Thermococcus litoralis
2 hidrogenaz hidrogenaz
instabil hostabil hostabil
k. I J
W/
|
szekvencia analizis, . rontgendiffrakcio,
mutagenezis i i 3 dimenzibs térszerkeze
-

ot
fehérje stabilitas okai, aktiv centrum modellezése,
a hidrogenazok molekularis evoluci6ja

2. abra. A csoport atfogé stratégiaja.
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A fenti stratégia megvalositasahoz a kovetkezd célokat tiiztiik ki:
1. Izolalni és jellemezni a T. roseopersicina hydrogenaz1-t kodolo géneket
2. Izolalni és jellemezni a T. litoralis citoplazmatikus hidrogenazat kodold
géneket.
3. Genetikai rendszert kidolgozni a 7. roseopersicina-ra, hogy mutagenezis
kisérleteket lehessen elvégezni.
4. Genetikai rendszert kifejleszteni a hipertermofil mikroorganizumokra, és ehhez
5. Olyan lemezelési technika kidolgozésa, amely segitségével izolalt hipertermofil
koldonidkat lehet nyerni.
6. Bebizonyitani, hogy a 7. roseopersicina hupSL gének a hidrogenaz2-t kddoljak.
7. Kristalyositani az enzimeket, ¢és meghatarozni a haromdimenzids

térszerkezetiiket.

A fenti célkitlizések a csoport terveit tiikkrozik. Ezen beliil a dolgozat az 1. 2.
¢és 5. pontban leirt feladatok kapcséan elért eredményekkel foglalkozik.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

Novesztési koriilmények. 7. roseopersicina BBS sejtvonalat Prof. E.N
Kondratieva-t6] kaptuk, és 28-30 °C-on, folyamatos megvilagitds mellett
novesztettilk Pfennig kozegben 0.1% NH4Cl jelenlétében vagy anélkiil [34]. T.
litoralis sejtek Prof. Mike Adams laborjabol szarmaztak, és altaldban 86 °C-on
anaerob koriilmének kozott novesztettiik 1-2 napig a sejtek szdméra optimalis
kozegben [35].

Aminosav szekvencia meghatarozas 7. roseopersicina stabil hidrogenazat mar
publikélt protokol szerint tisztitottuk [23], majd aktivitas festett SDS-PAA gélbdl
kivagtuk az aktiv savot, eludltuk 20 mM natrium-foszfat pufferben (pH=7.0). A
nagy ¢€s kis alegységet ezutan denatural6 poliakrilamid gélen valasztottuk el, majd
Problott (Applied Biosystems) membranra blottoltuk. Az amino terminalis
szekvenciat ezt kovetden meghataroztattuk. A belsé szekvencidk esetén hasonloan
jartunk el, de eldtte aszpartit endopeptiddzzal megemésztettiik (Boehringer,
szekvenalo min0ség) a megfelels alegységeket.

A T. litoralis hidrogendaz amino terminalis szekvenciait Prof. Mike Adams
laboratériumaban hataroztdk meg [Zhou nem publikalt eredmany].
Kromoszomalis DNS tisztitas, konyvtarak Kkészitése. 7. roseopersicina
kromoszomalis DNS-t [12] szerint tisztitottunk, és a pHC79 kozmidban vald
genomi konytarak készitése ugyanitt talalhaté meg. A T. litoralis sejtekbdl [36]
szerint tisztitottunk kromoszomalis DNS-t és AZAP EXPRESS/EcoRI (Stratagene)
fag-konyvtarat készitettiink a cég utmutatasai alapjan. A hibridizaci6 utan pozitiv
jelet ado fagokbol szintén a gyartd intstrukcidi alapjan nyertiik ki az EcoRI
fragmenteket tartalmazé pBK CMV fagemideket.

DNS manipulaciok. A DNS manipulécidkat az altaldnosan elfogadott [37] alapjan
végeztik, a plazmid tisztitds sordn sok esetben a Qiagen termékeit, illetve sajat
fejlesztésli protokolt hasznaltunk (ez utébbbit egyeldre lizleti-titkossagi okok miatt

nem hozzuk nyilvanossagra). A restrikcios illetve DNS manipulacids enzimek
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Boehringer Mannheim GmbH, Fermentas, Stratagene, Pharmacia, USB/Amersham
cégek termékei voltak.

PCR. A polimeraz lanc reakciét a kozismert leirasok szerint hajtottuk végre [37],
altalaban 50-56 °C hibridizacios h6mérsékletet hasznalva. Kromoszomélis DNS-en
nagy degeneraltsagi fokli primerekkel az els§ néhény ciklust alacsony (37 °C)
hémérsékleten végeztiik. A polimerizacidé soran az 1 perc/ 1 kilobazis szabalyhoz
igazodtunk 72 °C-on hajtva végre a reakciot.

Hibridizacié. Kolonia, plakk Southern- hibridizacié6 sordan a Boehringer
Mannheim GmbH "Genius" nem-radioaktiv készitményét hasznaltuk, és a
hibridizaciot a cég utmutatasai alapjan végeztiik digixigenin jelolt DNS préobaval.
A proba jelolésére minden esetben a taldlomra hibridizald primer modszert
hasznaltuk ("random priming").

DNS szekvenciaanalizis. A DNS nukleotid sorrendjének meghatarozaséhoz az
USB/Amersham Sequenase Version 2.0 rendszert hasznaltunk az esetek tilnyomod
tobbségében. Néha az Applied Biosystems 373 vagy 373A tipust automata DNS
szekvencia analizatoraihoz folyamodtunk.

RNS tisztitas, Northern blot- és hibridizacié. Total RNS tisztitasra a Gibco BRL
altal forgalmazott Trizol reagenst hasznaltuk. Northern blot és hibridizacios
kisérleteket tobbfajta mddszer alapjan végeztiink. Ezek kozé tartozik az Ambion
altal forgalmazott NorthernMax kit, néhany esetben [4] utmutatasait kovettik,
illetve a hibridizaci6 soran felhasznaltuk a Boehringer Genius kit Northern
hibridizéalasra optimalizalt koriilményeit [14].

Primer extenzio. Primer extenzios kisérleteket 7. litoralis totdl RNS-en végeztiink
[4] alapjan. Egy esetben eltértiink az eldirt protokoltdl és >*P végjelolés helyett >°S
beépitéses jelolést hasznaltunk (35uCi a3SSdATP) a protokol tobbi részének elvi
betartasa mellett. Az izotopokat az Amersham-tol, vagy a Magyar Izotop IntézettSl
vasaroltuk. Primer extenziohoz AMV vagy MMulLV reverz transzkriptazt
hasznéltunk.
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Fehérje tihltermeltetés. A T. litoralis alegységeinek E. coli-ban vald
tultermeltetéséhez a Novogen "pET" tultermeltetd vektorait hasznaltuk a cég
elGirasai alapjan BL21 sejtek kiilonb6z6 valtozataiban.

Szamitogépes programok. A DNS és fehérje szekveciak szamitogépes analizisét
egyrészt a DNASIS, masrészt a Blasta, Clustalw, GCG programcsomag Clustalw,
Prettyplot, Prettybox programjaival végeztiik.
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V. .TEZISPONT

A T. roseopersicina stabil hidrogenazat kédoloé gének izolalasa és

jellemzése

V/1. A gének izolalasa

Mivel R. capsulatus-bol szarmazd heterolog probaval a stabil hidrogenazt
kédolo gének helyett egy masik hidrogenazhoz tartoz6é hupSL géncsaladot sikertilt
izolalni, a hidrogendzl gének azonositdsdhoz mas stratégiat kellett valasztani.
Meghataroztuk a stabil hidrogenaz kis €és nagy alegységének amino-terminalis
szekvencidit, és ezek alapjan degeneralt primereket terveztiink, hogy PCR
segitségével felszaporithassuk a gének egyes darabjait (3. &bra). Ehhez
feltételeztiik, hogy esetiinkben is érvényes az az altalanos megfigyelés, hogy a kis
alegység megeldzi a nagy alegységet, és ezek kozvetleniil egymés utan
kovetkeznek a genomban [15, 41]. A wvart, kb. 0,8 - 1 kb-os PCR termék
gyakorlatilag a teljes kis alegységet kodolo gén lett volna. Sajnos tucatnyi primer
tervezése és felhasznalasa sem vezetett eredményre. Bar sok esetben kaptunk a
vart mérettartomanyba es6 PCR termékeket, ezek szekvencidi nem feleltek meg a
varakozasnak. Feliilvizsgalva feltevésiinket az alegységek  genomidlis
szervez0désérdl, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy hatékonyabb megkozelités
lehet, ha intergenikus régiok helyett intragenikus szakaszokat probalunk célba
venni. Ehhez a tisztitott kis és nagy alegység polipeptideket aszpartat
endopeptidazzal emésztettiik és mindkét alegységbdl egy-egy peptid N-terminalis
aminosav sorrendjét meghataroztuk (3. abra). Ezekre degeneralt DNS primereket
tervezve ¢és felhasznalva a teljes alegységek N-termindlis régidira tervezett
primereket sikertilt eldallitani a 3. abran lathato 0,8 kb-os ACRG4 fragmentet a
nagy alegységre, illetve egy 0,3 kb-os szakaszt (TSUP2-t) a kis alegységre. A
nagy alegység esetében még igy is csak ugy egyértelmi eredményt, ha az ACX12-
ACX14 primer parral el6allitott PCR termékeken egy mésodik PCR-t hajtottunk
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végre az ACX12-ACX13 primer parral. A PCR termékeket klonoztuk (pACRG4,
pTSUP2) és meghatiroztuk DNS szekvencidjukat. Az aminosavra forditott
szekvencia teljesen megegyezett a fehérje szekvenalas eredményével, igy

elmodhatjuk, hogy sikeriilt homoldg prébakat eldéllitani hidrogenazl génjeire.

Digoxigeninnel jelolt ACRG4 fragmentet hasznaltuk a 7. roseopersicina
kromoszomalis DNS-bdl késziilt kozmid konyvtarak (BamHI, és Pstl enzimekkel
parcidlisan emésztett 7. roseopersicina genomi DNS, pHC79 kozmid megfeleld
hasitohelyén [12]) kolonia hibridizacidjara. Mind a két konyvtarbol egy-egy
pozitiv klont kivalasztottunk, amelyek mérete becslés szerint mintegy 40 kb. Ezen
klonok BamHI-gyel és Pstl-gyel tortént teljes emésztése utan egy 4,5 kb-os Pstl,
két 5 kb-os BamHI fragmentet - melyek Southern hibridizacidban pozitivnak
bizonyultak - klénoztunk pBluescribel9+ vektor megfelelé helyére (pTSH4/5,
pTSH2/8, pAK41 egyenként). Mint a 4. abran lathaté ezek atfedd klonok, és
mintegy 11 kb-os régiot fednek le. A harom, nagyobb fragmentet tartalmazé
klonokat szubklonoztuk a 4. abran feltiintetett enzimek segitségével és a nukleotid
sorrendjliket meghataroztuk. A nem atfed6 konok illeszkedési pontjait alkalmasan
tervezett specidlis oligonukleotid primerekkel végzett szekvenalasokkal

ellenoriztik.
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KIS ALEGYSEG
= . 21t B I A
N-terminalis pTSUP (284bp) elsd
AALEQAKRPSVIWLSFQE .....ccecvveenencnnoncnnnne SNPGYSTVAGH <« ————— transzlalt aminosav szekvencia
AALEQAKRPSVIWLSFQE SNPGYSTVAGHSNY <« — eredeti aminosav szekvencia
TRSAN ACX15/R < —— PCR primerek
NAGY ALEGYSEG
N-termindlis Belsd
| : ACRG4 (0.8kb) : |
IEAQMDGENIAQ....ovvvnnees DAGQIQEYVAHSWYQ < — — transzlalt aminosav szekvencia
SERIVVDPVTRIEGLLRIEAQMDGENIAQ DAGQIQEYVAHSWYQ < - eredeti aminosav szekvencia
ACX12N ACX13/R  ACX14R < : PCR primerak

3. abra A peptid szekvenalasbol kapott amindsav sorrendek 0sszehasonlitasa a
genomi DNS-bdl amplifikalt DNS szakaszok szekvencidibol leforditott aminOsav
sorrendekkel.

Egy kb. 7 kb-os régié szekvencidjat hataroztuk meg mind a két iranybol, amely
tartalmazza a teljes kis és nagy alegységet valamint mintegy 2 kb-os régiét a
struktargénekt6l 3' irdnyban [34]. A szekvenciat terjedelmi okok miatt nem
kozoljik. Tovabbi 1 kb. szakasz (5' irdnyban) szekvencia analizise is - legalabbis
az egyik szalon - készen van. A 4. abran rogton feltlinik, hogy a hidrogenazl
nemcsak a fehérje természetét illetéen rendelkezik kiilonleges tulajdonsagokkal,
hanem a gén szervezddése is specidlis. Nevezetesen a kis és nagy alegység kozott
egy 2 kb-nyi kozbeékel6dott szekvencia (KESZ) van, ami meglehetdsen ritka a Ni-
Fe hidrogenazok korében. Ez megmagyarazza azt is, hogy csak az alegységek N-

terminalis szekvenciai alapjan miért nem sikeriilt homol6g prébat elGallitani.
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V/2. A hydS és hydL jellemzése

A hydS egy olyan nyitott leolvasési kerettel kezdddik, amely tartalmaz egy
47 amindsav hosszasagu szignal szekvenciat:
MAARNPTDKTLGESLRERGVSRRGFLKFCAATASMMALPP SMAPAIA,
a membrankotott hidrogenazokra jellemd motivummal egyiitt (aldhuzva, és
vastagitva), illetve a hasitds vart helyénél az Ala-t. Ez a korabbi adatokkal

egyezésben meggy06z0 érv amellett, hogy a hidrogenazl is membrankotott fehérje.

hydS KESZ hydL
— N — ﬁﬁﬁ— — ¥
S P P BXI BX
e — i : —— : e T
BHI BHII H H H Bl H X Bll H E BHI BHI P P S S
SESSaasse pTSH4/5 —
< — ———e ey s
pTSH2/8 pAK41
< —>

4. abra A T. roseopersicina stabil hidrogenazat kodol6 16kusz restrikcios térképe.
hydsS a kis, hydL a nagy alegységet, mig KESZ: a kozbeékel6dott szekvenciat
jeloli. A fligg6leges nyilak a 100 %-ban kész szekvencia hatarait jelzik [34]
BHI: BamH]I, BII: Bg/ll, BHII: BssHII, BXI: BstXI,

E: EcoRI, H: Hincll, P: Pstl, S: Sphl.

A szignal peptid nélkiil a hydS egy 323 aminosav hosszi, 34062 Da
molekulatomegli polipeptidet kodol, ami j6 egyezésben van a SDS-PAGE-bdl
nyert adatokkal (34 kDa).

A hydL éltal kédolt fehérjének is két formaja van. Mint korabban lattuk, a
nagy alegység is rovidiil a transzlaciot kovetéen a C-terminalis végen egy kb. 15
aminosav hosszu oligopeptid proteolitikus lehasitdsaval. A AydL is tartalmazza azt

a konzervalt hisztidint, amelynél a hasitas el6 szokott fordulni (5. &bra), habar a
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kovetkez6 aminosav valin helyett [18] leucin. Az éretlen fehérje 577 aminosavbol
all, amibdl egy 15 aminosav hosszi peptid vagodik le, s igy képzddik a 62204 Da
molekulatomegii érett nagy alegység, ami jO egyezésben van a fehérje

molekulatomeg-meghatarozas 64 kDa-os értékével [23].

r
brajas [PV I WMHGLECTCCSES 69 GHGCIGCSEDGTFUMWD 305
azvis [P V[LJw LHGLECTCCSES| 68 |6 HG CI16CSEDGEF MWD 304
trhupS [P V VW LHGLECTCCSES| 68 {6 HGCIGCSEDGTF MWD 304
Cacme | P | oy | S, | 1 i s =) 1 r = 1
trhyas  s|v 1w L{s Fale c T[e|c[r]es| 72 6 H PlClLIG C S EPRIFWD 309
dsvus S{YA,Y_J_VL,EJIN AlE C TlG|C S E S| 73 L6 HiPlc T 6 C s g‘!p D|F W DJ 309
blokk B blokk E
! 4
trhupl L[V VD P VTRIEGHTLER| 31 fPleiferertlifusrorciaciaftul  se
brajal [TV VDPVTRTIEGHHMR| 31 jPlLlE TLRT T HSFDPCLACSTH 581
azviL IV VDPVTRTIESG | 30 [PVETLRT{LIHSFDPCLACSITH 587
trhydL T VY DPVTITRIESGH 18 PICILRTIHSFDPCI:AC‘AVI“ 561
dsval (1 VVOPVTRIEGH 38 (PVETLRTVHSFDPCIIACEVH 55
blokk A blokk F

5. 4bra Tobbszoros fehérje hasonlosagi teszt néhany hidrogenaz kis és nagy
alegységére. A konzervalt blokkok elnevezését illetGen 1d. [47]
braja: B. japonicum [38], azvi: A. vinelandii [28], dsvu: D. vulgaris [13],
trhup: T. roseopersicina hup [12], trthyd: T. roseopersicina hyd génjei

A hydSL és hupSL gének fehérje termékei tartalmazzék az Gsszes olyan
konzervalt szekvencia motivumot, ami a membrankotott Ni-Fe hidrogenazokat
jellemzik [47]. Néhany ilyen fehérje szekvenciablokk egymashoz vald illesztése
lathatd az 5. 4bran két-két szekvencia motivum esetén. A szekvencidk
konzervaltsaga meggy6z0, és aligha kétséges, hogy mind a AupSL, mind a hydSL
kétalegységes hidrogenazt kodolé gének. Habar mas tipusu prokariotdkban ismert

jelenség, hogy egy sejten beliil tobb hidrogendz fordul eld, (pl. E. coli, ahol
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legalabb harom, de Ujabban egy negyedik hidrogenazt is leirtak)[15, 41], a
fotoszintetikus baktériumok koérében ez az els6 eset, hogy mind biokémiai mind
genetikai  eszkozokkel két hidrogendz jelenlétét bizonyitottuk be egy

mikroorganizmuson beliil.
V/3 . Kozbeékelbdott szekvencia (KESZ)

Nem ismeretlen, de igen ritka jelenség, hogy a kis és nagy alegység nem
kozvetleniil egymas utan kovetkezik a kromoszoman, hanem valamilyen egyéb
szekvencia beékelddik. Ilyen fordult el6 pl. az E. coli hidrogenaz2 esetében [29],
ahol a nagy alegység génjét (hybC) nem a kis alegység el6zi meg, hanem egy
transzmembran doméneket tartalmaz6 citokrém b tipusu fehérjét kodold gén
(hybB). Bar a szerz6k az ezt megel6z8 nyitott leolvasasi keretet (hybA) vélték a
hidrogenaz kis alegységének, ez meglehetdsen alacsony homoldgiat mutat a
hidrogenazok kis alegységével. Viszont a hybA-t6l 5' irdnyban az elsé potencialis
polipeptid meggy6z6 modon hasonlit a hidrogenazokhoz, igy feltehetd, hogy ez
kodolja az E. coli hidrogenaz2 kis alegységét, s igy, mintegy kétszer akkora
kozbeekel6dott szekvencia létezik, mint ahogy a szerz6k azt hitték. Ez lényegében
hasonlé méretl, mint amit mi taldltunk 7. roseopersicina hydSL esetén. A két
szekvencia azonban nem mutat kiilonosebb hasonlésagot, s a 7. roseopersicina
KESZ-hez hasonlé szekvencidk keresése az adatbankokban eddig nem jart
eredménnyel. Az Gsszes lehetséges nyitott leolvasasi keret (amelyben két kb. 40
kDa-os polipeptid is szerepel) Osszevetése az ismert szekvencidkkal bizonytalan
eredményeket adott. Az egyik motivum feltehetSen tartalmaz egy ferredoxin tipusu
Fe-kén kocka kot6 helyet, mig a masik a D. vulgaris hmc operonjaval (egy
transzmembran redox fehérje) mutat tobb-kevesebb hasonlésagot. Mindazonaltal

egyaltalan nem biztos, hogy fehérje kddolo régiordl van sz, és jelenlegi adataink

crezr
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V/4. 5'és 3"iranyu kornyezo szekvenciak

Az irodalmi bevezetSben utaltunk arra, hogy a hidrogenéz struktirgéneket
altalaban olyan gének veszik koriil, amelyek vagy a hidrogendz érésében vagy
expresszidjanak szabalyozaséban jatszanak szerepet. A 7. roseopersicina hydSL
génektdl 3’ iranyban rendelkezésiinkre all, mintegy 2 kb. hosszi szekvencia,
amely nem mutatott semmilyen hasonlésagot az eddig ismert szekvencidkkal.
ideértve a nem-hidrogenaz kapcsolt szekvencidkat is. Hasonlo a helyzet a kb. 1 kb.
hossz 5' végi szekvencidval, bar itt a szekvencia analizis még nincs teljesen
befejezve. A  hupSL gének viszont teljes mértékben hidrogenazszert
tulajdonsagokat mutattak e tekintetben, hisz a struktirgéneket koriilvevé gének is
nagy hasonlésdgot mutattak pl. a R. capsulatus hidrogenaz megfeleld génjeivel
[12]. Erdemes megjegyezni, hogy Southern kisérletekben, melyek ismert Ni
beépitd fehérjéket kodold géneket - mint pl. a hupNOP a B. japonicumban [16] -
hasznaltunk probakeént, sem jartak sikerrel, ami felemas 6sszhangban van a fenti

eredményekkel.

V/5. A két hidrogenaz feltételezett funkcioja a T. roseopersicina-ban

Az eddigi ismeretek birtokdban a két hidrogendz feltételezett élettani
funkcigjat a kovetkez6kben foglalhatjuk 6ssze:
1; A hidrogenaz2 egy nitrogén fixalo koriilmények ko6zott indukalédé enzim, mely
a nitrogenaz komplex mikodése soran keletkez6 hidrogént recirkulaltatja
energianyerés kiséretében (FO-F1 komplex-szel egyiitt). Ez a hidrogenaz csak a
hidrogén oxidacidjanak iranyaban miikodik.
2. A hidrogenazl funkcidja bizonytalanabb, expresszidja konstitutivnak tlinik, és
minden val6szinliség szerint a fotoszintetikus lanc elektronigényét biztositja a

hidrogén gaz oxidéacidjaval.
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VI. 2. Tézispont

A T. litoralis hidrogenazt kddolo gének izolalasa és jellemzése

VI/1. A gének izolalasa

A T. litoralis hidrogenaz génejeinek izoldlasara a kovetkezl stratégiat
valasztottuk. Amerikai kooperald partneriink, Prof. Mike Adams labortériuméban
a hidrogendzt homogenitasig tisztitottdk, ¢és az alegységek N-terminalis

szekvenciait meghataroztak. Ez az els0 tablazatban lathato.

Alegyseg Aminosav szekvencia
B MRYVKLPKEN TYEFLERLKE
d(kis) MENEKVGIGF YALD
o(nagy) MYIPITVDHI ARVEGKGGIE IVTSDEGV

1. tablazat. A T. litoralis hidrogenaz alegységeinek aminoterminalis szekvenciai.

Ezek alapjan szintetikus primereket terveztiink, és feltételeztiik, hogy a
gének sorrendje a kromoszoOman megegyezik a hidrogenazokra éltalanosan
jellemzd elrendezddéssel, azaz a kis alegység megel6zi a nagy alegységet. Ez a
feltevésiink igaznak bizonyult, és sikeriilt a kis és nagy alegység N-terminalis
végei kozotti kb 0.8 kb-os fragmentumot PCR segitségével elallitani, ami a
varakozasnak megfelelGen a kis alegység szekvenciajat hordozta (pDA0.8 kldn).

EcoRI és BamHI ezimekkel emésztett T. litoralis kromoszdmalis DNS-bs]
A fag konyvtarat készitettiink, és a fenti (jelolt) fragmenttel hibridizaltuk. Két
teljesen azonos klont sikeriilt izoldlni az EcoRI konyvtarbdl, amelyek egy 4kb

inszertet hordoztak. Helper fag segitségével kiugrasztottuk az inszertet tartalmazo
pBK CMYV fagemidet, és igy kaptuk 6. abran lathat6 pTLH4/1 klont. Meg kell
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jegyezni, hogy az ugrasztas soran az inszert rendkiviil nagy hajlandésdgot mutatott
rekombinacidra, és sokszor csak delécidkat tartalmazé klonokat sikeriilt nyerni.
Természetesen a pTLH4/1 4 kb. méreti EcoRI inszertje Osszhangban van a
T. litoralis genomi DNS-sel végzett Southern kisérletek eredményeivel.

Ezt a 4 kb-os régiot szubklonoztuk, és meghataroztuk a szekvenciajat, és
kideriilt, hogy tartalmazza majdnem mind a négy alegységet, és csak a p alegység
N-terminalis régidjabol hidnyzott egy kis darab, és természetesen a szabalyozo
régid. Azt is megallapitottuk, hogy az alegységek sorrendje megegyezik a P.
furiosus hidrogenaz esetén talalt sorrenddel [32]

Ezért Pstl-Kpnl enzimek segitségével egy 2-4 kb-os parcialis konyvtarat
keészitettink 7. litoralis kromoszomalis DNS-b6l pBluescript vektorban. A
pTLH4/1 5' végi darabjaval hibridizalva ebbdl a konyvtarbdl izolaltuk a pTLH13/1
klont, ami egy kb. 3 kb-os inszertet tartalmaz, és mintegy 0.5 kb-os darabon atfed a
pTLH4/1-gyel (6. abra). Ezt a szakaszt is szubkloénoztuk és meghatiroztuk a

nukleotid sorrendjét, igy 0sszesen 6458 bp hosszl régio szekvenciajat tartuk fel.

pTLH4/1
"(,_,.___.,. e ——————— I ,._7>.‘
TLH13/
< prea — >
Pf_“ J ‘ | Hill E‘°°'T ~ Hu ‘ Hm HIL £eo
A sm Hil Hil E E S KC P HIA M HIl Bg P BE X HI
fdhA B Y o (sv) o (LU)
1kb
"

6. abra. A T. litoralis hidrogenazt kodol6 lokusz restrikcios térképe, a gének
szervezodése.
A: Accl, Bg: Bglll, BE, BstEIl, C: Clal, E: EcoRI, HII: Hincll,
HIII: HindlII,LK: Kpnl, M: Mscl, P: Pstl, Sm: Smal, SI: Sacl, X: Xhol
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V1/2. A hidrogenadz gének jellemzése

A négy alegységes [NiFe] hidrogenazt kodol6 gének egyenként egy 43.292
Da (B), egy 33.467 Da (y), egy 29.709 Da (8) és egy 48.568 (a) Da
molekulatomegii polipeptidet kodolnak, amelybdl az utdbbi kett§ felel meg a
Ni-Fe hidrogenédzok kis illetve a nagy alegységének. Egyik alegységhez sem
tartozik szignal szekvencia, ami egyezésben van a biokémiai adatokkal, hogy a T.
litoralis hidrogenaza a citoplazméban fordul el6. Hasonloképpen nincs a nagy
alegység végén a membrankotott hidrogenazokra jellemzd kb. 15 aminosavbél alld
peptidszakasz, ami &ltaldban a hidrogendz érése soran proteolitikusan lehasad.
Mindazonéltal a hisztidin, amelynél a hasitds torténni szokott ebben a
hidrogenazban is jelen van, ami nagyfoki konzervaltsagra utal, s ezt egy rovid
VVRL szekvencia koveti. Az, hogy ez a oligopeptid lehasad, avagy sem, jelenleg
még nem bizonyitott. Egyébirant a mezofil hidrogendzokkal valé hasonlésag
meglehetdsen alacsony, bar a nagy alegység Ni-t kot0 ciszteinjei esetiinkben is
konzervaltak. A kis alegységek esetén is elsGsorban a ciszteinek kornyékén
fordulnak el6 konzervalt szekvencia elemek. Nagyjabol atlagos szamu cisztein
fordul el6 a kis alegységben (13), de a hisztidinek szdma feltlinGen alacsony (3).
Ez azért is érdekes, mert a hipertermofil fehérjékben inkabb a ciszteinek szdma
szokott alacsonyabb lenni, mint a mezofilekben.

A B és y alegység a S. typhimurium szulfit reduktazzal (asrA, AsrB) [20]
mutat hasonlosagot csakugy, mint a P. furiosus esetében [32]: Erre a P. furiosus

hidrogenazzal val6 dsszevetéskor még visszatériink.

V1/3. A T. litoralis és a P. furiosus hidrogenaz génjei hasonloak

egymashoz

A T. litoralis hidrogendz génjei meglehet6sen hasonldéak a P. furiosus

hidrogenaz megfeleld génjeihez (7. abra). Mint az abrardl leolvashaté az o
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alegység mutat a legkisebb hasonlésagot (76.8 %), ami figyelembe véve a keét
sejtvonal kozeli rokonsagat, valamint a tobbi alegység magasabb homologiajat
informacio értéki lehet. Magyaréazatul szolgalhatna példaul a két hidrogenaz eltérd

stabilitasara (a 7. litoralis hidrogenaz kevésbé stabil), de ez egyelére csak

spekulacio.
T.litoralis ) ) ) )
H2az B Y S o
2ZOn0SS3Y sinten  80.1% 89.7%  80.3% 76.8%
P.furiosus ) ) )
H2az )
B / ¥ \ 0 o
feltételezett
nukleotid k6td
domén
szulfite reduktaz hydrogenaz
homolég gének strukturgének

7. abra. A T. litoralis és P. furiosus hidrogenaz gének 6sszehasonlitasa

Annal feltin6bb viszont a y alegység nagyfoku hasonlésaga (89.7%). A
P. furiosus hidrogendz esetén ezen az alegységen beliil jelolték ki a feltételezett
nukleotidk6t6 domént, ami a NADPH kotéséért volna felelGs. Ez a domén a két
fehérje esetén 100%-ban azonos, ami teljeses ellentétes a varakozasainkkal
(8. abra).

A T. litoralis hidrogenaz biokémiai jellemzésébGl az deriilt ki, hogy ez a
fehérje nem képes nukleotid tipusu elektrondonorokat hasznélni, hanem csak
ferredoxint. Ennek megfelelen plauzibilis volt feltételezni, hogy a két enzimet
kodolo gének abban fognak kiilonbozni, hogy a y alegységben azonositott

nukleotid kot§ domén valahogy sériilt, és ez az oka annak, hogy a T. litoralis
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hidrogendz csak ferredoxint képes oxidalni. A domének azonossaga arra enged
kovetkeztetni, hogy a két enzim ugyanazokat a szubsztratokat képes hasznositani,
és valdszintlileg a miik6dési mechanizmus is hasonld. Mindazonaltal az tovabbra is
kérdés marad, hogy mi ez a szubsztrat, mert a NADPH-t leirtak ugyan, mint a
P. furiosus hidrogendzanak egyediili és kizarolagos elektrondonorjat [26], de a
tényekhez az is hozzatartozik, hogy a NADPH a P. furiosus novekedési
hémérsékletén in vitro korilmények kozott nem stabil (néhany perc a felezési
ideje). Az ellentmondast specialis nukleotid stabilizal6 faktorok jelenthetnék, vagy
olyan redox tulajdonsagu nukleotidok, amelyek a kérdéses hGmérsékleten stabilak.
Ilyen pl. a FAD, vagy a FMN. E mellett szol az is, hogy a T. stetteri-b&l izolalt
Ni-Fe hydrogenaz tartalmazott FMN kofaktort.

V1/4. Létezik egy masodik nukleotid koté domén a y alegységen beliil

A biokémiai €s genetikai adatok ellentmondasossaga a y alegységet illetGen
0sztonzott benniinket arra, hogy megvizsgaljuk, hogy a feltételezett nukleotid k6t6
régiok mennyire felelnek meg az altalanos szabalyoknak. Az eredeti elképzelés
szerint [44], a nukleotid k6t6 doménnek egy 11 pontbdl allé kritérium rendszert
kell kielégitenie, amelyb6l minimalisan 9-nek teljesiilnie kell, hogy szignifikans
kijelentést tehessiink. A szerz6k szerint a domén magjaban egy GXGXXG
motivum jelenléte alapvetd fontossagi: Ezen kritériumok alapjan megvizsgéalva a y
alegységeket talaltunk egy masik potencialis nukleotid k6t6 domént, amely a fenti
elvek alapjan 9 pontot ért el, és tartalmazza a fenti szekvencia részletet, mig a [32]
altal kijelolt régid csak 7 pontot kapott (8. abra), és nincs benne a fenti motivum.
fgy, ha van nukleotid k6t6 domén, valészintileg az az altalunk kijelslt szakasz.
Nincs kizarva azonban, hogy mind a két domén aktiv szerepet jatszik, és az egyik
domén a flavin tipusi, a masik pedig a NADH/NADPH tipust nukleotidokat koti.
Ilyen mechanizmust talaltak az A. eutrophus négyalegységes hidrogenaza [40],
valamint a D. fructosovarans NADP redukal6 hidrogenaza esetén [27]. Az, hogy

egy hipertermofil hidrogenadzban olyan domén talalhat6, amely szignifikansan
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kielégiti a mezofil fehérjék analizisébdl felallitott kritérim rendszert, az a nukleotid
k6t6 domének nagyfoka konzervaltsagéara utal mar az evolici6 korai szakaszaban.
Erdemes megjegyezni, hogy végigteszteltik mind a négy alegységet, és nem
talaltunk egyetlen egy hasonld szekvenciaclemet sem, amely hasonlo feltételt

kielégitett volna.

10 20 30 40 50 60
1.l —> MTVRPVPRTNTFADDNPYALERVRVLRVYQLTELEKLFLFRFEDPTIAENWTFKPGQFVQLTI
snana S R Bl rll Bi SEii e ne s a R EEsE
Pf —> MML PKEIWIPNDNPYALHRVKVLKVYSLTETEKLF LERFEDPELAEKWTFKPGOFVQLTI
10 20 30 40 50 60

10 80 90 100 110 120

PGIGEVPISVCSSPMRQGFFELCIRKAGRVTTVVHKLKPGDTVLVRGPYGNGFPVDEWEG

--------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------

PGVGEVPISICSSPMRKGFFELCIRKAGRVITVVHRLKPGDTVLVRGPYGNGEPVDEWEG
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180
‘MDLLLIAAGLGTAPLRSVFLYAMDNRWKYGNITFINTARYGKDLLFYKELEAMKDIAEAE
| aanssuuciyernnnessnnnarny s iineaqaansaea T qannsatany rags
1MDLLLIAAGLGTAPLRSVFLYAMDNRWKZGNIIEINIARYGKDLLFYKELEAMKDLAEAE
130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240

NVKIIQSVTRDPDWPGLKGRPONFIVEANTNPKNTAVAICGPPRMYKDVFESLINYGYRP

--------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------

NVKIIQSVTRDPNWPGLKGRPQQFIVEANTNPKNTAVAICGPPRMYKSVFEALINYGYRP
190 200 210 220 230 240
250 260 210 280 290
ENIYVTLERMMKCGIGKCGQCNVGTSTSWKYVCKDGPVETYFDIVSTPGMLD

ENIFVTLERRMKCGIGKCGHCNVGTSTSWKYICKDGPVFTYFDIVSTPGLLD
250 260 270 280 290

8. abra. A T. litoralis és P. furiosus hidrogenaz y alegységek kozotti homolégia a
feltételezett nukleotid k6t6 doménekkel.
I. :[32] altal, II.: altalunk javasolt nukleotid kot domén.
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VI1/5. A T. litoralis hidrogendz génekt6l 5° iranyban szomszédos gén

egy format dehidrogenazt kédolo gén

Mint kordbban tobbszor utaltunk ra a hidrogenaz strukturgéneket altalaban
olyan gének veszik koriil, amelyek az enzim érésében vagy expresszidjanak
szabalyozasaban jatszanak szerepet. Ezért egy kb. 2.5 kb-os régid
szekvenciaanalizisét is elvégeztik a P alegységtl 5’ iranyban. Ennek a
szekvencianak az adatbankokban rendelkezésre 4all6 szekvenciakkal valo
Osszevetése azt sejtette veliink, hogy format-dehidrogenaz génekkel hasonlo
szekvenciaval van dolgunk. S valéban, a hidrogenaz génekkel ellentétes iranyban
van egy nyitott leolvasasi keret, amely nagyfoku hasonlésagot mutat tobbek kozott
a metanogén archaeon Methanobacterium formicium format-dehidrogenaz vagy az
E. coli format-dehidrogendz A alegységével. A 462 aminosavboél alld, 55.055 Da
molekulatomegli polipeptid 33 - 43 % aminosav azonossdgot mutat az
adatbankokban talalhaté format-dehidrogenaz A génekkel. Elképzelhet6 egy olyan
mechanizmus, melyben a format CO,-vé oxidalasa szolgaltatna az elektronokat a
hidrogendz szdmara a H, fejlesztéséhez. Ez azonban még tovabbi vizsgalédasokat
igényel. Az val6szind, hogy a hidrogenaz gének és a format-dehidrogenaz gének
expresszidja fliggetlen egymastol, hisz a transzkripcidjuk ellenkez§ irdanyban megy
végbe. Mindenesetre elmondhatd, hogy ez az els6 format-dehidrogenazt kodold
gén a Thermococcales fajokban, s6t nem talaltunk ilyen gént a nem-metanogén
hipertermofil mikroorganizmusok koérében. A metanogének esetében a format

oxidacigja szolgaltatja az elektronokat a CO2 metanna torténd redukcidjahoz.
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V1/6 . A T. litoralis hidrogendz génjei egy transzkripcios egységet

képeznek, és az expressziot a kén nem befolydsolja

Northern blot segitségével bizonyitottuk, hogy a hidrogendz négy
alegységét kodolo gének egy transzkripciés egységet képeznek. Bar a vart
fragment mérete némileg kisebb a vartnal (kb. 3.5 kb), ez minden bizonnyal
részben elektroforetikus anomalidknak, részben annak tudhaté be, hogy a
hipertermofil RNS-k sokkal tobb modositasokat tartalmaznak, mint a mezofil
RNS-k. Igazoltuk azt is, hogy a hidrogenaz gének expresszidja nem fiigg a
tenyésztési kozeg kén tartalmatol. Ehhez tRNS-t tisztitottunk olyan sejtekbdl,
amelyek kénnel illetve kén nélkiil n6ttek, és egyenld mennyiségli tRNS-ket vittiink
fel a denaturald agar6z gélre és végeztiik el a Northern blottot. A kisérleti hiban
beliil egyforma intenzitdsu sdvokat kaptunk, ami azt jelenti, hogy - habar a.
hidrogendznak a kén szubsztratja lehet [24], a kén a gének expresszidjara nincs
hatassal. Azaz, a hidrogenaz szempontjabol érdektelen, hogy kenet, vagy protont
kell redukalni.

V1/7. A T. litoralis hidrogenaz mRNS-e egy hosszu nem transzlalodo

régiot tartalmaz

Primer extenziés kisérletekkel igazoltuk, hogy a transzkripcids iniciacios
pont “A” (9. abra), és ez -139 bp-ra van a transzlacids iniciacids ponttdl (10. abra).
Ez a hosszi nem transzlalodoé régié komplikalt masodlagos szerkezeteket képez, és
ezért véleményiink szerint a mRNS stabilizdlasaban van szerepe. A transzkripcids
iniciacios pont nem fiigg a kozeg kéntartalmatol, tehat ugyanaz a mRNS-e a
hidrogenaznak és a szulfthidrogendznak egyarant (9. 4bra). Ez merdben 1
eredmény, mert a P. furiosus esetében a transzkripcids iniciaciés pontot az elsd
metioninhoz sokkal kozelebbi “G”-nek tippelték [32]. A 10. dbran bekereteztiik a
potencialis TATA boxokat. Véleményiink szerint a kozéps6 TATA-tipust
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szekvenciaelem szolgdl a promoter magjaként a hidrogendz gének

transzkripcidjahoz.
S +S
TCGA 1234
& -
L Ead
A w2
A R
sy B
T
T -
C o .
A -

9. abra. Primer extenzios kisérletek a 7. litoralis hidrogenaz mRNS-én
1-3: kiilonb6z6 RNS preparatumok, 1. a tenyésztési kdzeg nem tartalmazott kenet,
2-3 kén jelenlétében novesztett sejtekbdl, de fliggetlen preparatumok 4: ugyanaz
az RNS, mint 3 esetén, de a jelolést o>°S-dATP-vel és nem y *P-ATP-vel
végeztiikk, mint 1-3 esetén.
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V1/8. A Thermococcales hidrogendzok kiilon csoportot képeznek

Eredeti célkitlizésiinknek megfeleléen 0sszehasonlitottuk a
T. roseopersicina instabil, stabil hidrogendz génjeinek a szekvencigjat a T.
litoralis termostabil hidrogenaz génjeivel. Sajndlatos modon olyan alacsony
hasonléségbt kaptunk a T. roseopersicina és T. litoralis hidrogenéazai kozott, ami

lehetetlenné teszi komoly kovetkeztetések levonasat.

F F P P A-C I H Vv § 1L ¢ P R D H R C€.8 @
TTTTTCCCTCCAGCATGTATACATGTACAATTATIGTCCACGTGATCATAAGTGTTCCCAG

——>
Ir = L ¥ v K.F L R I L *= T F G W K T K G

L E S ¥ F M G VF * VL * L M F N V Q N N
TTAGAAAGCTTTTTTATGGGATTTTAAGTATTATAATTGATGTTTAATGTACAAAATAAC

s L L F I A * K K E V M E L R Y V K L P
TCGCTATTGTTCATAGCTTAGAAAAAAGAGGTGATGGAGTTGAGGTATGTTAAGTTGCCG

K E N T Y E F L E R L K E W G T L Y A P
AAGGAGAATACTTACGAGTTCCTAGAGCGCCTGAAGGAGTGGGGGACACTTTATGCCCCA

v K I 8 BE K F ¥ D F R E V E DM 8 @ I E
GTAAAAATCTCGGAGAAGTTCTACGACTTCAGAGAAGTTGAAGACATGAGTCAAATAGAA

F K ¥ N R T I M ...
TTCAAATATAACAGGACAATAATG. . .

10. abra. A T. litoralis hidrogenaz p alegységének transzkripcids és transzlacios
iniciacios pontja. A lehetséges TATA boxokat bekereteztiik.

Altalaban elmondhat6, hogy a T. litoralis és a P. furiosus hidrogenazai egymashoz

nagyon, viszont mas hidrogendzokhoz csekély mértékben hasonlitanak, igy
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valészintileg a hidrogenazok kovetkez8 csoportositasakor mar kiilon osztaly
fognak képezni. Az adatbankokban taldlhat6 szekvencidkkal torténd
Osszehasonlitds még leginkdbb a metanogén (pl. Methanococcus janischii)
hidrogenazokat hozta ki legkozelebbi rokonnak, de ez hasonlosdg sem tilsagosan
kifejezett.

A T. roseopersicina hidrogendzl és 2 Osszehasonlitisa mar sokkal
igéretesebb, hisz aminosav szinten a kis alegységek 46%-ban, mig a nagy
alegységek 57.7%-ban azonosak. Ez a majd 10% hasonlésagi kiilonbség azt sejteti,
hogy a fehérjék tulajdonsagaiban rejl6 kiilonbségek elsGsorban a kis alegységeken
beliil keresenddk. Ezt kiméra hidrogenazok eldallitasaval lehetne igazolni,

amelyekben a kis és nagy alegységeket kicserélnénk a hidrogenazl és 2 kozott.
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VII. 3. Tézispont
Moédszer Kkifejlesztése hipertermofil mikroorganizmusok izolalt
telepekben valo6 tenyésztésére

VII/1. Bevezetés

Hipertermofil = mikroorganizmusokkal valé  laboratériumi  munka
technikailag sokkal problematikuabb, mint pl. az E. coli-val dolgozni. A
tenyésztési  korilmények sokkal bonyolultabbak, mint egy mezofil
mikroorganizmus esetén raadasul sokszor anaerob koriilmények kozott kell
dolgozni. Ezért izolalt telepeket sokaig nem is sikeriilt eldallitani, ehelyett
folyadék kultarakban lehetett csak tenyészteni a hipertermofil torzseket [7, 50],
ami természetesen gyakran kevert tenyészetek kialakuldsdhoz vezetett. A
hipertermofil mikroorganizmusokban torténé genetikai manipulaciokhoz viszont
elengedhetetlen izolalt kolonidk eldallitdsa. Hagyoményos agart tartalmazo
lemezelési technika erre nem alkalmas, mert a lemez megolvad, majd elveszti
viztartalmat és beszarad. Wiegel [50] adott egy attekintést a magas hémeérsékleten
szilard feliileteken, pl. keményitG, szilikagél, vagy Gelrite valé mikroorganizmus
tenyésztés nehézségeir6l. A keményitvel és szilikagéllel meglehetGsen nehézkes
és faradtsdgos dolgozni, ezért ezek nem terjedtek el igazan. A Gelrite-ot (Kelko
2t lletve Ca®"

jelenlétében szilardul meg. Ezért a kiilonb6z6 taptalajokra minden esetben

Division, Merck) Pseudomonas torzsbol tisztitottdk, és Mg

optimalizalni kell a lemez készitési protokolt. Masik hatranya, hogy viszonylag
gyorsan csokken a viztartalma, ami a lemez beszaradasahoz illetve a koldnidk

elmosodasahoz vezet.

VI11/2. Phytagel és alginat keveréke a megoldas magas
homeérsékleten is stabil lemezek eloallitasara

Phytagel a Sigma terméke, és konnyebben Onthetd belGle lemez, mint a
Gelrite-bol, nem kell til gyors polimerizaciotol tartani. Némi gyakorlattal 1-1,5 %-

os lemez rutinszertien készithet6. Minél magasabb a Phytagel koncentracidja,
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annél kisebb a viz elparolgisabdl szarmazd veszteség. A Phytagel-bll késziilt
lemezek 95 °C folott sem olvadnak meg. Az alginat egy mikrobidlis poliszaharid
(BDH), 0,2-0,3 % koncentracié tartomanyban adagolva csokkenti a Phytagel
lemezek dermedési sebességét, igy még biztonsagosabban, konnyebben lehet

&t jelenlétében haromdimenzids térhalds

lemezeket Onteni. Az alginat Ca
szerkezetet vesz fel, amelynek kolcsonhatasa a Phytagel polimerrel egyelére még

nem tisztazott [35].

A lemezek magas hémérsékleten tartasa Ohatatlanul vizveszteséghez vezet.
Hermetikusan zarhaté6 dobozba nem szabad bezarni a lemezeket, mert akkor a
vizg6z kondenzalasa a kolonidk szétkenddéséhez vezet. A lemezek hagyomanyos
modon, de magas hGmérsékleten vald tartasa pedig a lemez beszaradasahoz vezet.
Ezekre a problémakra megoldast jelent, ha a lemezeket olyan aluminium hengerbe
rakjuk, amelynek a fedelébe belilr6l szilikon gumit ragasztunk. Az igy
Osszeallitott aluminium edény elég zart ahhoz, hogy a viz teljes elparogasat, a
lemez beszaradasat megakadalyozza, viszont nem hermetikusan zart, ezért a
feleslges vizgéz el tud tavozni [35]. Hermetikusan zart edények azért sem
hasznalhatéak, mert pl. a Thermococcales sejtvonalak novekedésiik soran gazt
fejlesztenek, és ennek a gaznak az eltavozasat biztositani kell, kiilonben tilnyomas
alakul ki.

Az fenti médon Ontott, és tarolt lemezeket 10-14 napig probléma mentesen
lehet tarolni 85-95 °C-on, ami a legtobb feladat megoldasdhoz b&ségesen
elegend6. Hosszabb inkubacids id6 a lemezek jelent6s barnulasat okozhatja, ami
feltehet6en valamelyik tapanyag komponens bomlésanak kovetkeménye [35].

Mi éaltalaban anaerob sejtekkel dolgozunk (Thermococcales sejtvonalak),
ami azt koveteli meg, hogy az Osszes miiveletet anaerob koriilmények kozott
hajtsuk végre. Erre a Sheldon cég (Kanada) magas hémérsékletd, anaerob fiilkéjét
hasznaljuk, amelyben 95 % N2 + 5 % H) gazkverékben 30 - 100 OC hémérséklet

tartomanyban tuduk inkubalni a tenyészeteket.
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Rutinszerien tudunk lemezelni T. litoralis, P. furiosus, Thermococcus
JDF3 torzsekek, amelyek heterotr6f moédon nének -86 - 100 OC tartomanyban .
Mivel az alginat is €s a Phytagel is szerves anyag, €s az autoklavozas sordn némi
bomlasuk el6fordulhat, ezért autotr6f moédon novekedd sejtek tanulmanyozéasara ez
a rendszer nem alkalmas. Mindazonaltal a laboratériumokban leggyakrabban
el6fordulé feladatokra kivaldan alkalmazhatéd tehat jelentSs 1épés a hipertermofil

mikrobiologia illetve rekombinéns technika, genetikai rendszerek kidolgozasaban.
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VIII. OSSZEGZES

A termostabil hidrogenazok teriiletén végzett kutatisainkat fObb

eredményeit az alabbiakban foglalhatjuk 0ssze:

1. Izolaltuk és jellemeztik a 7. roseopersicina stabil, kétalegységes Ni-Fe

hidrogenazat kodolé géneket.

2. Megallapitottuk, hogy a strukturgének elrendez6dése szokatlan tulajdonsagokat
mutat: a kis és nagy alegységet kodold gének kozé egy 2 kb hossziasagi DNS
fragment ¢ékelddik. Ilyen jelleglii szervezddést korabban egyediil az E. coli
hidrogenaz2 esetén irtak le [29]. Ennek a kozbeékelddott szekvencidnak a

funkcidja egyeldre nem ismert, €s tovabbi vizsgalddasokat igényel.

3. A struktirgénektdl 5° és 3’ iranyban elhelyezkedS szekvencidk analizise nem
eredményezett semmilyen hasonlosagra az adatbankokban talalhato génekkel. Ez
azért lehet jelentOs, mert egy potencialis magyarazat a jelenségre az lehet, hogy a
stabil hidrogenaz aktiv formdjanak kialakuldsdban a nem-stabil hidrogenaz
segédgénjei vesznek részt. Ez - ha igy van - hasznos lehet kiméra rekombinans

hidrogenazok tervezésekor és elGallitasakor.

4. Molekularis biolégiai eszkozokkel is bizonyitottuk, hogy a hidrogenazl is

membrén kdtotten fordul eld a sejten beliil.

5. Ez az els6 eset, hogy 2 hidrogenaz jelenléte egy fotoszintetikus baktériumon

beliil mind biokémiai, mind genetikai eszkozokkel bizonyitast nyert.

6. Izolaltuk, és jellemeztik a 7. litoralis 4 alegységes citoplazmatikus Ni-Fe

hidrogenazat kodold géneket.
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7. Nagyfoki hasonlésagot talaltunk a P. furiosus és T. litoralis hidrogenazok
génjei és ezek szervezGdése kozott, habar a nagy alegységek kozotti hasonlosag a

szokasosnal alacsonyabb (76,8 %).

8. A biokémiai adatokkal ellentétben valoszin(sitettilk, hogy mind a P. furiosus
mind a 7. litoralis hidrogenéaza hasonlo, valdsziniileg nukleotid tipust szubsztratot

hasznal elektrondonorként.

9. Azonositottunk egy Uj, a korabban javasolttol [32] eltéré nukleotid kot6 helyet
mind a P. furiosus-ban mind a 7. litoralis-ban, ami jobban megfelel a nukleotid

kot6 doménekkel szembeni elvarasoknak, mint az irodalomban leirt kétShely.

10. Bizonyitottuk, hogy a 7. litoralis hidrogenaz négy génje egy transzkripcios

egységet képez, és a transzkripcojat a kén nem szabélyozza.

11. Meghataroztuk a 7. litoralis hidrogendz mRNS-ének transzkripcids iniciacios
pontjat, és ezt 5’ iranyban 139 bp-ra talaltuk a transzlacids start ponttol. Err6l a
viszonylag hosszii nem-transzlalodé régiorol az RNS masodlagos szerkezete

alapjan feltételeztiik, hogy a mRNS stabilizalasaban jatszhat szerepet.

12. A T. litoralis hidrogenaz génjeitGl 5’ iranyban azonositottunk egy format-
dehidrogendz A tipusi gént, ami az els§ azonositott, nem-metanogén,
hipertermofil eredetli format-dehidrogenaz gén. Ennek az atirddasa ellentétes a
hidrogenaz gének transzkripcidjanak iranyaval, ami azt jelenti, hogy expresszidjuk
fiiggetlen. Feltételezhetd, hogy a format oxidaciojabdl szarmazd elektronokat a
hidrogenaz a proton vagy kén redukcidjara forditja. Tovabbi kovetkeztetésként az
is levonhato, hogy a hidrogenaz génektdl 5’ iranyban - legalabbis 2 kb-on beliil -

nincs olyan fehérje génje, amely az aktiv hidrogenaz kialakulasahoz sziikséges.
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13. Megallapitottuk, hogy a Thermococcales hidrogenazok szekvenciaja jelentOs
mértékben eltér mas tipust hidrogenazok szekvencidjatol, és valdszinilileg a
hidrogenazok kozott kiilon csoportot fog képezni. Nem talaltunk meggy6z0
hasonlosagot a 7. roseopersicina stabil hidrogenaza ¢és a T. litoralis hidrogenaza

kozott.

14. Eljarast dolgoztunk ki hipertermofil mikroorganizmusok egyedi telepeken vald
tenyésztésére szilard feliileten, ami az els6 1épések egyike a hipetermofil genetikai

rendszerek kifejlesztése felé vezetd uton.

TOVABBI TERVEK

A T roseopersicina hidrogenazokkal kapcsolatban a kovetkez6 molekularis
biologiai munkakat tervezziik:
- A stabil hidrogenaz transzkripcios analizise, KESZ funkciéjanak megallapitésa,
- az instabil hidrogenaz transzkripcios analizise, az indukalhatdsag bizonyitasa
transzkripcids szinten
- genetikai rendszer kifejlesztése 7. roseopersicina-ra,
- hidrogenaz struktirgénekben mutans torzsek elGallitasa, hidrogenazok
mutagenezise, kiméra hidrogenazok konstrukcidja,
- aktiv rekombinans hidrogenaz termeltetése,

- a stabil hidrogenazt 6vezd szekvenciarégio analizisének folytatasa.

A T. litoralis hidrogenéazzal kapcsolatban pedig a terveink:

- a génektdl 3’ irdanyban elhelyezkedd szekvencidk, gének analizise

- a y alegység nukleotid kotésének in vitro analizise. Ehhez a konstrukciok mar
készen vannak tultermeltetd vektorban mind 7. litoralis-ra, mind P. furiosus-ra.
Tricialt nukleotidokkal kivanjuk az alegység nukleotid kot képességét tesztelni.

- Vektorrendszer kifejlesztése hipertermofil mikroorganizmusokra.
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- T litoralis hidrogenaz- mutans el6allitasa. Ezen beliil kivancsiak vagyunk arra is,
hogy valdban mind a négy alegység sziikséges-e a hidrogenaz aktivitashoz, azaz,

B, y alegységben deléciés mutansok jellemzése.

- rekombinans hipertermofil hidrogenaz eléallitasa.

A fenti feladatok végiil majdnem az egész csoport terveit jelentik, amit még
kiegészitenénk a fehérjék analizise terén rank var6 feladatokkal:

- a hidrogenaz?2 fehérje alegységeinek N-terminalis szekvencia analizise,

- a T roseopersicina stabil hidrogendz kristalyositasa, a haromdimenzios szerkezet
modellezése.

- a T litoralis hidrogenaz rontgendiffrakciods analizise.

Ez utobbi két projektre igéretes kooperacidink vannak, s reményeink szerint

sikertiil is megvalésitani Gket.
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