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Hanczar Timea
"Hidrogenaz enzimek vizsgalata Methylococcus capsulatus (Bath)-ban"
cimii Ph.D. értekezésérol

Hanczar Timea disszetacidja minden szempontbdl példamutatoan elkészitett szakmai
anyag. Vonatkozik ez a témavalasztasara is, amely a mikrobialis biotechnologia egyik
legigéretesebb teriiletéhez, a metant lebontani képes metanotrof baktériumok gyakorlati-ipari
felhasznalasahoz kapcsolodik.

A metan mikrobialis Gton torténd lebontasanak gyakorlati jelentdségét nem lehet eléggé
hangsutlyozni. Napjainkban a légkorbe bejuté metan mintegy 60 %-a az emberi tevékenység
eredményeként keletkezik €s az évente a légkorbe jutd metan mennyisége évente 1%-kal nd. A
folyamatok eredményeként a 1égkor metan tartalma az utdbbi 300 évben tobb mint kétszeresére
nétt, amely érték a kovetkezd évtizedekben kritikus szintre emelkedhet. Tekintve, hogy a
metan egyre jelentésebb mértékben jarul hozza a légkori tiveghazhatas kialakulasahoz, igen
nagy jelentdségliek azok a kisérletek, amelyek alapkutatasi eredményeikkel megalapozzak a
metan biologiai Gton torténd elbontasara kifejlesztendd technologiakat. Fontos megemliteni,
hogy ezek a folyamatok alapjat képezhetik egy metanbdl kiindulé metanol termelésnek, igy
kozvetlen gazdasagi jelentoségiik is lehet.

Nem elhanyagolhaté tovabba a kutatasi téma kapcsolata a kornyezetvédelemmel. A
vizsgalt —metanotrof baktériumok a metanbontasban kulcsszerepet jatsz6 metan
monooxigenazaik (elsésorban az ugynevezett szolubilis metan monooxigenazok) révén
szamos, ma komoly kornyezeti szennyezddést okozd vegyiilet (pl. haloalkanok, aromas és
heterociklusos szénhidrogének) elbontasara is képesek.

A metan monooxigenazok hatékony in vitro mikodtetéséhez sziikséges egy olcso,
kornyezetbarat redukaldo komponens. A szerzd felvetése szerint a hidrogenaz enzimek altal
termelt hidrogén idealis erre a célra. Mindezekbdl kiindulva a szerzé a metanotroéfok hidrogén
anyagcseréjének, a hidrogén metabolizmusban szerepet jatszd enzimeknek é€s a metan és
hidrogén anyagcsere kozotti kapcsolatnak a molekularis vizsgalatat tizte ki céljaul

Egyértelmien kimondhatd, hogy a Hanczar Timea altal valasztott kutatasi téma
id6szerl és komoly tudomanyos érdeklddésre tarthat szamot.

A dolgozat szerkezete hagyomanyos, aranyai és felépitése logikus. Az angol
osszefoglaloval €s a sajat publikacios jegyzékkel egyiitt mintegy 92 oldalas disszertacio alapjat
a szerz6 onallo kisérleti munkaja képezi. Az értekezés Osszterjedelme mértéktartd, formai és
tartalmi szempontbol megfelel a doktori iskola altal megszabott kovetelményeknek.

Részletes megjegyzések

Az Irodalmi attekintés rész részletesen ismerteti a metantermeldk és metanbontok
szerepét, a metanotrofok biotechnologiai hasznositasanak lehetGségeit, metanotrof baktériumok
tipusait, fontosabb nemzetségeit és a metan monooxigenazok fontosabb jellemzoit. Részletesen
bemutatja a hidrogenaz enzimeket; ezzel kapcsolatban molekularis, fiziologiai és filogenetikai
vonatkozéasokra egyarant kitér. Az irodalmi attekintés rendkiviil alapos, jol attekinthetd, sét
szépen illusztralt, titkkrozi a szerzo kelld jartassagat a témateriileten.

Kisérleti munkéja soran a szerz6 elsdsorban kiilonb6z6 molekularis biologiai,
mikrobioldgiai €s enzimologiai kisérleti modszereket alkalmazott. Az Anyagok és modszerek
részben ezek érthetden, jol attekinthetoen és kell6 részletességgel keriiltek bemutatasra.
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A jelolt az Eredmények és értékelésiik részben kozel 25 oldalon at mutatja be a kisérleti
munkaja soran elért eredményeit, illetve az ezek alapjan levont kovetkeztetéseket. Az elvégzett
munka atgondolt rendszert alkot: a kapott eredményeket megfelelé modon dolgozta fel és
logikusan tervezte meg a tovabblépéshez sziikséges ujabb kisérleteket.

A jelolt uj tudomanyos eredményei a kovetkezok:

1/ Membrankotott hidrogendz aktivitast mutatot ki Methylococcus capsulatus -ban
nitrogénkotés és ennek gatlasa mellett egyarant.

2/ Egy membrankotott hidrogenaz mutanst hozott 1étre és ennek felhasznalasaval
tanulmanyozta az enzim fiziologiai szerepét.

3/ Igazolta egy j tipusu, NAD™-fliggd, szolubilis hidrogenaz enzim jelenlétét a baktériumban.

4/ In silico analizissel szolubilis, NAD™-fliggé hidrogenaz géneket azonositott a genomban.

5/ Szolubilis hidrogenaz mutanst hozott létre markercserés mutagenezissel és vizsgalta a
mutacio kovetkezményeit.

6/ Enzimtisztitassal osszefliggésben meghatarozta a szolubilis NAD™-fliggd hidrogenaz
alapvetd biokémiai és biofizikai jellemzdit.

7/ Igazolta, hogy a membrankotott hidrogenaz mitkodése nélkiillozhetetlen az in vivo hidrogén-
hajtotta partikularis metan monooxigenaz aktivitasok esetén.

8/ Vizsgalta a membrankotott hidrogenaz gének elterjedtségét a metanotrofok kozott.

Az eredmények ismeretében megallapithaté, hogy a disszertacid elején ismertetett
célkitiizések maradéktalanul teljesiiltek.

A dolgozattal kapcsolatban a kovetkezd kérdések megvalaszolasat kérem a jelolttol:

1/ A hidrogén és metan anyagcsere kozotti kapcsolat vizsgalatanal a jelolt azt irja, miszerint a
maximalis sSMMO és pMMO aktivitast 10% gaztérbe juttatott hidrogén esetén mérte. A format
¢s hidrogén hajtotta MMO aktivitasok Osszahasonlitasat ugyanakkor 50% hidrogén mellett
mért értékekkel kozli (51. oldal). Mi ennek az oka?

2/ Egész sejtes rendszerekben végzett hidrogenaz enzim aktivitasmérések soran, metilénkéket
hasznalva elektronakceptorként gyenge aktivitast detektalt. Triton X-100 detergens kezelés
hataséara az aktivitas szignifikdnsan megnétt. A kisérlet eredményeit az 1. diagram mutatja be,
amelybdl kitlinik, hogy a Triton X-100 koncentraciot 10%-t6l 0.1%-ig folyamatosan
csokkentve egyre nagyobb aktivitas értékeket mért. Mi alapjan hatarozta meg a jelolt a
kisérletben alkalmazott legalacsonyabb detergens koncentraciot, tekintve, hogy ehhez tarsul a
legnagyobb mért aktivitas?

3/ A dolgozat emlitést tesz eukariotakban el6fordulé hidrogenazokrdl is. A szakirodalom
alapjan kérem, hogy a jelolt ismertesse, hogy milyen eukaridtakban bizonyitott hidrogenazok
megléte, illetve melyek azok az esetek amelyekben az eddig ko6zolt adatok alapjan ez
kizarhat6? Mennyiben térnek el szekvenciahomologia, felépités és funkcio alapjan ezek az
enzimek a kiillonb6zo prokariota hidrogenazoktol?

A disszertaci6 formai és tartalmi szempontbdl is példaértéki Osszeallitas. Lényeges
kritikai észrevételt nem tudok vele kapcsolatban megfogalmazni. Mindezek alapjan a PhD
dolgozat nyilvanos vitara valé bocsatasat és a PhD fokozat odaitélését messzemenden
tamogatom.

Szeged, 2003. majus 12.




Hanczar Timea
,Hidrogenaz enzimek vizsgalata Methylococcus capsulatus ( Bath)-ban”
c. doktori értekezésének opponensi véleményezése.

A jelolt témavalasztasa rendkiviil idészeri és a biotechnologiai alapkutatasok szempontjabol
nagyon fontos részteriiletet érint. A hidrogenazok nagyon fontos szerepet jatszanak nemcsak
in vivo az €16 sejtekben, de az adott mikroorganizmusok jelentdsek a légkorbe jutott metan
karos hatasainak csokkentésében és pl. a klorozott szénhidrogénekkel szennyezett vizek
tisztitasaban is. SOt a szerves biomasszabol termelt biogaz segitségiikkel metanolla is
alakithato és ezaltal egy kellemesebb, mobilis motorhajt6 tizemanyag nyerhetd.

A dolgozat szerkezete megfelel a szokéasos kovetelményeknek , igy tartalmaz :

1 oldal Bevezeto-t,

29 oldal Irodalmi attekintés-t,

1 oldal Célkitizések-et,

13 oldal Anyagok és modszerek fejezetet,

25 oldal Eredmények és értékelésiik fejezetet és

masfél oldal Osszefoglalast.
A dolgozatot kiegésziti a Roviditések jegyzéke, az angol nyelvi 6sszefoglalo és a 89
publikaciot magaba foglald Hivatkozasok jegyzéke, ill. sajat publikacidinak jegyzéke. Az
egyes fejezetek aranyosnak tekinthetok, felépitésiik logikus.

Az irodalmi attekintés tartalmazza a témakor ismeretanyagat a kezdetektol egészen
2003-ig. A feldolgozas szinvonala bizonyitja a jelolt elméleti felkésziiltségét a nem
mindennapi bonyolultsagu teriileteken is. Kilonosen demonstrativak a pMMO és sMMO
szerkezetét bemutato szines abrak. A célkitlizései vilagosak, célratoroek.

A valasztott mikrobaszaporitasi modszerek, az alkalmazott elvalasztasi modszerek, a
hasznalt mérési és vizsgalati modszerek a legmodernebbek az adott témateriileten. Talan csak
az hianyolhat6, hogy nem talaltam a médszerek kozott a nitrogén fixalod és nitrogenaz gatlo
korilmények kozotti szaporitas leirasat.

Az eredmények bemutatéasa korrekt, de meggy6z6bb lett volna, ha a néhany tablazat
felirataban szerepld 3 parhuzamos mérésbol szamolt atlagérték mellett a szoras mértéke is
szerepelt volna. A megemlitésen tul jo lett volna a dolgozatban is szerepeltetni a pMMO
szekvenalasanak eredményeit is. Az eredmények értékelése a legtobb esetben nagyon

sziikszavi. Hianyolom, hogy mas hidrogenazokkal csak ritkan hasonlitja 6ssze sajat



eredményeit. Maskor meg nem magyaraz anomalis viselkedést, pl. miért lett nagyobb a
hidrogénfejlesztés a nitrogenaz gatlasa esetén ( 4.diagram).

A dolgozat nyelvezete, stilusa jo, csak néhany kisebb kifogas emlithetd, pl. nem
tartom helyesnek az alabbi kifejezéseket : beazonositott, megszintetizalodott, eloxidalas stb.
Azt is furcsanak talalom, hogy az angol ,,format” kifejezést hasznalja magyar széveg-
kornyezetben is, pl.a format-dehidrogenaz esetében. Tudomasom szerint a magyar kémiai
helyesiras a hangyasav soit, vagy ionos formajat formiat alakban hasznalja.

A jelolt publikacids tevékenysége dsszhangban van az egyetem doktori
szabalyzataval. Két elsé szerzOs publikacioja van, az egyik jo IF-fel rendelkez6 kilfoldi
folyoiratban jelent meg. Ezenkiviil két nivos kilfoldi folyoiratban megjelent publikacioban 2.
ill. 6. szerzoként szerepel. A tarsszerzok minden esetben hozzajarultak ahhoz, hogy ezeket
szerepel elsd szerzOként, ugyanez vonatkozik a bemutatott poszterekre is.

A tézisekben osszefoglalt uj tudomanyos eredményeit elfogadom a sorrendben
6.kivételével, amely nagyon altalanos. E helyett javaslom a kovetkezét. Meghataroztam a
szolubilis enzimmel katalizalt reakcido pH- és hdmérséklet- figgését, amelyek a folyamatban
1évé enzimtisztitas szempontjabol fontosak.

A felsorolt észrevételek nem csokkentik az elvégzett nagyszamu kisérlet és a kapott
eredmények értékét, ezért a dolgozat nyilvanos védésre bocsatasat javaslom és
eredményes védés esetén a doktori fokozat odaitélését timogatom.

A dolgozathoz csatolt angol nyelvii 6sszefoglalot, téziseket elfogadom, a mellékelt

publikaciok fontosak voltak az 6sszkép kialakitasaban.

Budapest, 2003. majus 5.
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Dr. Laszl6 Elemér
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