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Bevezetés

Kornyezetkimélé energiaforrasok felhasznalhaté formaban,
nagy mennyiségben ¢és tisztasigban valé elddllitasa az
elkovetkezendé idészak egyik legaktualisabb kihivasa. Az esélyes
jeloltek kozt van a hidrogén, méghozza a bioldgiai tton elballitott
biohidrogén. Szamos mikroszkopikus méretii €16lény rendelkezik
hidrogéntermelé  képességgel. A  hidrogén termelését ezen
organizmusok hidrogendz és nitrogenaz enzimeikkel végzik. A
hidrogenazok a hidrogéntermelés mellett a molekularis hidrogén
felvételére is képesek, az €16 sejtben mikodésiik irdanyat az aktualis
anyagcserefolyamatok hatarozzak meg.

A hidrogendzokat a ndvekvd diverzitds (méret, negyedleges
szerkezet, elektron donorok €s akceptorok minésége) ellenére harom
osztalyba soroljak az aktiv centrum fémtartalmat alapul véve. Ezek a
[Fe], [NiFe] és a fémet nem tartalmazo hidrogenazok.

A [NiFe] hidrogendzok két alegységbdl allo heterodimert
képeznek. A nagy alegység tartalmazza az aktiv centrumot. Az aktiv
centrum (NiFe (CN) , (CO)) szerkezetet mutat. A CO ¢és a két CN
ligand a vas atomhoz kapcsolddik. Az aktiv centrum két, a nagy
alegység N- illetve C-terminalisdn talalhatdé CxxC motivumokon
keresztiil épiil be a fehérjeszerkezetbe. A kis alegységben talalhato
vas-kén  (Fe-S) centrumok vesznek részt az elektronok
tovabbitasaban az aktiv centrum és a fiziologiai elektron

akceptorok/donorok kozott. A [NiFe] hidrogenazokban [4Fe-4S] és



[3Fe-4S] kockak biztositjdk az elektronok 4ramlasat az aktiv
centrumtdl a funkciondlis partner felé, ami pl. citokrom lehet.

Az aktiv centrum Osszetett szerkezetét tekintve érthetd, hogy a
funkcioképes, miikodé hidrogenaz enzimek bioszintézise tobb
1épésbol  allo, igen Osszetett folyamat, melyhez szamos gén
termékének jelenléte sziikséges. A fobb 1épések az inaktiv
alegységek Dbioszintézise, a CN~ ¢és CO kétatomos ligandok
szintézise, beépitése, a Fe és Ni atomok fehérjébe agyazodasa,
valamint utolsé 1épésként a nagy alegység C-termindlisanak hasitasa
melyet egy specifikus protedz végez. Ezeket a folyamatokat végzik a
kisegitd gének altal kodolt fehérjék.

A Thiocapsa roseopersicina BBS fototréf bibor kénbaktérium
legalabb harom, miikodé hidrogenaz enzimet tartalmaz. Mindharom
enzim a [NiFe] hidrogendzok csoportjaba tartozik, ketté a
membranhoz kapcsolodik (HynSL, HupSL), egy pedig a
citoplazmaban taldlhaté (HoxYH). A [NiFe] hidrogenazok
bioszintézisének alapelvei az aktiv centrum és fehérjekdrnyezetének
erds konzervaltsiga miatt valoszinilleg ezen enzimekre is
érvényesek.

F6 célom a T. roseopersicina hidrogenazai érésének részletes
tanulmanyozasa volt, a bioszintézisben résztvevé komponensek €s
kolcsonhatasaiknak azonositasa révén. Az 6sszeszerelodés megértése
nagyban hozzajarulhat ahhoz, hogy heterolog gazdaban vagy in vitro

jol miikddo, nagy stabilitdst hidrogenazt hozzunk 1étre.



M Odszer ek

A DNS manipulécios eljarasokat az altalanos gyakorlatnak, illetve az
egyes gyartok utasitasainak megfeleléen végeztem. E. coli-ba a
plazmidokat  transzformaldssal illetve elektroporalassal, 7.
roseopersicina-ba konjugacioval juttattam be. Vizsgélataimhoz
kiilonbdz6 mutagenezis technikakat hasznaltam, a kisegitd gének
megkeresése transzpozonos mutagenezissel tortént. A megtalalt
kisegit6 gének szervez6dését, szabalyozasat B-galaktozidaz aktivitas
méréssel és RT-PCR alkalmazasaval elemeztik. A kisegitd gének
szerepét els6 megkozelitésben delécios mutagenezissel vizsgaltam,
ahol sziikséges volt, a leolvasasi keretet megdérz6 deléciokat hoztam
létre. A kapott mutans torzsek jellemzését hidrogendz aktivitas
méréssel végeztem, minden esetben szelektiven mérve mind a
hidrogén-fejlesztd, mind a hidrogén-felvevd aktivitasat az egyes
hidrogenaz enzimeknek. A bioszintézis soran kialakulé komplexek
azonositasa céljabol egy expresszios vektorrendszert hoztunk létre,
mely a kivant fehérjék affinitds oszlopon torténd tisztitasat tette
lehetévé. Ezekkel a konstrukciokkal végeztem a homolog

komplementacios kisérleteket is.



Eredmeények

Munkdm soran a [NiFe] hidrogenazok bioszintézisében
résztvevo kisegitd fehérjéket vizsgaltam, modellorganizmusként a
fotoszintetizald bibor kénbaktériumot, a Thiocapsa roseopersicina-t
hasznalva. A kisegité gének egy része specifikus, mig masik
csoportjuk minden, a sejtben megtalalhaté [NiFe] hidrogenaz enzim
éréséhez nélkiilozhetetlen. Kisérleteim eredményeit az alabbi

allitasokban foglalom 6ssze:

Szamos kisegitdé fehérje génjét azonositottam transzpozonos
mutagenezissel. Az M442-es mutans térzsben a hupK- hypC;-hypD-
hypE géneket talaltam, mig az M4711-es torzsben a transzpozon a
hynD génbe épiilt be. A hynD gén kozelében, vele ellentétes
orientacioban egy masik, AypC jellegzetességeket mutatdé gént

talaltam, melyet 4ypC,-nek neveztem el.

A jelenleg folyamatban 1év6 genomszekvenalds részleges adatait

hasznalva az addig hianyzo6 hypA és hypB géneket megtalaltam.

A kisegitd gének szervezddését RT-PCR-rel vizsgaltam, ez
alapjan a hypC;-hypDE gének a hupK génnel kozdsen irddnak at,
emellett azonban a hypC;-hypDE géneknek sajat szabalyozo régidja

is van, melyet a homolog komplementacios kisérletek bizonyitottak.



A hupD ¢és a hoxW gének operonba szervezddését RT-PCR
tdmasztotta ala, a hupD a hupSLC génekkel, a hoxW a hoxEFUYH
génekkel alkot operont. A harmadik endopeptidaz kodold gén, a
hynD, az FNR anaerob szabalyozo rendszer altal nem regulalt, annak
ellenére, hogy a célfehérjéjét kodold hynSL gének e rendszer

ellendrzése alatt allnak.

A hupK génben a leolvasasi keretet megdrzdé deléciot hoztam
létre a HupK fehérje vizsgalata céljabol. A  mutacio
eredményeképpen a membrankotott hidrogenazok (Hyn, Hup)
aktivitdsa minimalisra csokkent, mig a szolubilis hidrogenaz (Hox)
megorizte aktivitasat. Az elvégzett homoldég komplementacios

kisérletek visszaallitottak minden hidrogenaz aktivitast a sejtben.

A hypC; és hypC, génekben hasonldé mutaciokat hoztam Iétre
kiilonbozé hidrogenazokban mutans tdrzsekben a HypC fehérjék
specifitasanak vizsgalatara. Az E. coli hidrogenaz érési modelltdl
eltéréen, T. roseopersicina-ban mindkét HypC fehérjére sziikség van
mindharom hidrogenaz éréséhez. A homoldég komplementacios
kisérletek bizonyitottdk, hogy a muticiok megfigyelt hatdsai az

elrontott gének hianyanak a kdvetkezményei.

A mutacids analizist a harom endopeptidazt kodold gén esetében
is elvégeztem. Ahogyan az varhaté volt, ezen gének termékei

teljesen  specifikusak  egy-egy hidrogendz  Osszeszerelddési



folyamatara. A HynD fehérje csak a HynL C-terminalisat hasitja le, a
HupD csak a HupL éréséhez kell, mig a HoxW csak a Hox

hidrogenaz §sszeszerel6désében jatszik szerepet.

A kisegitd fehérjék homolog gazdabol vald tisztitasdhoz a
laborunkban kifejlesztett expresszids vektorrendszert hasznaltam. Az
affinitas toldalékokkal ellatott HupK és HypC fehérjéket sikeriilt
aktivan tisztitani, és néhany, az érés soran létrejové komplexet
taldltam. A HypC, fehérje kolcsonhat a stabil hidrogendz nagy
alegységével (HynL), a HypC, esetén pedig a szolubilis hidrogendz

nagy alegységével (HoxH) alkotott komplexet azonositottam.

Hidrogenaz érési modellt allitottam fel 7. roseopersicina-ra,
melyben az E. coli modelltél vald 1ényegi eltérést a HypC fehérjék
eltéro szerepe jelenti. Ezek a kisméretli fehérjék nélkiilozhetetlenek
mindharom hidrogendz bioszintéziséhez, és nem képesek egymast

helyettesiteni.
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