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BEVEZETES

A metan szerves anyagok anaerob lebomlédsa soran keletkezd, a fold légterében legnagyobb
mennyiségben el6fordulod, legstabilabb szerves gaz. Az atmoszféraba jutva a globalis
felmelegedés mértékének novekedését eredményezi, valamint megvaltoztatja az atmoszféra
kémiai Osszetételét. A 1égkorbe jutd metan ezen kiviil megzavarja a troposzféra hidroxilgyok- és
6zonhaztartasat.

Ma a metankibocsatas 60%-a az ember tevékenységéhez kapcsolodik és ennek mértéke évrol

évre fokozodik.

A metanotrof baktériumok paratlanok azt a tulajdonsigukat illetéen, hogy képesek a metant
kizarolagos szén- €s energiaforrasként hasznositani. A metant széndioxidda oxidaljak metanol,
formaldehid és hangyasav koztitermékeken keresztiil. A metanotrofok széles korben elterjedtek a
természetben ¢és fontos szerepet toltenek be a szénkorforgalomban. Metanfogyasztasuk révén
csOkkentik a levegObe jutd metan mennyiségét. Az oxidacid elsd 1épését egy a metanotrofokra

jellemzd enzim, a metan monooxigenaz katalizélja.

Széles (kornyezetvédelmi) biotechnologiai felhasznalasi lehetdséglik miatt a metanotrofok
gyakorlati jelentdsége figyelemre méltd. Vilagszerte sulyos kornyezetvédelmi problémat
jelentenek napjainkban a természetben felhalmoz6do toxikus kémiai vegyiiletek. E vegyiiletek
nagy csoportjat képezik a halogénezett szénhidrogének. A legelterjedtebben hasznalt klorozott
szerves oldoszer a trikloretilén (TCE). Toxicitasuk és karcinogén hatdsuk miatt a TCE és mas
klorozott szénhidrogének jelenléte ivovizeinkben komoly egészségkarosito hatast fejtenek ki az
emberi szervezetre.

Anaerob ¢€s aerob baktériumok is képesek a TCE lassu lebontdsara, de a nem teljes lebontas
eredménye gyakran a TCE-nél még karcinogénebb vinil-klorid. Az obligat metanotroéfok, habar
novekedésiikhoz metant igényelnek, mas egyszerli metan analdogokat, valamint nagyobb szerves
molekuldkat is képesek oxidalni. A tesztelt metanotrofok koziil azok bontjdk jelentds
mennyisében a halogénezett szénhidrogéneket, amelyek citoplazméban lokalizalt MMO

enzimrendszert tartalmaznak.



A MMO enzimrendszer egy mol redukalt ekvivalenst igényel az altala katalizalt oxidacios
reakciohoz. Fiziologiai koriilmények kozott ez a redukald erd részben regeneralodik. In vitro
korilmények kozott sziikség van egy kornyezetvédelmi szempontbol is megfeleld redukald
forrésra.

A hidrogén egy igéretes alternativ redukald forrdsa a metdn monooxigenazoknak. Olcsd, nem
kdrnyezetszennyezd szubsztrat, amit a hidrogenaz enzim oxidal, ezaltal képes regeneralni olyan

intracellularis ekvivalenst is, mint a NADH.



CELKITUZESEK

A metan monooxigendz enzimek egyediilalld katalitikus aktivitasuk révén szdmos kozeljovoben
kifejlesztendd kornyezetkiméld és gazdasagos biotechnoldgiai eljaras lehetséges katalizatorai. In
vitro miikodésiikhoz azonban sziikség van egy olcsd, kornyezetbarat redukald eréforrasra. A
hidrogenaz enzimek altal termelt hidrogén egy idealis jeldlt erre a célra.

A Methylococcus capsulatus (Bath) termofil metanotrof baktérium az egyik legalaposabban
tanulmanyozott metanotréf, ezért valasztottuk munkank célpontjaul.

Munkam soran célul tliztem ki a hidrogenaz enzimek tanulméanyozasat, elsésorban fehérje szintii

jellemzését, melyet az alabbi pontokban foglalok 6ssze:

e A baktérium hidrogendz enzimeinek kimutatasa

e Hidrogenaz aktivitasmérések optimalizalasa Methylococcus capsulatus (Bath)-ban
e Az enzimek lokalizacdjanak vizsgalata

e A Hox tipust szolubilis hidrogenaz enzim struktirgénjeinek azonositasa

e Membrankotott hidrogendz struktirgének keresése metanotrofokban

e A szolubilis hidrogenaz enzim biokémiai jellemzése

¢ A hidrogenaz enzimek funkci6janak meghatarozasa



MODSZEREK

Methylococcus capsulatus (Bath) fermentorban ndvesztett, illetve a razatva nevelt baktérium
kultardit hasznaltuk. Egész sejtekkel ¢és a sejtekbdl preparalt sejtmentes membran és szolubilis
frakciokban mértiink hidrogenaz aktivitast. Az aktivitast két klasszikus modszer segitségével
hataroztuk meg: A hidrogénfelvevd aktivitas mérés soran keletkezé redukalt elektron akceptor
spektrofotométerrel torténé meghatarozasa és az enzimaktivitas kinetikajanak spektrofotometrias
uton vald kovetése. A MMO aktivitdsmérések és a hidrogénfejlesztd aktivitdismérések soran
gazkromatografot hasznaltunk a keletkez0 termékek analiziséhez. A molekularis biologiai
kisérletekhez a baktériumok esetében hasznalatos DNS manipulacids technikakat hasznaltuk
(genomi ¢és plazmid DNS izolalas, gének felszaporitdisa PCR reakcioval, klonozas,

transzformalés, Southern hibridizacid).



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Membrankotott hidrogendz aktivitast detektaltam nitrogénfixald és nitrogenaz gatolt
novekedési koriilmények kozott egyarant.

A létrehozott membrankotott hidrogenaz muténs segitségével meghataroztam az enzim
fiziologiai szerepét a baktériumban.

Enzimaktivitds mérésekkel igazoltam egy 1j tipusi, NAD*-fiiggd, szolubilis hidrogenaz
enzim jelenlétét a baktériumban.

A szolubilis, NAD"-fiiggd hidrogenaz géneket azonositottam a genomban. Methylococcus
capsulatus NAD*-fiiggd szolubilis hidrogenaza legkozelebbi rokonsagot Ralstonia eutropha
H16 torzs szolubilis NAD" - redukalé hidrogendzaval mutat.

Ugyancsak markercserés mutangenezissel, kétszeres rekombinansokra szelektalva hoxH
mutanst hoztunk létre. Szolubilis hidrogendz mutans toérzsben a hidrogenaz aktivitas hianya
nem eredményezett fenotipusos valtozast.

Meghataroztam a szolubilis enzim - a folyamatban levd enzimtisztitds szempontjabdl fontos -
alapvetd biofizikai és biokémiai jellemzdit.

Igazoltam, hogy az in vivo hidrogén-hajtott pMMO aktivitasok esetén egyarant
nélkiilozhetetlen a membrankotott hidrogenaz jelenléte. A szolubilis hidrogenaz aktivitas
hianyaban azonban tovabbra is mérhetd hidrogén hajtott sMMO és pMMO aktivitas.
Kimutattam, hogy a membrankotott hidrogenaz gének elterjedtek a metanotrof baktériumok

korében.
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