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Bevezetés

Azalatt a 3 milliard év alatt, amig a baktériumok a F5ldon
megtelepedtek valtozatos és bamulatos mechanizmusokat hoztak
létre, hogy a kiilonb6z6 kdrnyezeti feltételekhez alkalmazkodjanak.
Az adaptécio soran érzékelnitik kell a kornyezeti jeleket, és ki vagy
be kell kapcsolniuk a kiilonb6zé metabolikus utvonalakat a génjeik
illetve operonjaik kifejezddésének megvaltoztatasaval.

A Thiocapsa roseopersicina a fotoszintetikus kén bibor
baktériumok, a Chromatiaceae csaladjaba tartozik. A Chromaticeae
csalad tagjai képesek oxigén mentes kornyezetben fotoszintetizalni,
redukalt kénvegyiileteket hasznalni elektron donorként és a levegd
nitrogénjét megkdtni.

Az oxigén jelenléte a fény jelenlétében az anaerob
fotoszintetikus bibor kén és nem kén baktériumok szamara mérgezd
a reaktiv oxigén gyokok miatt. Emiatt tobb szintli és parhuzamos
rendszerek jottek létre, amelyek a fotoszintetikus rendszer
keletkezésében szerepet jatszd operonokat represszaljak vagy
kifejez6désiik aktivacidjat megsziintetik.  Mas esetekben, ahol
oxigén jelenlétében maximalis az energianyerés (pl. Escherichia
coli-ban), a kiilonbdz6é anaerob metabolikus utvonalakban résztvevo
enzimek csak oxigén jelenlétében fejez6dnek ki. Az oxigén
mennyiségének csokkenésével az anaerob metabolizmusban részt
vevé fehérjéket kodold gének kifejez6dése nd, mig az aerob

metabolizmusban szerepl6ké csdkken.



A Dbaktériumokban torténd oxigén mentes fotoszintézis a
fény energiajat ciklikus elektron aramlason keresztiil kdzvetiti. Ez a
folyamat energiat termel a mikrobaknak, de nem biztosit elektront a
széndioxid vagy NAD" — NADH+H" redukci6ja szaméra. Igy ezek
a fotoszintetikus mikroorganizmusok tovabbi elektront igényelnek,
amelyek lehetnek szerves anyagok, redukalt (kén) komponensek,
hidrogén gaz, stb. A hidrogént tobb baktérium hasznalja, emellett a
H,-nek tobb funkcidja lehet: elektront €s energiat is szolgaltathat a
sejtek szdmara.

Egy adott fehérje fiziologiai funkcidjanak felderitésére, a
kifejez6désének vizsgalata egy hasznos megkozelités lehet. A
legfontosabb bioenergetikai és redox folyamatok kozil, én a
metabolizmust és azok génjeinek kifejezodését vizsgaltam Thiocapsa
roseopersicina-ban.

Fo céljaim, a fotoszintézis/pigment bioszintézisben szerepld
komponensek azonositasa és azon szabalyozd rendszerek
tanulmanyozasa, amelyek a fotoszintetikus pigment szintézis és a

kiilonb6z6 hidrogenazok kifejezodését befolyasoljak.



Moébdszerek

A DNS manipulacidja és annak analizise az altalanos
technikak vagy a gyartok specifikacidja szerint torténtek. T.
roseoprsicina-ba és R. capsulatus-ba a plazmidokat konjugacio
segitségével juttatam be. Helyspecifikus és random transpozonos
mutagenezist hasznaltunk a mutansok létrehozasara. A primer
extenziot és a RT-PCR-t végeztiink a transkripcids iniciacids pont
meghatarozasara és a specifikus mRNS-ek detektalasara. A
karotenoidokat  aceton-metanol  extrakciot  kovetéen UV
spektrofotométerrel  vizsgaltuk. A LacZ méréseket toluén
segitségével permeabilizalt sejteken alkalmaztunk. A 6His aminosav
lancot tartalmazo fehérjéket a gyartok specifikacidja szerint
tisztitottam. A fehérje-DNS kolcsonhatasokat gél retardacios
kisérletekben vizsgaltam. A DNS ¢és fehérje szekvencia
Osszehasonlitasokat web-es és helyi bioinformatikai programokkal

végeztem.



Eredmények

Eredményeimet az alabbiakban foglalom 6ssze:

I. Plaszpozonos mutagenezis segitségével izolaltam egy pigment
mutans Thiocapsa roseopersicina torzset. A plaszpozon a crtD
génbe inszertalodott, ennek megfeleléen a spirilloxantin bioszintézis
utvonala sériilt.

IL. A plaszpozont hataroldé 22 kb kromoszomalis régidban 19
nyitott leolvasasi keretet azonositottam, amelyek karotenoid,
bakterioklorofill és a fotoszintetikus reakcio centrum keletkezésében
vesznek részt. A crtCDEF gének mellett, bizonyitottam a crt/ gén
jelenlétét, igy leirva szinte mindegyik spirilloxantin bioszintézisben
szerepet jatszo gént T. roseopersicina-ban.

1. A spirilloxantin bioszintézist a crtDC gének bevitelével
helyre tudtam &llitani a mutans térzsben. A Rubrivivax gelatinosus
crtDC génekkel tortént heterolog komplementacios kisérletek azt
bizonyitjak, hogy a Crtl és CrtC enzimek specialis tulajdonsagaitol
fiigg, hogy a bibor baktériumokban spirilloxantin vagy szferoidén
keletkezik.

IVv. A karotenoid bioszintezisben szerepld, a crtDC és crtE
gének kifejez0dését az oxigén szabalyozza, amelyben a CrtJ
represszornak lehet szerepe.

V. A HynSL hidrogendz koédold operonban talalhatd ispl és
isp2 gének a kis és nagy alegység génjeivel egylitt irddnak at.



VL A hynS gén eldtt 5° iranyban 3 transzkripcids iniciacios
pontot azonositottam. A génhez kozelebbi ponttdl 5° iranyban egy
nem tipikus -24/-12 promotert azonositottam, mig a tavolabbi
iniciacios pontoktél 5° iranyban nem lehet tipikus promoter
szekvenciat azonositani.

VIL Bizonyitottam az oxigén szerepét a hyn operon
kifejezodésében, mind sajat gazdaban, T. roseopersicina-ban, mind
heterolog gazdakban, Escherichia coli-ban és Rhodobacter
capsulatus-ban. Minden torzsben ugyaz a 5° aktivalo régi6 bizonyult
fontosnak a teljes kifejez6déshez.

VIIIL. Bemutattam az FNR fontos szerepét a heterolog gazdakban.

IX. T. roseopersicina-ban azonositottam ¢és izolaltam a furT
gént.

X. Az 5" aktivalo régioban talalhaté FNR koto fél hely
elrontasaval bizonyitottam annak nélkiilozhetetlen szerepét az oxigén

mentes kornyezetben megfigyelheto teljes mértéki kifejezodésben.

XL Megfigyeltem a hup operon minimalis oxigén altali
szabalyozottsagat.
XIIL. A hup operon expresszidja a hidrogén jelenlététol

fiiggetleniil allandonak bizonyult. Bizonyitottam, hogy a hupR gén
jelenléte nélkiilozhetetlen a hupSL operon kifejez6déséhez.

XIII. Azonositottam a hidrogén érzékeld szignal transzdukcios
kaszkad elemeit. Bemutattam, hogy a hupTUV kifejez6désének

hianya okozza a hup operon allandé transzkripciojat.



XIV. Sikeriilt visszaallitanom a hidrogén fiiggd kifejez6dését az
aktivan expresszalt T. roseopersicina és R. capsulatus hupTUV

gének bevitelének segitségével.
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