Fotobiohidrogén termelésében szerepet
jatszd enzimek bioszintézise és
metabolikus kontextusa

Ph.D. értekezés tézisei

Nyilasi Andrea

Témavezetok:
Dr. Rakhely Gabor
Prof. Kovacs L. Kornél

Biologia Doktori Iskola

Szegedi Tudomanyegyetem, Biotechnoldgiai Tanszék
MTA, Szegedi Bioldgiai Kutatdkdzpont, Biofizikai Intézet

Szeged
2014



BEVEZETES

Napjainkban az emberiség egyik legnagyobb problémaja, hogy
a fosszilis energiahordozék keletkezése sokkal lassabb, mint
felhaszndlasuk sebessége, mindemellett felhaszndlasuk rendkiviil
kornyezetrombold hatdsu. Ma mar tényként kezelhetjik, hogy az
antropogén hatasok igenis felelGsek a klimavaltozdsért, éppen ezért,
ha lehet6ség van ra, minden tudomdnyos eszkdzt meg kell ragadni,
hogy minél el6bb kérnyezetkimélé megoldasokat taldljunk. Az egyik
lehetséges megujuld energiaforrds a Nap, mig a hidrogén lehet a jové
energiahordozdja, mivel eleget tesz olyan alapvet6
kovetelményeknek, amelyek a fosszilis energiahordozék felvaltasahoz
szlikségesek, és hosszu tavon képes fedezni az egyre novekvé
energiaigényeket.

Molekularis hidrogén el6allithaté kilénb6z6 bioldgiai
rendszerek segitségével napenergidbdl, az él§ sejtekben taldlhatd
hidrogenaz és nitrogenaz enzimek segitségével.

Modell organizmusunk a fotoszintetizdlé Thiocapsa
roseopersicina, mely négy féle, funkciondlisan aktiv [NiFe] hidrogenaz
(Hyn, Hup, Hox1, Hox2) és egy nitrogendaz enzimmel is rendelkezik. A
[NiFe] hidrogenazok bonyolult metalloenzimek, melyeknek komplex
strukturaja sejten belll spontdn mdédon nem tud kialakulni, hanem
szamos kisegit6 fehérje Gsszehangolt mikodésére van szikség. A
hidrogenaz enzimek érésének kutatadsa soran tobb kisegité fehérjét
sikerlilt azonositanunk T. roseopersicina-ban. Az egyik ilyen kisegitd
fehérje a HupK, melynek funkciéjardl keveset tudunk, azonban
homoldgjardl, a HoxV fehérjérél R. eutropha-ban bebizonyitottak,



hogy a membrankotott  hidrogenaz  aktiv centrumdnak
Osszeszerelésében jatszik fontos szerepet.

A HupK fehérje szekvenciajat dsszehasonlitottam a HoxV és a
T. roseopersicina Hup hidrogenaz nagy alegységének szekvenciajaval.
Két olyan motivum is taldlhatd, melyekben Iév6 négy cisztein
mindegyik  membrankotott  hidrogendz  nagy  alegységben
megtaldlhato, és az aktiv centrum koordindlasaért felel8s. Viszont a
HupK és a HoxV fehérjékben csak kettének a helye konzervalt (Cys54
és Cys378 a HupK-ban), a masik két ciszteint fenil-alanin helyettesiti
(Phe51 és Phe381) a HupK-ban. Munkam elsGdleges célja volt a HupK
fehérjében megfigyelt er6sen konzervalt szekvencia motivum
részletes vizsgalata annak kideritésére, hogy ez a régid felelds-e a
fehérje funkcidjaért.

A fotoszintetikus baktériumok egy egészen valtozatos
csoportja képes a szerves savakat szén- és energiaforrasként
metabolizalni. Munkdm célja az volt, hogy kideritsem, a T.
roseopersicina alkalmas-e erre a feladatra, és hogy 6sszehasonlitsam a
Hox1l és a nitrogendz hidrogéntermelését négyféle potencidlis
szubsztratbdl, az ecetsavbdl, a pirosz6l6savbdl, a borostyank&savbol
és a tejsavbol.



MODSZEREK

A DNS manipulacids eljardsokat a gyartdk utasitdsainak
megfelel6en végeztem. E. coli-ba a plazmidokat transzformaldssal, T.
roseopersicina-ba és R. eutropha-ba konjugdacioval juttattam be.

A HupK és HoxV fehérjéket heterolég gazdakban (R. eutropha
és T. roseopersicina) expresszaltam és mértem az in vitro hidrogenaz
aktivitast (mesterséges elektron akceptor jelenlétében).

A HupK kisegité fehérje konzervalt aminosavainak szerepét
irdnyitott mutagenezissel vizsgaltam. A Hup hidrogendz in vitro
hidrogén felvevé aktivitdsan keresztiil vizsgdltam az aminosav cserét
tartalmazé HupK hatdsat a Hup hidrogendz érésére. Western
hibridizcios médszert hasznaltam a mutans fehérjék proteolitikus
stabilitasanak vizsgalataihoz.

Gazkromatograffal hataroztam meg a szerves savak (ecetsav,
pirosz6l6sav, borostydnkdsav és tejsav) hatasara termelt hidrogén
mennyiségét. A tdpoldat tioszulfat koncentracidjanak valtozasat
spektrofotométerrel, szerves sav mennyiségének csokkenését HPLC-
vel kévettem nyomon. A nitrogendz aktivitast acetilén redukcids
madszerrel vizsgaltam.



EREDMENYEK

Munkam sordn a T. roseopersicina-ban lévé HupK kisegit6é

fehérje heteroldg funkcionalitdsat és konzervalt aminosavainak

szerepét vizsgaltam. Tovabba tanulmanyoztam a kiilénb6z6 szerves

savak hatdsat a T. roseopersicina hidrogéntermelésére. Kisérleteim

soran a kovetkez6 eredményeket értem el:

A R. eutropha hoxV mutdns torzsét komplementdltam a T.
roseopersicina-bol szarmazé hupK génnel és mértem a
membrankotott hidrogendz in vitro aktivitasat. Ezzel a kisérlettel
bizonyitottam, hogy a HupK fehérje funkcionalisan konzervalt
annyira, hogy képes egyluttmi{kodni a R. eutropha kisegit6é
fehérjéivel a hidrogendz érése sordan. (1)

Heteroldg gazdaban, a hupK mutans T. roseopersicina torzsben
sikeresen expresszaltam a HoxV fehérjét. A két membrankotott
hidrogenaz in vitro aktivitdsa alapjan elmondhaté, hogy a HoxV,
mind a Hyn, mind a Hup hidrogendaz érésében részt tudott venni.

(1)

A  HupK fehérjében talalhaté konzervalt aminosavakat
pontmutacidval sikeresen kicseréltem egy mds karakter(
aminosavra, majd a Hup hidrogenaz in vitro hidrogénfelvevé
aktivitdsan  keresztiil megvizsgaltam, hogy ezeknek az
aminosavaknak milyen hatdsa van a Hup érésére. (1)



IV. Bizonyitottam, hogy a Cys54 jelent8s szereppel bir a HupK fehérje

VI.

megfelel6 miikodésében, mivel alaninra valé cseréje (Tr C54A)
drasztikusan, 4%-ra lecsokkentette a Hup hidrogenaz aktivitasat.
Western hibridizaciés médszerrel kideritettem, hogy a C54A HupK
kifejez6dik, a pontmutacid csak kis mértékben befolydsolta a
mutans fehérjék proteolitikus stabilitdsat, tisztdztam, hogy a
tapasztalt aktivitasbeli kilénbség nem magyarazhatd kizarélag a
C54A HupK elégtelen expresszidjaval. (1)

Tovabbi pontmutansok (7r F51C/C54A és Tr C54A/F381C)
vizsgdlataval igazoltam, hogy sem az 51-es, sem pedig a 381-es
poziciéba beépitett cisztein nem volt képes helyettesiteni a Cys54
szerepét. (1)

A Tr C378A mutans torzs csekély hidrogenaz-aktivitds
csokkenésébdl megallapitottam, hogy a 378-as ciszteinnek nincs
jelent8s szerepe a HupK mikodésében. (1)

VII. Osszehasonlitva a Tr C378A és a Tr C378A/F381C, valamint a Tr

F51C és a Tr F51C/F381C mutdns torzsek aktivitasat, arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy a 381l-es helyen lévé fenil-
alaninnak kitlintetett szerepe van a HupK mi(ikédése soran.
Valamint a HupK fehérjében kialakitott négy cisztein (Tr
F51C/F381C) valdszin(ileg tul erGsen koti a vasat ahhoz, hogy a
Fe(CN).CO csoport at tudjon jutni a HupK-rél a Hup hidrogendz
nagy alegységére. (1)



VIII. In vivo hidrogendz-aktivitdsméréssel bebizonyitottam, hogy a T.
roseopersicina nem képes a Hox1 hidrogendz enzimével hidrogént
termelni az dltalam vizsgalt egyik szerves savbol sem.

IX. Osszehasonlitva a szerves savak nitrogendz enzimre gyakorolt
hatdsdt arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy kivétel nélkiil,
mindegyik szubsztrat jelent6s mértékben megnovelte a termelt
hidrogén mennyiségét a szerves sav mentes kontrollhoz képest,
flggetlendl a tioszulfat koncentraciétdl. (2)

X. A szubsztrat hasznositdsi eredmények alapjan megallapithatd, hogy
az ecetsavat, a pirosz6lGsavat, és a tejsavat 2 mM és 8 mM
tioszulfat mellett volt képes a T. roseopersicina a fotoheterotrof
novekedéséhez felhasznalni. Ezeknél a tioszulfat mennyiségeknél a
borostyankésav nem befolyasolta a biomassza képzést. (2)

XI. A dolgozatban vizsgdlt szerves savak kozll a tejsav hatdsara
termel6dott a legtobb hidrogén. A nitrogendz aktivitds mérései
alapjan megallapithaté, hogy a tejsav, mind az in vivo
hidrogéntermeld, mind az in vitro acetilénredukald aktivitasat igen
jelentés mértékben megnovelte.

XIl. A nitrogendz alegységeinek expresszids vizsgalatdval
bebizonyitottam, hogy a tejsav fokozza azok kifejez6dését.
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