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Motto

"Test ideas by experiment and observation, build on those ideas that pass the test, reject
the ones that fail. Follow the evidence wherever it leads, and question... everything. Accept

these terms, and the cosmos is yours...”

- Neil deGrasse Tyson



Roviditések jegyzéke

A Angstrém

AMP: adenozin monofoszfat
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F420: Coenzyme F420 / Koenzim F420

Gm: Gentamicin

HiPiP: High Potential iron-sulfur Protein / Fotoszintetikus reakciécentrumba donalé magas
redoxpotenciall vas kén kockat tartlamazé fehérje

Hmec: Hight molecular weight cytochrome / Hagy molekulatomeg( citokrom
H,ase: Hidrogenaz
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Km: Kanamicin

LB: Luria Broth /Luria tapoldat

LH: Light Harvesting complex / Fénybegy(ijté komplex

MoCO: Molibdopterin tartalmu aktiv centrum

NAD(H): Nikotinamid-adenin-dinukleotid (redukalt forma)
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N,ase : Nitrogenaz

ORF: Open Reading Frame / Nyitott leolvasasi keret

PC: Photoautotrophic Conditions / Pfennig féle fotoautotréf tapoldat

PCR: Polimerase Chain Reaction / Polimeraz lancreakcié

pmf: proton motive force / proton motoros eré

PQ: plasztokinon

PSI: Phototo System one / egyes fotokémiai rendszer

PSII: Phototo System two / kettes fotokémiai rendszer
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RNS: ribonukleinsav
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Bevezetés
A vilag energiaellatasa

Napjaink egyik legfontosabb megoldasra vard feladata az emberiség egyre névekedd
energiaigényének kielégitése, azonban a konvencionalis fosszilis energiahordozok egyre
nehezebben elérhet6ék. A nem-konvenciondlis fosszilis energiahordozdk térnyerésével az
energiaigény kielégitése megoldhatd, de kornyezetvédelmi szempontbdl tovabbra is nagyon
fontos kérdés, hogy megujuld vagy fosszilis energiahorddzék felhaszndlasaval fedezziik-e

energiaigényiinket.

Az elmult években a drasztikusan javult példaul az olajhomok és olajpala kitermelési és
feldolgozasi hatékonysaga, és Eszak-Amerikdban mar a kitermelés is megkezd6dott. Mivel a
jov6ben tovabbi javulas varhaté ezen a téren, igy mar arban és elérhetéségben ezek az
energiahordozdék is versenyképesek lehetnek a hagyomanyos kéolaj kitermeléssel szemben
(Brandt és mtsai, 2013). A vilag legnagyobb olajhomok készletei a fejlett orszagokban vannak,
ahol a legnagyobb a fosszilis energiahordozé felhaszndlds, és nagyobb hangsulyt fektetnek az
ellatasi biztonsagra, ez pedig fontos oka lehet a nem konvencionadlis energiahordozék szélesebb
korl felhasznaldsanak. Az olajhomok a nem konvencionalis energiahordozdok koziil csak egy
kiragadott példa, szamitdsok szerint a gazpala kitermelése még az olajhomok kitermelésénél is
gazdasagosabb lehet a kdzeljovében. Az emberiség energiaellatasa tehat megoldhatd. Azonban
a nem-konvenciondlis energiahordozék banyaszata és feldolgozdsa nagy kornyezetterheléssel
jar; ezért jelenleg sokkal inkabb kérnyezetvédelmi kérdés, hogy milyen forrasbodl fedezziik a vilag

energiaigényét (Chu és mtsai, 2012).

A megujul6 energiaforrasok és energiahordozok felhasznalasaban rejlé lehet6ségek

és nehézségek

Ahhoz, hogy a kornyezetszennyez6 fosszilis energiahordozdkat (legyen akar szo
konvencionalis, vagy nem konvencionalis fosszilis energiahordozékrdl) felvaltsuk, alternativakat
kell talalnunk. llyen alternativa lehet az atomenergia. Azonban az uranérc nem megujuld
energiahordozd, tovabba Eurdpa egyes részein tapasztalhatd természettudomanyosan nem

indokolt ellenérzések miatt tovabbi térnyerése kérdéses.
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Az alternativak kozil a klasszikus megujuld energiaforrasok kiaknazasa lehet az egyik
megoldas. llyen energiaforrds lehet a szél-, a nap- és a vizenergia. A vizenergia felhasznalasi
részaranya a vilagon keveset valtozott az elmult évtizedekben, mert felhasznaldsi hatékonysaga
els6sorban geografiai tényez6k fliggvénye (Panwar és mtsai, 2011). A nap és a szélenergia
felhasznaldsa az egyik legigéretesebb lehetGség. A fotoelektromos rendszerek kozvetlendil
elektromos aramot allitanak el8, de a felhasznalt ritkafoldfémek aranak varhaté novekedése,
illetve a banydaszatukkal jaré kornyezetterhelés miatt ez a megoldds nem optimalis. Tovabba a
mérsékelt égovben nagy valtozékonysagot mutat a napsiitéses 6rdk szama és eloszlasa, amely
egy domindnsan fotoelektromos eredetl dramtermelés esetén ellatdsi ingadozast
eredményezhet. A szélenergia felhasznaldsanal is a fluktuacid okoz problémat. Az elektromos
aramfogyasztdsunk is drasztikus ingadozdst mutat napi, heti és éves szinten egyarant. Ez a
jelenség a szél és a napenergia fluktuacidjaval egyltt adja az alternativ energiahordozdk igazi
Achilles-sarkat. Az ingadozas kikliszobdlhet6 egy kontinentdlis energiaelosztd halézattal, vagy
gyorskapcsolasi komplementer erémlivek telepitésével, de ezek a beruhazdsok az

energiaellatas koltségeit drasztikusan megnovelik (Xydis, 2013).

Az emberiségnek a stabil energiaellatds érdekében egy olyan energiahordozéra van
sziiksége, ami barhol el6allithatd, tarolasa és szallitdsa megoldhatd, és elégetése soran karos
melléktermék nem keletkezik. Az el6allithatosdg és a tarolhatésag problémadjara megoldast
nydjthat a biomassza alkalmazasa, de jol felhaszndlhatdé energiahorddzéva alakitasahoz
finomitasi eljarasok sziikségesek. A beruhazasi koltségek, fermentacié/finomitas hatékonysaga
és a szubsztrat szdllitasi koltségei miatt, a biomassza alapu energiahordozdk
koltséghatékonysagban még nem versenyképesek a konvenciondlis energiahordozdkkal
szemben (Panwar és mtsai, 2011). Bar allami szubvencidkkal az alternativ Gizemanyagok mar
bekeriiltek a gazdasag vérkeringésébe, ez pedig azt is mutatja, hogy sz(ikil a gazdasagi rés a

hagyomanyos és alternativ energiahordozok kozott.
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A hidrogén, mint megujulé energiahordozo

Hosszu tavon a magfuzié lathatja majd el energidval az emberiséget, de addig is, mig
annak a technolégiajat kidolgozzak, mar létezik olyan energiahordozd, mely megoldast nyujthat.
Ez nem mas, mint a hidrogén. El6nye, hogy elégetése soran karos anyag nem keletkezik, nagy az
energias(rlsége, elégetése soran kozvetlenil lehet bel6le akar elektromos dramot, akar hét
el6allitani (Pandey és mtsai, 2013).

Hidrogén elGallitdsdara tobb megoldds van. Jelenleg az iparban metan és vizg6z
reakciojaval allitjak el6, amihez sok energiara és fosszilis tlizel6anyagra van sziikség. Egy masik
modszer az elektrolizis, amely azonban még nem elterjedt, mert a villamos energiat ehhez is
fosszilis energiahordozdk vagy atomenergia felhasznaldsaval kell el6allitani. Az utdbbi években
komoly el6relépés tortént az elektrolitikus hidrogén elallitas terlletén. Azzal, hogy félvezetd
Uvegfellletet kettes oxiddcios &allapotu kobalttal vontak be Iényegesen hatékonyabbd és
olcsébba tették a vizbontdst (Kanan és Nocera, 2008). Jelenleg ennek a technoldgianak az iparba
torténd bevezetése folyamatban van.

Az Igazan nagy kihivast a hidrogén koérnyezetbarat el6allitdsa jelenti. A kihivas maga az,
hogy a hidrogént kis kornyezetterhelés mellett, versenyképes aron tudjuk el&allitani nagy
mennyiségben, hogy legalabb részben alternativat kinaljon a fosszilis energiahordozokkal
szemben. Elegdns megoldds a viz fotokémiai bontdsa lehet. A folyamat soran olyan
szupramolekuldt hasznalnak, aminek egy része elnyeli a fényt és vizbontasbdl szarmazd
elektronokat tovabbitja, masik része pedig hidrogént termel. A hidrogéntermel6 szupramolekula
leutanzott fotoszintetikus reakcidcentrumbdl és vas-vas hidrogendzok aktivcentrumabdl all. A
mddszer nagyon igéretes, de még kisérleti stadiumban van(Sun, Akermark, és Ott, 2005).

Hidrogént elGallithatunk tisztdn biolégiai rendszerek segitségével is. Ennek a
megoldasnak nagy el6nye, hogy a mikroorganizmusok megfelel6 koriilmények kozott
onreprodukald, onjavité rendszerek. A kilonb6z6 mikrobdk mds-mdas anyagok és enzimek
felhasznaldsaval kiilonféle koriilmények kozott képesek a hidrogéntermelésre (Pandey és mtsai,

2013).
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Irodalmi attekintés
A hidrogéntermelésben szerepet jatsz6 enzimek

Hidrogéntermelésére a hidrogendzok és nitrogendzok egyarant képesek. A
hidrogéntermelés hatékonysagaban a két enzimrendszer vetekszik, azonban a hidrogendzokon
lényegesen tdbb hidrogéntermelési stratégia alapul, mert valtozatos anyagcsere-kapcsolatokkal
és enzimoldgiai jellemz6kkel rendelkeznek. Ezaltal tobb ponton be lehet avatkozni a

m(ikddésiikbe, hogy a hidrogéntermelést ndvelni tudjuk.

A hidrogenazok csoportositasa és altalanos jellemzése

A hidrogén anyagcsere kulcsenzimei a hidrogendzok, melyek a reverzibilis
protonredukciét katalizaljdk: Hy<=>2H'+2e". A reakcid irdnya a partnerek redoxpotencidljatdl
figg (Cammack és mtsai, 2002). Ezzel szemben in vivo korilmények kdzott a hidrogenazok
aktivitasa sokkal tobb paramétertél fligg, de a legfontosabb a sejt redoxpotencidlja és a
fiziologias elektrondonorok/akceptorok jelenléte vagy hidnya. A hidrogenazok rendkiviil
érzékenyek a reakcié korilményekre; pH, hémérséklet, oxigén, szénmonoxid és cianid
vegylletek vdltozd mértékben roncsoljak az enzimet és csokkentik annak aktivitasukat

(Cammack és mtsai, 2002).

A hidrogenazok csoportositasa torténhet aktiv centrumuk fémtartalma alapjan (Vignais

és Billoud, 2007):

e A vas-kén kocka mentes [Fe]-hidrogenazok, amelyek metanogén archeabaktériumokban

fordulnak elé.

e A vas-vas [FeFe]-hidrogenazok, amelyek nagyon elterjedt csoportot alkotnak. llyen
hidrogenazok taladlhaték a Clostridium fajokban és jellemz6en az algdkban. Az aktiv
centrumukban két kézponti fématom van és mindkett6hoz CO és CN ligandumok kapcsoldodnak.
Hidrogéntermel§ aktivitdsuk meghaladja a [NiFe]-hidrogendzokét, azonban kdérnyezeti
hatdsokra, elsGsorban oxigénre kiilonodsen érzékeny enzimek.

e A nikkel-vas [NiFe]-hidrogenazok, amelyek heterodimer szerkezet(iek.

12



A harom csoport koziil modellorganizmusunkban, a Thiocapsa roseopersicina BBS-ben (T.
roseopersicina BBS), csak [NiFe]-hidrogendzok fordulnak el6, ezért részletesen csak ezek
tulajdonsagait ismertetem. A kis alegység atlagosan 30 kDa méretli és hdrom - az
elektrontranszportban szerepet jatszé - vas-kén kockat tartalmaz. A [NiFe]-hidrogendzok nagy
alegysége atlagosan 60 kDa méretl és ez tartalmazza a hidrogén bontasaért, illetve szintéziséért
felelés katalitikus nikkel-vas heterobinuklearis fémkomplexet. A fématomok koordinaldsaban
nélkilozhetetlen a két konzervalt cisztein par, melyek kozil az egyik csak a nikkel atomhoz, mig
a masik mind a nikkel, mind a vas atomhoz kapcsolédik. A vas atomhoz még egy CO és két CN-
ligandum is kapcsolédik (1. dbra) (Vignais és Billoud, 2007). Az enzim miikodése soran a
molekuldris hidrogén hidroféb csatorndkon keresztiil kozlekedik, az elektronok a vas-kén
kockdkon keresztil jutnak el a redoxpartnerhez. A protonok szdmdra pedig tobb alternativ

csatorna ismert (Dementin és mtsai, 2004; Sz8ri-Doroghazi és mtsai, 2013).

AKLtiv centrum

co

FeS kocka

| alegység

1. 4bra: A [NiFe]-hidrogenazok térszerkezete. A nagy alegység z06ld szinnel van jeldlve, a kis

alegység sziirkével (Sz6ri-Doroghazi 2013.)
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Mindharom hidrogenaz csoportra igaz, hogy a f6 alegységek valtozatos szamu és
szerkezet(i kiegészit6 alegységekhez kapcsolddhatnak, melyek meghatdrozzak az adott hidrogendz

fiziologias kapcsolatait, in vivo mikddési koriiményeit.

A [NiFe]-hidrogendzokat a kiegészit6 alegységek jelenléte vagy hidanya alapjan a kévetkez6
alcsoportokba sorolhatjuk (Vignais és Billoud, 2007):
1. Légzési lanchoz kapcsolt [NiFe]-hidrogenazok

e Membrankotott, periplazmatikus [NiFe]-hidrogenazok

e Periplazmatikus, szolubilis [NiFe]-hidrogendzok a szulfatredukald
baktériumokban

e Membrankotott archaedlis hidrogénbonté [NiFe]-hidrogenazok
2. Citoplazmatikus heterodimer [NiFe]-hidrogenazok

e Cianobakteridlis Hy-bontd hidrogenazok

e Szenzor hidrogenazok
3. Citoplazmatikus, reverzibilis [NiFe]-hidrogenazok

e Metanogének F40-redukald [NiFe]-hidrogenazai

e Hipertermofilek reverzibilis [NiFe]-hidrogenazai

e Metil-viologén redukalé [NiFe]-hidrogenazok

e NAD'-fliggé [NiFe]-hidrogendzok
4. Energiakonzervaléd membrdan asszocidlt hidrogenazok

A legtobb [NiFe]-hidrogenaz hidrogén felvételi irdnyban mikodik. A hidrogén felvételért
felel6s enzimek fizioldgias jelent6sége elsésorban abban rejlik, hogy az adott organizmus a
hidrogéntermel6 rendszerek altal fejlesztett hidrogént tudja hasznositani altaluk (Vignais és
Billoud, 2007). A reverzibilis NAD*-fligg6 [NiFe]-hidrogendzok és a membrankétott,
periplazmatikus [NiFe]-hidrogendzok képesek hidrogéntermelésre is. A dolgozat
membrankotdtt  periplazmatikus  [NiFe]-hidrogendzokkal és reverzibilis NAD*-redukald

hidrogenazokkal kapcsolatos, ezért ezeket ismertetem részletesebben.

A membrankotott hidrogenazok

A membrankotott periplazmatikus hidrogenazok a Iégzési lanchoz kapcsoltan miikédnek.

Azon mikroorganizmusok, melyek tartalmaznak membrankotott hidrogenazt, altaldban képesek
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a hidrogént, mint energiaforrast felhasznalni. Legtobb esetben ezen hidrogenazok feladata,
hogy a hidrogén oxidalasa soran nyert elektronokat a membranban taldlhaté kinon raktarba
juttassdk. A kinon raktarbdl az elektronok egy terminalis elektronakceptorra keriil, mikézben
protontranszlokdcié torténik. A folyamat terminalis elektronakceptora lehet a nitrat, a szulfat, a
fumarat és az oxigén (Vignais és Billoud, 2007). A membrankotott hidrogenazok csoportjaba
tartoznak tovdbba a szulfatredukdld mikrobak szolubilis periplazmatikus hidrogendzai, melyek
alacsony redoxpotencidli citokromokon és a hmc operon 3altal kdodolt transzmembrdan
elektronszallitd fehérjekomplexen keresztil allnak kapcsolatban a szulfatredukcidval (Morais-

Silva és mtsai, 2013).
A reverzibilis [NiFe]-hidrogenazok

A hidrogenazok ezen csoportja figyelemre mélté diverzitdst mutat. A Methanosarcina
barkeri membrankotott Ech hidrogenaza ferredoxin-fliggé hidrogéntermelést és proton
transzlokacidt katalizal, mig a Methanosarcina mazei F4y9 koenzim-fliggs hidrogendaza a redukalt
F420 felhasznalasaval termel hidrogént és épit fel protongradienst a membran két oldala kozott
(Vignais és Billoud, 2007). A legjobban jellemzett alcsoport a szolubilis hidrogendzok kozé
tartozd6 NAD(P)*-redukalé hidrogenazok. Enzimoldgiailag el6szér a fakultativ kemolitoautotrof
Ralstonia eutropha (R. eutropha) NAD(P)(H)-fliggé hidrogendzat jellemezték. Ez az enzim
fizioldgids korilmények kozott elsGsorban hidrogén felvételi irdanyban mi(ikédik, de képes
hidrogéntermelésre is (Burgdorf és mtsai, 2005). Mint a legtobb hozza hasonld hidrogenaz két
funkcionalisan elkllonithets részbdl all. A kdzponti alegységen (HoxYH) kivil talalhaté benne
egy diaforaz alegység (HoxFU), amely hasonldsagot mutat a membridnban taldlhatd
NADH:kinon-oxidoreduktaz komplexszel. R. eutropha esetén, a Hoxl alegység is része az
enzimnek, amely a NADPH-szubsztratspecificitasért felel (Burgdorf és mtsai, 2005). Hasonlé
enzimeket irtak le metanotrof baktériumokban, tobb cianobaktériumban, koztliik Synechocystis
fajokban és Gloeocapsa alpicola-ban is. Ezekben mar nincs Hoxl alegység, helyette egy HoxE

alegység része a komplexnek (Troshina és mtsai, 2002).
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A biohidrogén termelés lehetséges modjai

Az egyik lehetséges megkdzelités, hogy biomasszabdl sotét fermentacidval allitunk eld
biohidrogént. Ekkor is a napfény energidjat hasznositjuk (Kovacs és mtsai, 2005) a biomassza
képzéshez és csak a masodik sotét fermentdcids |épésben keletkezik hidrogén. El6nye, hogy
nagy hidrogén koncentracid érhet6 el, azonban hatranya, hogy egy indirekt kétlépéses
technoldgia (biomassza el6allitas, fermentdcid), igy a rendszer 6sszhatékonysaga alacsony. A
sotét fermentacidhoz kilonb6z6 mikrobakat, példaul Enterobacter és Clostridium nemzetségbe

tartozé mikroorganizmusokat hasznalhatunk (Hallenbeck és Ghosh, 2012).

A fotofermentacid soran azonban kozvetlendl is tudjuk a napfény energiajat
hidrogéntermelésre forditani. A fotoszintetizald bibor baktériumokban a nitrogenazok
nitrogénfixalé koriilmények kozott melléktermékként hidrogént allitanak el6 (Benemann, 1996).
Hatranya a rendszernek, hogy nagyon sok energia fogy a reakcid soran és nehezen fenntarthato
valds koriilmények kozott, mert alternativ nitrogénforrasok (pl. ammodnia) a legtobb esetben
mar kis koncentracidban is gatoljak a nitrogendzt. Korlatai ellenére a s6tét fermentdacié mellett

ez a megkodzelités all legkdzelebb az ipari megvaldsitashoz (Keskin és Hallenbeck, 2012).

Jelenleg az algakkal torténé fotobiohidrogén termelést kutatjdk legintenzivebben. Az
algak esetében a vizbontasbdl szarmazd elektronok a fotokémiai rendszereken keresztil jutnak
a hidrogenaz enzimekre. A vizbontas soran melléktermékként keletkezé oxigén azonban gatolja
a hidrogenazok miikodését és expresszidjat (Melis és Happe, 2001). A rendszer masik hatranya,
hogy a hidrogéntermeléshez az algdkat acetat tartalmu taptalajon kell nevelni, a szerves forras

biztositasa azonban koltséges. (Melis és Happe, 2001).

Szintén a napfény energidjanak hasznositasara kindlnak alternativat a fototrof bibor
kénbaktériumok. Ezen organizmusok nem a vizbontdsbodl pétoljak a fotoszintetikus rendszerbe
jutd elektronjaikat, hanem kénvegyitletek oxidaciéjabdél. Ennek a folyamatnak nagy el6nye, hogy
nem keletkezik oxigén, mely gatolnd a hidrogéntermelést, tovabba a bibor kénbaktériumok
hidrogén-karbonaton/széndioxidon, mint kizarélagos szénforrason képesek névekedni (Sander
és Dahl, 2009). A bibor kénbaktériumok hidrogéntermeléshez szerves szubsztratot nem

igényelnek, a folyamatot hidrogenazokkal vagy nitrogendzokkal katalizaljak (Nyilasi és mtsai,
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2013). Ezen elméleti megfontolasok alapjan érdemes a bibor kénbaktériumok

hidrogéntermelését vizsgalni.
A fototrof bibor baktériumok

A fototrof bibor baktériumok nagyon elterjedtek és nagy 6koldgiai jelentéséggel birnak.
Két f6 csoportra osztjuk 6ket, a bibor nem-kén és a bibor kénbaktériumok csoportjara. A
fototrof bibor baktériumok kozos tulajdonsdga, hogy fotoszintetikus aktivitdsuk soran oxigén
nem termelddik, mivel a strukturalisan kettes-jellegli fotoszintetikus rendszeriikbdl hidnyzik a
vizbontd komplex, igy elektronigényiliket mas redukdlt komponensek oxidalasabdl nyerik

(Sander és Dahl, 2009).

Elterjedésik vizi él6helyeken figyelheté meg, jellemzéen olyan kérnyezetben ahol kevés
az oxigén és néhany mM-os koncentracidban szulfid taldlhatd. llyen él6helyek lehetnek a
magashegyi tavak alsé — kdzépsd rétege, ahol oxigén mar alig taldlhatd és a szerves anyagok
mennyisége is limitdlt, de még a fény egy része lejut ebbe a mélységbe is (Hunter, 2008).
Jellemzd rajuk, hogy novekedésiik egy viszonylag sz(ik zénara korlatozédik az adott viztestben.
Fontos kilonbség a bibor kén- és nem-kénbaktériumok kozott, hogy a kénbaktériumok szulfid
tolerancidja és felhasznalasi képessége jobb a bibor nem-kénbaktériumokhoz képest. Tovabb3a, a
bibor nem-kénbaktériumok sok esetben fotoheterotréf anyagcserét folytatnak, a
kénbaktériumokra elsésorban a fotoautotréf, fotomixotréf novekedés a jellemz6. Tovabbi
kilonbség koztik, hogy a kénbaktériumok intracellularis kénraktarokat épitenek (kivétel
Ectothiorodospirillaceae csalad), mig a korlatozott kénhidrogén tolerancidval rendelkez6 nem-
kénbaktériumok extracelluldris formaban raktarozzak a ként (Hunter, 2008). A dolgozatban a T.
roseopersicina BBS torzset vizsgaltam, ezért az aldbbi fejezetekben erre a torzsre az altalanos

ismertet6k mellett kiilon is kitérek

Fotoszintetikus energiakonverzié bibor kénbaktériumokban

A  Dbibor kénbaktériumok nagyon fontos ko6zos tulajdonsdga, hogy ciklikus
elektrontranszporttal rendelkeznek (2. dbra). A megyvilagitds hatadsdra a P870 gerjesztédik,
toltésszétvalasztas kovetkezik be, kilép egy elektron, majd a periplazmatikus citokromokrdl egy

elektron a fotoszintetikus reakciécentrum akceptor oldaldra kerll. A megvildgitas hatasara a
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P870-r6l kilépett elektron a Q, helyen kovalensen kotott kinonra keriil, majd egy vas atom
kdzvetitésével a Q, helyen reverzibilisen kotott kinonra tovabbitddik. A kinon két elektront vesz
fel, majd disszocial a Q, helyrél és mar redukdlt formdban a membranban talalhaté kinon
raktarba kerll. Innen az elektron legaldbb harom Uton mehet tovdbb. A redukalt kinon
bekodtddhet a citokrém bcl komplexre és szemikinon allapoton keresztiil a komplex segitségével
leadhatja az elektronokat a periplazmatikus citokrémoknak (c;) (Hunter és mtsai 2009),
mikdzben protontranszlokacio torténik. A redukalt citokromok az elektront a fotoszintetikus
reakciécentrumba juttatjak vissza. Ezt a koérfolyamatot ciklikus elektrontranszportnak nevezziik

(Madigan és Martinko, 2006) (2. dbra).

ATPase/
Citoplazma

2. abra: A biborbaktériumok ciklikus elektrontranszportjanak vazlata (Madigan és Martinko, 2006)

A masik Gt a fotoszintetikus NAD'-redukcid. Mivel a NAD'-redukcié kdzépponti
redoxpotencialja -310mV és a kinonok redoxpotencidlja tipustdl fliggben 0 és -110 mV kozott
valtozik (Schoepp-Cothenet és mtsai, 2009) a kinon fiigg6 NAD'-redukci6 a NADH:kinon
oxidoreduktdz kozremikodésével protonmotoros eré felhasznaldsaval mehet végbe. A NADH
kozponti elektronforrds a széndioxid asszimilaciéhoz, biomassza képzéséhez. A tul nagy
NADH/NAD" arany gatolhatja a metabolikus folyamatokat, ezért a felesleges redukalé erét egyes
szolubilis hidrogenazok hidrogéntermeléséhez hasznaljak fel. Az elektronok a kinon raktarbdl
torténd elvezetésének harmadik lehetséges mddja a termindlis elektronakceptorok redukcidja.
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Az ezt végzl reduktazok lehetnek bibor kénbaktériumokban a kénreduktazok, illetve a fototrof
biborbaktériumok legtébb csoportjaban megtaldlhato nitratreduktazok is. Bar nitrat reduktazbol
tobb tipust ismeriink, a Nap tipusd az, ami szélesebb korben elterjedt. A kén- és
nitratreduktazok kozos jellemzéje, hogy a molibdoproteinek csalddjaba tartoznak, és redukalt
kinonok vagy szolubilis citokrdmok oxidalasabdol nyerik a mikodésikhoz szikséges

elektronjaikat (Madigan és Martinko, 2006).

Kénanyagcsere bibor kénbaktériumokban
A szulfid oxidacidja, a tioszulfat asszimilacidja és a kénglobulusok keletkezése

Bar a membrdan elektrontranszport lancban komoly hasonlésag figyelheté meg a bibor
kén- és nem-kénbaktériumok kdzott, mas anyagcsere utvonalaikban nagymértékben eltérnek. A
bibor kénbaktériumok, koztiik a T. roseopersicina, sokféle kénvegyiilet felhasznaldsara képesek.
Ezek kozul a legfontosabbak a tioszulfat, a szulfid és az elemi kén. Bibor kénbaktériumokban a
tioszulfat asszimilacidjat két enzimrendszer végezheti. Alacsony pH-n a tioszulfat dehidrogenaz
enzim (TsdA) katalizalja két tioszulfat-molekula tetrationatta torténé kondenzalasat. A folyamat
soran kevés elektron szabadul fel (Denkmann és mtsai, 2012). Ebb6l addddan jelentSsége is

szinte elhanyagolhaté az alapvet6en pH=7,0-n névesztett T. roseopersicina esetében.

A tioszulfat felhaszndldasanak masik Utvonala a Sox enzimrendszer, amit elGszor
Paracoccus pantotrophus-ban azonositottak (Rother és mtsai, 2001), majd a modellt adaptaltak
Allochromatium vionosum-ra is (Hensen és mtsai, 2006). A ciklus azzal kezdddik, hogy a
tioszulfat a periplazmatikus térben a SoxYZ heterodimer SoxY fehérjéjének konzervalt cisztein
aminosavahoz kotédik. A kétédés soran felszabaduld elektronokat a SoxXA fehérjék juttatjak a
periplazmatikus citokromokra, amik a fotoszintetikus reakcidcentrum akceptor oldaldra
tovabbitjdk azokat. A tioszulfat asszimilacido fényflggléségének ez a citokrém fliggé
elektrontranszport az oka. A kodvetkez6 |épésben a SoxB fehérje szulfatként hidrolitikusan
lehasitja a termindlis szulfatot a kotott tioszulfatrdl. A visszamaradt perszulfid ezutan a
kénglobulusba keril (3. dbra). A SoxY SoxL segitségével torténs regeneralasat kovetSen a ciklus

kezdédhet el6lrél (Welte és mtsai, 2009).
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3. abra: A tioszulfat asszimilaciot végzé Sox ciklus helyzete és szerepe Allochromatium vinosum

kénanyagcsere modelljében (Sander és Dahl, 2009)

Fontos megjegyezni, hogy azon mikroorganizmusok, amelyek rendelkeznek SoxCD
komplexszel, nem képeznek kénglobulusokat, mert a tioszulfat mind a két kénjét oxidaljak
szulfattd (Zander és mtsai, 2011). Az Allochromatium vinosum (A. vinosum) és T. roseopersicina
nem rendelkezik SoxCD komplexszel, igy a tioszulfat felhaszndlasa soran kénglobulusokat

képeznek.

Az elemi kén, mint a kénanyagcsere vizben oldhatatlan koztiterméke, nemcsak a
tioszulfat asszimildcié soran keletkezhet, hanem a szulfid oxidacidja soran is. Mivel ez az egyik
legelterjedtebb kénforma a tengerekben és magas koncentracidban toxikus, tobb alternativ
enzim fejl6dott ki atalakitdsara. A flavocitokrom C egy két alegységes flavoprotein ami a
periplazmatikus citokrémokra adja a szulfid oxidacidja soran felszabadulé elektronokat. A
szulfid-fliggé kinon reduktazok szintén flavoproteinek, amelyek az FCC-vel ellentétben a RC

megkeriilésével a kinon raktarba juttatnak elektronokat (Sander és Dahl, 2009).
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A fent leirt folyamatok mutatnak ra, hogy a Chromatiaceae csalad tagjaiban a legtdbb
klls6 forrasbdl szarmazd kénvegyilet asszimilacidja elemi kénen keresztill torténik. A. vinosum-
ban és T. roseopersicina-ban ezeket a globulusokat az SgpABC (Prange és mts., 2004) fehérjék
hataroljak. Ezen fehérjék a sejt fehérjetartalmanak kitehetik akar a 3,5 %-at is. Az SgpAB dupla
mutans Allochromatium vinosum t6rzs nem életképes, az SgpC fehérje hidnydban a
kénglobulusok mérete csokken, a kénvegylletek felhasznaldsanak kinetikai valtozasa nélkdl.
Valdszinlsithetd tehat, hogy az Sgp fehérjék szerkezeti szerepet téltenek be (Prange és mtsai,
2004).

Az elemi kén oxidacidja

A bibor kénbaktériumok képesek az elemi kén oxidaldsara is. Az elemi kén lehet kiilséleg
hozzaadott oldhatatlan elemi kén is, amihez a sejtek hozzdkapcsolédnak, és egy eddig
ismeretlen mechanizmuson keresztil felveszik, majd oxidaljak az oldhatatlan elemi ként. A kén
masik forrasa lehet a periplazmatikusan, kénglobulusokban tarolt kén. Ezek a kénglobulusok
poliszulfidokat, organikus poliszulfidokat és gy(rls elemi ként is tartalmaznak. Az elemi kén
oxidalasahoz a ként a citoplazmaba kell szallitani (Franz és mtsai, 2007). A mobilizaciéban a
rodandz enzim vesz részt (Stockdreher és mtsai, 2014), majd a kotott kén egy transzporter
molekula segitségével bejut a citoplazmaba. Erre a szerepre az egyik jelolt a glutation-amid,
amelynek mar a redukalt és perszulfid formajat is azonositottak Allochromatium vinosum-ban
(Bartsch és mtsai, 1996). A transzporter molekuldrdl a kén a TusA enzim segitségével keriil a

kénoxidald rendszerbe (Stockdreher és mtsai, 2014).

Az elemi kén szulfittd torténd oxidaciojat a citoplazmatikus lokalizacidéju disszimilativ
tipusu szulfit reduktaz (Dsr) katalizalja. A kénoxidalé mikrobdkban - koztiik T. roseopersicina
esetén is (Dahl és mtsai, 1999) - a Dsr enzimrendszert a dsrABEFHCMKLJOPNRS operon kddolja.
Katalitikus alegységei a dsrA és dsrB gén altal kodolt fehérjék (Pott és Dahl, 1998; Dahl és mtsai,
2005). A Dsr rendszer alkomplexekre tagolhatd: DsrAB fehérjével kolcsénhat a DsrC fehérje, a
DsrEFH komplex és a DsrMKJIOP komplex egyarant (Dahl és mtsai, 2005). A dsrR és dsrS gének
nem feltétlenil egy operonban taldlhatdak a tébbi dsr génnel, és nem sziikségszerlien vannak

jelen minden kénoxidald baktériumban. A. vinosum-ban kimutattdk, hogy mind a DsrR-nek,

21



mind a DsrS-nek a Dsr operon poszttranszkripcios szabalyozasaban van szerepe (Grimm és

mtsai, 2010); hidnyukban 50%-al csokken a kénoxidacids rata (Grimm és mtsai, 2011).

A Dsr enzimrendszer mikodését, azaz a kénoxidaciét minden |épésében nem sikerilt

még feltdrni, de a reakcié modelljét az 4. abra szemlélteti.

r—\
RSSH RSH

RSS ?  RSH Ze) Cys100-S,— S-Cysi

: HS-Cys140 Cys,.,-SH (Dsrc) HSO,
HS‘CV573 Cys,s—SH -SS'CYSm CVS78‘SS- m
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4. abra: A Dsr enzimrendszer miikodési modellje (Stockdreher és mtsai, 2012)

A DsrMKJOP egy transzmembran komplex, melyben az alegységek josolt szerkezete
alapjan a komplex vélhet6en transzmembran elektrontranszport feladatot t6lt be mindkét
mikroorganizmus esetében. A DsrK egy citoplazmatikus fehérje, amely hasonlésagot mutat a
Hyn hidrogendz Isp2 alegységével (Rakhely és mtsai, 1998), illetve az egyes metanogénekben
megtaldlhatd heterodiszulfid-reduktaz D alegységgel (Dahl és mtsai, 1999). A heterodiszulfid-
reduktazokhoz valé hasonldsaga alapjan feltételezik, hogy a DsrK lehet az a fehérje, amely a
DsrC 100-as és 111-es konzervalt ciszteinje kozott kialakuld diszulfid hidat bontani képes, de
erre kozvetlen kisérleti bizonyiték nincs (Cort és mtsai, 2008). A DsrMKJOP komplexnek az a
szerepe, hogy a kénoxidacid soran keletkez6 elektronokat a fotoszintetikus reakciécentrumba

juttassa. A komplexbdl a periplazmatikus trihem citokrom C-khez hasonld Dsr) adja tovabb az
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elektronokat a RC HiPiP-alegységére, hianyaban A. vinosum-ban ledll a kénoxidacid (Sander és

mtsai, 2006; Grein és mtsai, 2010).

A szulfit oxidacidja

A szulfit a kénoxidacié toxikus kozti terméke, amelyképes elreagdlni a fehérjék
hozzaférhet§ ciszteinjeiben taldlhatd perszulfidokkal. Ha a sejten kivil halmozddik fel, akkor a
szulfiddal és elemi kénnel elreagalva tioszulfatot képez. A szulfit a tioszulfat dehidrogenazt is
képes gatolni (Hensen és mtsai, 2006). A. vinosum legaldbb kétféle mdédon képes a szulfitot
szulfattd oxidalni. A citoplazmaban lejatszodé oxidacid sordn el6szor az adenilil-szulfat-reduktaz
AMP felhaszndlasaval adenozin-foszfoszulfatot (APS) képez, mikdzben 2 elektron szabadul fel.
Ezen elektronok akceptora nem ismert, de a legvaldszinlibb modell szerint azok a kinon raktarba
kerilnek (Sanchez és mtsai, 2001). Az oxiddacié tovabbi |épései soran az APS AMP csoportja
reagalhat pirofoszfattal és foszfattal egyarant. Az el6bbi reakciét az ATP-szulfurildz katalizalja és
a szulfat mellett ATP keletkezik. Utdbbi reakciét az adenililszulfat-foszfat-adenilil-transzferaz
enzim katalizdlja és a szulfat mellett ADP keletkezik. Ennek az Utvonalnak a hidnyaban a sejt még

képes a szulfit oxidacidjara (4. és 5. dbra) (Kappler és Dahl, 2001).

A szulfit egylépéses, direkt oxidacidja elterjedtebbnek tlinik a 2 lépéses oxidacidhoz
képest (Sdnchez és mts, 2001; Kappler és Dahl, 2001). A direkt utvonal kulcsenzime a SoeABC
komplex, ami a molibdoproteinek csalddjaba tartozik (5. dbra) (Dahl és mtsai 2013). Ez egy
harom alegységes oxidoreduktdz, amely rendelkezik egy kinonok redukcidjat végzé
membrankotott alegységgel, egy vas-kén kockakat tartalmazd elektrontranszport alegységgel,
valamint egy vas-molibdén tartalmu katalitikus alegységgel. Ez a felépités megfelel a legtobb

molibdoprotein altaldnos felépitésének (Dahl és mtsai, 2013).
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5. abra: A szulfit oxidacidja Allochromatium vinosum-ban (Dahl és mtsai 2013)

A szulfit oxiddcidjanak van masik fontos szerepl6je a SoxY. Azt talaltdk, hogy SoxY
hidnydban szintén csokken a szulfit oxiddcidja. Ez annak tulajdonithaté, hogy a SoxY megkéti a
kivilrél adott szulfitot és azt a SoeABC szamara felhaszndlhatéva teszi (5. Abra) (Dahl és mtsai

2013).
A mikrobialis kénredukcié enzimrendszerei

A ként nem csak oxidalni, hanem redukadlni is lehet. Abban az esetben, ha a membran
redox rendszer tulredukalt, sziikséges lehet az elektronok elvezetésére. Mas korilmények
kozott viszont sziiksége lehet a sejtnek egy olyan elektronakceptorra, melynek redukcidja soran
protongradiens képzés és ezen keresztil ATP szintézise tOrténik. Ezen feladatok potencialis

megoldasa lehet az elemi kén redukcidja (Dietrich és Klimmek, 2002).

A kénreduktazok egyik tipusa a molibdoproteinek kozé tartozé membrankotott
kénreduktazok. Ezek leginkdbb harom alegységes enzimek: rendelkeznek egy membrankotott
kinon oxidaz alegységgel, egy vas-kén kockakat tartalmazd elektrontranszport alegységgel és
egy molibdopterin aktiv centrumot tartalmazo katalitikus alegységgel. Mivel a redukalt kinonok
oxidaciojat végzik, mikodésiik soran protontranszlokacié mehet végbe. A legjobban jellemzett
membrankotott kénreduktazok az Acidianus ambivalens (Laska és mtsai, 2003) Aquiflex aeolicus
(Guiral és mtsai, 2005) és Wolinella succinogenes kénreduktdzai (Dietrich és Klimmek, 2002).
Azon kiviil, hogy ezek a kénreduktdzok a molibdoproteinek csaladjaba tartoznak, kozos

tulajdonsaguk, hogy mikodésik hidrogén felvétellel kapcsolt. Az A. ambivalens és A. aeolicus
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esetén egy Hyn tipusu hidrogenaz része a kénreduktdz szuperkomplexnek. Az A. aeolicus esetén
azonban ugyanebben a respiroszomaban taldlhaté a Hup tipusd hidrogendz-citokrom bcl
komplex is, igy nem lehet egyértelmlien megmondani, mely hidrogendz az elektrondonora a
kénhidrogén termelésnek. Ezzel szemben a W. succinogenes esetében Hup tipusu hidrogenaz
altal felvett elektronok redukalhatjak a ként. Felmerilhet az a kérdés, hogy milyen elemei
vannak az elektrontranszport lancnak. Mind a harom példaként emlitett rendszerben redukalt
kinonok szolgalnak elektron mediatorként a kénredukcidhoz. A vizsgdlt esetekben a menakinon
kilonb6z6 szarmazékai bizonyultak a kénredukcidban elsésorban szerepet jatszé kinonnak. Ez
egybevag azzal, hogy Salmonella enterica esetében szintén egy menakinon szarmazék volt a
molibdoproteinek csalddjaba tartozd tioszulfat reduktaz elektrondonora (Stoffels és mtsai,
2012). Bioenergetikailag pedig ennek a koherencianak nem mas az oka, mint hogy a kézépponti
potencidlja a menakinonoknak a legkisebb a kinonok kozil (-75 és -112 mV kozott) (Dietrich és
mtsai, 2002; Schoepp-Cothenet és mtsai, 2009), igy ennek a kinonnak a redoxpotencialja all
legkdzelebb a kénredukcid -270 mV-os redoxpotencialjahoz (Madigan és Martinko, 2006). llyen
redoxpotencial kiilonbség mellett a kinon fliggd kénredukcié nagy redukalt/oxidalt kinon arany
mellett mehet végbe, vagy energiat/protonmotoros erét igényel a reakcid. Kordbbi tanulmany
szerint W. succinogenes-ben protonofor jelenlétében csékken a kénhidrogén termelés, illetve
membran frakcidban kisebb a kénredukcio sebessége, mint egész sejtben (Dietrich és Klimek,

2002).
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Modellorganizmusunk a Thiocapsa roseopersicina BBS

6. abra: Modellorganizmusunk a
T. roseopersicina szérum
Uvegekben és mikrocentrifuga
csovekben.

A T. roseopersicina BBS egy bibor kénbaktérium,
amely a Chromatiaceae csaladba tartozik (Bogorov,
1974). Eredetileg az Eszaki-tenger 14 °C-os vizébdl
izolaltdk. Mivel a baktérium természetes él6helyén a
hémérséklet, az oxigénkoncentracid, a kénvegyiletek
koncentracidja is dllanddé valtozasban vannak,
modellorganizmusunk nagy alkalmazkoddképességgel
rendelkezik (Visscher és mtsai, 1990). Optimalis
novekedési hémérséklete 26-29°C, laboratériumi
kortulmények kozott folyadékban 4-6 nap alatt né fel,

mig lemezen 14 nap alatt alkot telepeket.

Jellegzetes rézsaszin szinét, aminek ténusa az alkalmazott tdptalajtdl és a novesztett torzstél

fligg, a pigmentjeitdl kapja, tejszerd allagat pedig a periplazmatikus kénglobulusok adjak.

Fotoautotréf novekedése sordn elektrondonorként kénvegyileteket (szulfid, tioszulfat,

elemi kén, poliszulfid, politionat) hasznal (Visscher és mtsai, 1990; Le Faou és mtsai, 1990), de

képes glliikdz és szerves savak asszimildcidjara is. Mivel, mint az 6sszes bibor baktérium anaerob

fotoszintézist folytat, nem termel oxigént novekedése soran, ami gatolnd a hidrogenazai

mUikodését, expresszidjat, osszeszerel6dését. Csoportunk azért foglakozik mar évtizedek ota

ezen organizmus kutatdsaval, mert megfelel6 koriilmények kozott hidrogenaz és nitrogenaz

enzimei segitségével fotobiohidrogén termelésre képes (Kovacs és mtsai, 2005).
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Thiocapsa roseopersicina BBS hidrogenazai és azok anyagcsere kapcsolatai

Kutatasaink alapjan a T. roseopersicina-nak legalabb négy, kiillonb6z6 tipusu hidrogendza
van. Stabilitdsukban, sejten bellli elhelyezkedésiikben, expresszidjuk szabdlyozasaban és

funkcidjukban eltéréek (7. abra).

ADP+P, § ATP

= : NH,*
e "y . % 2e + 2H*

e Xve Xox " X 7 N
2

NAD*

Hox1

H
Hox2
H, NAD*
n ) NADH*+H*
2 2H*

7. abra: A Thiocapsa roseopersicina funkcionalis hidrogenazai: membrankotott

NADH*+H*

enzimek: Hyn és Hup; citoplazmatikus enzimek: Hox1 és Hox2 (Sz6ri-Dorohazi Emma 2013)

A Hup hidrogenaz

A Hup hidrogenaz fiziolégids feladata a H, felvétele (Paldgyi-Mészaros és mtsai, 2009). A
neve is innen szarmaztathatd (hydrogen uptake). Operonja a kis és nagy alegységét kédold hupS
és huplL génektdl 3’ irdnyban, a hidrogenaz érésében és regulacidjdban szerepet jatszé kisegitd
fehérjék génjeit (hupCDHI és hupR) tartalmazza (Kovacs és mtsai, 2005). A HupC fehérjének
pedig a kinon raktarba irdnyuld elektrontranszport biztositasa a feladata (7. dbra) (Palagyi-

Mészaros és mtsai, 2009).
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A Hyn hidrogenaz és anyagcsere kapcsolatai

A Hyn hidrogendaz a Hup mellett a masik membrankoétott hidrogenaz
modellorganizmusunkban (Bagyinka és mtsai, 1982; Zorin és Lindblad, 1993; Rakhely és mtsai,
1998). 80°C folott is mutat in vitro aktivitast annak ellenére, hogy a sejtek 30°C felett mar nem
képesek szaporodasra. Az oxigénnel szembeni ellenallésaga a Hyn hidrogenazt biotechnoldgiai

célu felhasznalas idedlis eszkozévé teheti.

A Hyn operon elrendezddése sajatos: a kis és a nagy alegység génje kozott talalhatd két
nyitott leolvasasi keret (ORF), az isp1 és isp2 (Rakhely és mtsai, 1998). Hasonld elrendezédéssel
ritkdn, de mas mikroorganizmusban is taldlkozunk pl. az Allochromatium vinosum-ban (Dahl és
mtsai, 1999), hipertermofil Aquifex aeolicus-ban (Guiral és mtsai, 2005), valamint az
archaebaktériumban, Acidianus ambivalens-ben (Laska és mtsai, 2003). Az Ispl elsGdleges
szekvencidja hasonlit egyes transzmembran elektrontranszport fehérjéhez (Rakhely és mtsai,
1998), mig az Isp2, ami egy membrdnasszocialt citoplazmatikus fehérje, a kénoxidalé rendszer
DsrK alegységéhezés a heterodiszulfid reduktdzok D alegységéhez hasonlit. Az Isp2 aminosav
szekvencidjanak vizsgdlata sordn kiderilt, hogy két - ferredoxin tipusu - [FeS]-kocka kotGhelyet
tartalmaz (Rdkhely és mtsai, 1998), ami alapjan joggal feltételezhetjik az Isp2
elektrontranszport funkciéjat. A Hyn hidrogenaz Isp alegységeinek hianyaban megdll az in vivo
hidrogéntermelés és csokken a hidrogénfelvétel, mig a HynSL enzim in vitro aktivitasa sértetlen
marad. Ezek alapjan az Isp1-2 alegységeknek elektrontranszport szerepiik van (7. dbra) (Palagyi-

Mészaros és mtsai 2008).

Aquifex aeolicus-ban (Guiral és mtsai, 2005), valamint az Acidianus ambivalens-ben
(Laska és mtsai, 2003) hidrogenazok és a kénredukcié kapcsolatat mutattdk ki, amit T.
roseopersicina-ban is megergsitettek in vivo mérésekkel (Laurinavichene és mtsai, 2007). Mivel
a Hyn hidrogenaz nem nagyon elterjedt enzim az él6vildagban, anyagcsere kapcsolatairdl csak az
itt ismertetett adatok allnak rendelkezésre, nagylépték( 6sszehasonlitds ebben a témakorben

nem készilt.
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A Hox1 hidrogenaz és anyagcsere kapcsolatai

Thiocapsa roseopersicina BBS Hox1 hidrogendza a citoplazmatikus NAD" redukalé hidrogenazok
kozé tartozik (Rakhely és mtsai, 2004), azon beliil is a Synechocystis (Aubert-Jousset és mtsai,
2011) fajokban és Gloeocapsa alpicola-ban (Troshina és mtsai, 2002) fellelhet6, a HoxE
alegységet tartalmazo véltozatok kozé. A Hox1HY a hidrogendaz kis és nagy alegysége, a Hox1FU
a NAD" redukcidért felelSs diaforaz alegységek (Rakhely és mtsai, 2004) és a Hox1E alegység,
ami egy [2Fe-2S]-kockat tartalmaz és a hidrogenaz aktivalasaban/elektrontranszportjaban lehet
szerepe (7. dbra) (Rakhely és mtsai, 2004, Palagyi-Mészaros és mtsai, 2009; Aubert-Jousset és
mtsai, 2011). Ez a hidrogenaz modellorganizmusunk f6 hidrogéntermel6 hidrogendza. Egyardnt
képes fotoszintetikus és fermentativ kortilmények kozott is hidrogént termelni (Rakhely és
mtsai, 2007). Fotoautotréf koriilmények kozott kénvegyliletek a Hox1 elektrondonorai, mig
sotétben a glikéz, a pirosz6l6sav és a tartaléktapanyagok jarulnak hozza a
hidrogéntermeléshez. A Hox1 képes a hidrogén felvételére is, de a Hup és Hyn hidrogendzok
hidrogénfelvevd aktivitdsahoz képest ez nem jelent8s (Laurinavichene és mtsai, 2007; Rakhely
és mtsai, 2007). Mivel a Hox1 hidrogenaz mdas modellrendszerekben is elterjedt, lehetséges
fiziolégids kapcsolatairél sok adat all rendelkezésiinkre. A legjobban jellemzett
modellorganizmusok a cianobaktériumok csoportjaba tartozé Synechocystis fajok, melyek a
bibor kénbaktériumokkal ellentétben két fotorendszerrel rendelkeznek, és fotoszintézisiik soran
oxigént termelnek. A PSll-ben vizbontasbdl keletkezd elektronok a plasztokinon raktarba
kerlilnek, ahonnan a citokrdm b6f komplexen keresztiil kerilnek a PSl-re mikdzben
protontranszlokacid torténik. A PSI-r6l az elektronok ferredoxin redukcidra forditédnak, ami
meghajtia a NADP® redukcidjat a ferredoxin NADP" oxidoreduktdz segitségével. A T.
roseopersicina Hox1l hidrogenazahoz hasonlé enzimek esetén a kozvetlen elektrondonor
kérdése tisztazatlan volt. Evtizedekig azt gondoltak, hogy a NAD(P)H az elektrondonor. Legljabb
kutatasok alapjan az alacsonyabb redoxpotencidli ferredoxinnak is szerepe van a
hidrogéntermelésben, és a 8. dbran lathaté modellt allitottak fel (8. dbra) (Gutekunst és mtsai,

2014).
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8. abra: A Hox hidrogenaz kapcsolata a membran elektrontranszporttal cianobaktériumokban

(Gutekunst és mtsai 2014)

A Hox2 hidrogenaz

A T. roseopersicina genomjaban nem csak egyetlen citoplazmatikus NAD" redukald
hidrogenaz taldlhatd. Van egy, a génelrendezédésében a Hox1 hidrogenazhoz hasonld, de csak
négy alegységes Hox2 hidrogendz is. Ezen hidrogendz érdekessége, hogy expresszidjat a gliikoz
szabalyozza és hidrogéntermelése is csak glikdz jelenlétében képes (Maréti és mtsai, 2010).
Fontos tulajdonsaga, hogy a Hox2 nem rendelkezik HoxE alegységgel, és hidrogéntermelése

lényegesen elmarad a Hox1-éhez képest (Maroti és mtsai, 2010).
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Célkitiizések

A fototréf bibor kénbaktériumok hidrogenazainak elektrontranszport kapcsolatai nem
teljesen ismertek. Ezért munkdm soran célul tliztem ki, hogy megvizsgaljam T. roseopersicina
hidrogéntermelését és a hidrogéntermeléshez kapcsolédd anyagcsereutakat feltérképezzem.
Ezen beliil, a fotoautotréf korlilmények kozott végbemend hidrogéntermelés molekuldris

mechanizmusara fékuszaljak.

A Hyn hidrogendz és a fotoszintetikus elektrontranszport kapcsolatanak vizsgalata sordn
megvalaszoljam azt a kérdést, hogy melyek a Hyn hidrogenaz f6 elektrondonorai, azok milyen
hierarchikus viszonyban allnak egymadssal. Megallapitsam, hogy hidrogénfelvétel esetén melyek
a Hyn hidrogendz elektronakceptorai és ezek milyen Gtvonalon keresztiil kapcsolédnak a Hyn
hidrogendzhoz, és a membran redox rendszerhez. Tisztdzzam az Isp2 alegység szerepét az

elektrontranszportban.

Bar a Hox1 hidrogenaz anyagcsere kapcsolatairdl tobb informacio allt rendelkezéslinkre,
mint a Hyn hidrogendzérdl, sok a nyitott kérdés. Célom volt, hogy részletesen megvizsgdljam,
mely kénvegylletek a fotoautotréf korilmények kozti hidrogéntermelés elektrondonorijai, és
hogy ezek kozil melyek a legfontosabbak. A Hyn hidrogenazhoz hasonléan ramutassak Hox1
hidrogenaz szerepére a sejtanyagcserében, a kapott eredményekbdl pedig integralt modellt
allitsak fol a Hyn és Hox1 hidrogendzok, és a kénanyagcsere kozti elektrontranszport

kapcsolatral.
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Anyagok és mddszerek

Felhasznalt baktérium torzsek

Név Genotipus Referencia

Escherichia coli torzsek:

NOVA BLUE recAl gyrA96 (F'lacl?Zz) Tc' Novagene
. 294 (recA pro res mod) Tpr Smr (pRP4- Herrero és

S17-1 A pir .
2-Tc::Mu-Km::Tn7) mtsai, 1990

Thiocapsa roseopersicina torzsek:

BBS vad tipus Bogorov, 1974
GB2131 AHupSL, AHoxH Er Gm" Rakhely és
mtsai., 2004
GB1121 AHupSL, AHynSL Sm’ Gm' n?f‘s':i‘fg'oé&
GB112131 AHupSL, AHoxH, AHynSL Er' Gm" Sm’ n?f‘s':i‘f';'oé&
THOESM AHynSL, AHupSL, AHoxH torzs+ Sz6ri Doroghazi
rekombindns HynSLEr"'Gm" Sm" Km' és mtsai, 2012
Isp2M GB2131Alsp2 Er' Gm' Ez a munka
Isp2MpDSKIsp2 Isp2M + pDSKIsp2 plazmid Er"Gm" Km' Ez a munka
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Felhasznalt inditoszekvenciak

otsh5r GGCTGCTCCGAGCCGAG
otsh204 GCACGCAGCTCGAAAAGAAG
isp206 GAGATCCCGGTGGTCGGTCTC
trhynlo2 ACGTATTCCTGGATCTGACC
isp201 ATGAGCGAGCTGACACTTG
isp202 GGTGCTCGGCGATCAT
otshér GGTGACCGACGCGATGC
otsh7r CGGCGTTGGTCGCCTCG
isplo7 TCGCACGCTGGTACAACGGGG
otsh8r AGCTGTAGGCTTGGGCG
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Felhasznalt plazmidok

Név Jellemz6k Forras
pBluescriptsk (+) Amp', cloning vector, ColE1 Stratagene
ColE1, sacB, Kmr sz(ik
pK18mobsacB o o Schéfer és mtsai, 1994
gazdasepcifitdsu integralddoé
vektor
pK18DSRS1S2 pK18mobsacB + DsrS1-DsrS2 Ez 2 munka.
fragment Smal helyre
pDSK509 Széles Keen és mtsai, 1988
gazdaspecificitasuklonozo
vektor Km'
pBtI2D pBluescriptsk (+)otsh5r- Ez a munka.
otsh204 PCR termék a BamHI
helyre klénozva.
pBtlsp2M pBtI2D + isp209-trhynlo2 az Ez a munka.
EcoRV helyre klénozva.
pK18Ilsp2M pBtlsp2M EcoRI-Xbal Ez a munka.
fragmentje a + pK18mobsacB-
ba klénozva EcoRI-Xbal helyre.
pDSK5crtKm T. roseopersicina crtD Balogh Timea
promotere pDSK509-be személyes kozlése.
klénozva
pBIS2 pBluescriptsk+ +isp201-isp202 Ez a munka.
PCR termék Smal helyre
klénozva
pDSKlsp2 Ndel-BamHI fragmense apBIS2 Ez a munka.
plazmidnak pDSK5crtKm vektor
helyre klénozva
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Novesztési koriilmények

Escherichia coli névesztési koriilmények

Hasznalt oldatok:

LB: 1000 ml LB tapoldathoz 10 g tripton, 5 g éleszt6 kivonat, 10 g NaCl
LB Lemez: LB tapoldat, 1,5% Bacto-agarral kiegészitve

SOB+Mg2+: 1000 ml tapoldathoz 20 g tripton, 5 g élesztd kivonat, 0.5 g NaCl, 10 ml 10 M-os
MgSO4

Az E. coli torzsek ndvesztése 37 C° -on 16 6ran keresztill tdrtént, folyadékkultiraban
rdzatva 150 rpm sebesség mellett 30 ml tapoldatban. Alkalmazott antibiotikum koncentraciok:

amplicilin 100 mg/|, kanamicin 25 mg/I

Thiocapsa roseopersicina novesztési koriilmények

A Thiocapsa roseopersicina torzseket illetve a leoltasokhoz sziikséges starter kulturakat
28 °C-on, folyamatos megvildgitas mellett, teletoltott csiszolt dugds lvegekben, Pfennig féle

tdpoldatban novesztettem 5 napig. (Pfennig és Triiper, 1992)
Hasznalt oldatok

Pfennig-féle tapoldat (PC): 1000 ml-hez: 20 g NaCl, 1 g KH,PO4, 1 g MgCl,, 1 g KCl, 1 g
NH4Cl, 2 g NaHCO3, 4 g Na,S,03, 200 ml (200 pl B12 vitamin (100 pg/ml), 1 ml 20 mM Fe-EDTA, 1
ml mikroelem oldat (Pfennig és Tripper, 1991). Alkalmazott antibiotikum koncentracidk:

kanamicin 25 mg/I, gentamicin 5 mg/|, streptomicin 25 mg/I|, eritromicin 50mg/I

Mikroelem-oldat: 1000 ml-hez: 2975 mg Na,-EDTA, 300 mg H3BO,4, 200 mg CaCl,.6 H,0,
100 mg ZnS0,4.7H,0, 30 mg MnCl,.4H,0, 30 mg Na,Mo004.2H,0, 20 mg NiCl,.6H,0, 10 mg
CuCl,.2H,0 (Pfennig és Triper, 1992)

Escherichia coli kémiai kompetens sejt készitése

A NOVA BLUE illetve S17-1 lambda-pir sejteket 60 ml SOB-ban maximum ODgyo=0,4-ig

névesztettem 22 C°-on, ezt kévetSen 10 percre jégre raktam, majd 2500xg-n, 4 C°-on 10 percig
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centrifugdltam. Az Osszegylilt sejteket jégen tartva 16 ml TB (Pipes: 10 nM, MnCl,: 55 mM,
CaCl,: 15 mM, KCl: 250 mM pH=6,7) pufferben felszuszpendaltam, és Gjra 2500xg-n, 4 C°-on 10
percig centrifugaltam. A sejteket 4 ml TB pufferben felszuszpendaltam, 300 pul DMSO-t adtam
hozza és 10 percig jégen inkubaltam. Ezutan 100 ul térfogategységenként, el6re leh(itott
mikrocentrifuga csdévekbe szétosztva, folyékony nitrogénben fagyasztottam, majd -80 C°-on

taroltam 6ket maximum 1 évig (Inoue és mtsai, 1990).

DNS manipulacids technikak
Genomi DNS izolalas Thiocapsa roseopersicind-bol

A genomi DNS tisztitdsahoz Sigma ,, GeneElute Bacterial Genomic DNA Kit” genomi DNS
tisztitd kitet (kat. szam: NA2100-1KT) haszndltam. A hasznalat soran a gyartd utasitdsai szerint

jartam el.
Plazmid DNS tisztitas Escherichia coli-bol

Plazmid izoldlashoz egy kivalasztott telepet antibiotikumot tartalmazé LB tapoldatba
oltottam le, majd egész éjszakan at 37C°-on razatva ndvesztettem. Az izoldldshoz Sigma
»,GenElute™ Plasmid Miniprep Kit”-et hasznaltam (kat. szdm: PLN350-1KT) Magas kdpiaszamu
plazmid esetén 1,5 ml sejtbél, alacsony kdpiaszdmu plazmid esetén 16ml sejtbdl indultam ki és
két DNS kot6 oszlopot haszndltam. Minden mas paraméter tekintetében a gyarté utasitasai
szerint jartam el. (http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-

aldrich/docs/Sigma/Bulletin/pIn350bul.pdf)
Agaroz gélelektroforézis

Az analitikai és preparativ célokbdl végzett gélelektroforézisekhez 1,0-% os, 0.5 pg/ml
EtBr-ot tartalmazdé agardz gélt hasznaltam. A DNS-t 1xTAE pufferben, 100 V fesziiltséggel

futtattam 25 percig.

Fragment izolalas

Az agaroz gélelektroforézist kovetGen a kivant DNS fragmentet steril penge segitségével
kivagtam és 1,5 ml-es eppendorf cs6be raktam. A DNS izoldldsat a gélbdl DNS extrakcios kittel

(Fermentas, Kat. szam: KO513) végeztem el a gyartd utasitasai szerint. Ett6l eltéréen csak az

36



ellcid soran jartam el, mikor 10 pl desztillalt vizet raktam a szilika porra és 55 C°-on inkubaltam
5 percig, gyakran keverve, majd a centrifugalas (13000 rpm, 5 perc) utdn a DNS oldatot masik
centrifugacs6be vittem at. Az ellcids folyamatot megismételtem, majd a DNS oldatokat

egyesitettem.
PCR reakcié

Eppendorf 5415R tipusu készllékben végeztem a reakcidkat. Az aldbbi koncentracioju
OsszetevBkbdl allt a reakciokeverék: inditdszekvenciak (1pmol/ul), 0,2mM-os dNTP, 10 x higitott
DNS polimeraz puffer valamint 0,2ul Pfu (Thermo Scientific) DNS polimerdz. 20 pl
végtérfogatban dolgoztam. Templatként 2ul DNS oldatot hasznaltam, ami vagy 1000x higitott
plazmid, vagy nem higitott genomi DNS (Sigma Gene Elute Bacterial Genomic Kit) vagy koldnia
PCR esetében sejtszuszpenzid (1 koldniat 100ul vizben szuszpendaltam majd 10 percig 95 C°-on
féztem) volt. Egy tipikus programciklus: 1 perc 95 °, 1 perc 60 C° 1 perc 72 C°. A denaturdcids,
hibridizacios, elongacios Iépéseket 30x ismételtem, majd a zardciklus: 5 perc 72 C° volt. Abban
az esetben, amikor a klénok ellenérzéséhez végeztem 0,3 pl DyNAzyme (Thermo Scientific)

enzimet hasznaltam.
Restrikcios emésztés

A restrikcids emésztéseket Fermentas ,fast digest” enzimekkel végeztem az ,fast digest

green” pufferében a gyartd Utmutatasai alapjan. (http://www.thermoscientificbio.com)
PCR termék foszforilalasa

A DNS molekuldk 5’ végi foszforildldsat Fermentas T4 PNK (T4 Polynucleotide Kinase)

enzimmel végeztem a gyarté Utmutatasai alapjan. (http://www.thermoscientificbio.com)
Emésztett vektor defoszforiladlasa

Az izoldlt linedris vektorokat a Fermentas gyartmanyu FastAP alkalikus foszfatazzal
kezeltem a gyartd utmutatdsai alapjan (http://www.thermoscientificbio.com).A javasolt

Utmutatastodl eltéréen 12 orat inkubaltam mintakat.
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Ligalas
A ligalasi reakciok soran Fermentas T4 DNS ligdz enzimet hasznaltam 2U/reakcio

koncentracidban. A ligaldsokat 18 C°-on végeztem legaldabb 16 éran keresztil.

Transzformalas

A transzformalni kivant DNS-t 100 ul jégen felolvasztott E. coli NOVABLUE kompetens
sejtekhez adtam. 30 percig jégen tartottam, majd 40 masodperces 42 °C-os hésokk utan 900 ul
SOB+Mg?*-ot adtam a sejtekhez. 16ras 37 C°-on torténd razatas utan, a plazmid altal hordozott
antibiotikum rezisztenicia génnek megfelel6 antibiotikummal kiegészitett lemezre szélesztettem
a sejteket és normal novesztési korilményeknek megfelel6en tartottam Gket a jol lathatéd
telepképzésig (16-20 dra).

Konjugalas

A konjugéacidhoz a T. roseopersicina térzseket 28 C°-on 3 napig neveltem. Az E. coli-t 37
C%-on ODgw=0,6-ig, rezisztencidjuknak megfelel6 antibiotikummal kiegészitett tdpoldaton
novesztettem. A sejteket centrifugdlassal gy(ijtottem 6ssze, majd kétszer mostam 10 ml PC
tdpoldattal. A harmadik mosas alkalmaval, a centrifugdlast kovetéen, egy kevés PC tapoldatban
szuszpendaltam a sejteket, amit egyesitettem. Az igy kapott ,sejtelegyet” konjugaciés lemezre
(2 g/l Nutrient Broth-ot és 2 g/l Na-acetatot tartalmazo, 1,5% agarral szilarditott Pfennig-féle

taptalaj) cseppentettem és géles dllagira beszaritottam (Pfennig és mts., 1992). Ezeket a

lemezeket 24 6ran at fényen, levegén, 28 C°-on inkubdltam.

Masnap a beszdradt sejteket atvittem PC tapoldatba, felszuszpendaltam és ebbdl a
szuszpenzidbodl higitdsi sort készitettem a tapoldattal, majd 100-100 pl-t szélesztettem ki
antibiotikum tartalmd PCA szelektiv lemezekre (2 g/l Na-acetatot tartalmazo, phytagéllel
szilarditott Pfennig-féle taptalaj) szélesztettem. Az igy kapott lemezeket anaerob dobozokba
(Oxoid, melyet Oxoid anaerogen ANOO25A katalégusszdmu anaerobizaléval mentesitettem az

oxigént6l) helyeztem és folyamatos megvilagitas melle -21 napig, -on novesztettem.
géntél) helyezt folyamat gvilagit llett 14-21 napig, 28 C° tett
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Mutagenezis és komplementacios technikak
Az isp2 gén mutagenezise

A leolvasasi keretet megtartd deléciés mutagenezishez PCR segitségével felsokszorozott
otsh5r- otsh204 inditdszekvencidk kozé esé szakaszt (az isp2 gén 5’ régidjat és a géntdl 5’
iranyban elhelyezked6 régid) pBluescript SK(+) vektor tompitott, defoszforilalt BamHI restrikcids
helyére klénoztam. Ezzel |étrejott apBtI2D konstrukcio. A isp209 és trhynlo2 inditdszekvenciak
segitségével felsokszorozott 3 homoldg régiot foszforildlas utana pBtl2Dplazmid defoszforilalt
EcoRV helyére klonoztam. A termék neve pBtlsp2M lett. A pBtlsp2M EcoRI-Xbal fragmentjének
pK18mobsacB vektorba torténd athelyezése utan kaptam a pK18Isp2M konstrukciét. Ezt S17-1
A-pirE. coli torzsbe transzformdltam, majd konjugdlassal GB2131 torzsbe juttattam. Az
els6dleges rekombinansokat kanamicin tartalmid lemezen szelektdltam, a klénokat PCR-rel
ellenériztem. A kanamicin rezisztens és PCR alapjan a kivant konstrukciét tartalmazo térzseket
kanamicin nélkili tapoldatban tortént négyszer egymas utani felndvesztést kovetden, kanamicin
mentes lemezre szélesztettem 1000x-es higitasban. A kapott koldnidk kozil kiszelektaltam a
kanamicin érzékenyeket és a genotipusukat Isplo7—otsh8r inditdészekvencia parokkal végzett
PCR-el ellendriztem. A homoldg régiok kozé esé genomi régidt nem tartalmazd (Aisp2)
torzseketotshér — otsh7r, otsh5r - otsh7r inditdszekvencia pdarokkal végzett PCR reakciokkal

igazoltam.

Az isp2 delécidjanak homolog komplementacidja

Az isp201-isp202 inditészekvencidk PCR termékét pBluescriptSK(+) Smal helyére ligdltam,
ekkor kaptam meg a pBIS2 konstrukciét, amibél az Ndel-BamHI fragmentet pDSK509CrtKm5
vektorba ligaltam. Ezt pDSKlIsp2-nekelnevezett konstrukciét S17 A-pir sejt segitségével T.

roseoerpersicina Isp2M torzsébe juttattam konjugacidval.
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Mérési modszerek
In vivo hidrogéntermelés és felvétel mérése

A baktérium torzseket modositott Pfennig-féle tapoldatba oltottam le, 125 ml es
szérumivegekbe, ezutdn nitrogén gazzal anaerobizaltam a lezart (ivegeket. Elemi kénen torténd
novesztés esetén 100 ml 0,25 g/l NaHCOs-ot és 5 uM NiCl, tartalmazd, tioszulfat mentes Pfennig
féle tapoldatot haszndltam. Tioszulfaton torténd novesztés és tapoldatvaltas nélkali
hidrogéntermelés méréséhez 60 ml 5 uM NiCl, tartalmu Pfennig-féle tdpoldatba oltottam
sejteket, majd a 3. napon Ujra atfivattam a mintdk légterét és az utana termel6dott hidrogén

mennyiségét hataroztam meg.

Az endogén elemi kénen torténd hidrogéntermelés meghatdrozasdhoz 60mM natrium
tioszulfat tartalmud maddositott Pfennig féle tapoldatba oltottam le a torzseket, majd a 4. napon
centriufugdlasi (2x7 perc 8000 rpm) és mosasi |épés segitségével lecseréltem a tdpoldatot
tioszulfat és karbonatmentes tapoldatra. EbbdSl 100 ml kulturdt toltottem 125 ml-es szérum

tvegekbe, amiknek lezardsa utdn szintén nitrogénnel lecseréltem a légteret.

A CCCP hatasanak meghatdrozasdhoz 60 ml-es lvegeket haszndltam, amikbe 47 ml a
fentiekben leirt mdédon el6készitett sejtet helyeztem. A hidrogén és kénhidrogén termelést 1

nap utan hataroztam meg.

Hidrogén felvételi mérés esetén a GB2131 torzset Ugy novesztettem fol, hogy
kénglobulusokat ne raktadrozzon. A fentiekben ismertetett centrifugaldsi |épéseket kovetSen
100ml sejtet 125ml-es szérum (ivegbe helyeztem, majd kétszeri anaerobizalds utan 2ml

hidrogént fecskendeztem a légtérbe, és utdna megmértem a hidrogén mennyiségét.

A hidrogéntermelés és felvétel meghatarozasahoz mintak légterébdl gazzard Hamilton
mikrofecskendGvel 500 pl-t fecskendeztem gazkromatografba. Agilent 6890 gazkromatograf,
Molekular sieve 5A (30m*0,53mm*530um) kolonna, argon vivégaz, 16,9 ml/perc aramlasi
sebesség, 60 °C kolonna tér hdémérséklet, 160 °C TCD detektor h&mérséklet.

(http://www.restek.com/chromatogram/view/GC PC00170/1333-74-).
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In vivo kénhidrogén termelés mérése

Az in vivo hidrogéntermelés fejezetben leirt novesztési korilményeket alkalmaztam.
Hamilton mikrofecskend6vel 100 pl-t fecskendeztem gazkormatografba a mintak légterébdl.
Shimadzu GC-2010 tipusu gazkromatograf, split 0,5:1. 76,4 ml/perc dramlasi sebesség, nitrogén
vivégaz, PLOT-Q kolonna (30 m X 0,35 mm X 0,4 um), 120 °C kolonna tér hémérséklet, 150°C —
os h6vezetSképességi (TCD) detektor, detektorhé6mérséklet) (http://www.chem.agilent.com/en-
US/products-services/Columns-Sample-Preparation/GC-GC-MS-Columns/Capillary/HP-PLOT-
Q/Pages/default.aspx).

Szulfat mennyiség meghatarozasa

A szulfat meghatdrozasat folyadékkromatograffal végeztem. 1 ml mintat vettem a
kulturakbdl, majd 13000 rpm, 10 perc centrifugalds utdn HPLC mintatartéba pipettdztam a
fellluszot. Az elvalasztashoz Transgenomic IC Sep AN1SC oszlopot hasznaltam. Eluensként 300
mM bérsavat, 1,5 mM ftalsavat, 1,38 mM Trist-t tartalmazé pH=5,5 oldatot alkalmaztam 1
ml/perc dramlasi sebességgel. Az oszlop termosztat h6mérséklete 30 C° volt. A detektalas

indirekt UV mdodban tortént 263 nm-en (Rethmeier és mtsai, 1997).

Hyn hidrogenaz mennyiségének meghatarozasahoz sziikséges technikak
Sejtfeltards szonikalassal

60ml sejtkultdrat centrifugaltam, majd 1,5 ml foszfat pufferben (20mM KH,PO,4 pH = 7,0)
szuszpendaltam fel. A jégen alloé sejteket 4 x 20 mdasodperces szonikalasi ciklussal tartam fol
(Bandelin Sonoplus szonikator MS 72-es szonikdléfejjel felszerelve 80% os amplitudé-val). A
ciklusok kozott 15 masodperc sziinet volt. Ezutdn a feltaratlan sejteket és a kénkristalyokat

centrifugdltam (10 perc 15000xg-n)(Sz6ri-Doroghazi és mtsai, 2012).
Fehérje mennyiségi mérése Lowry modszerrel

A fehérjéket triklorecetsavval valé kicsapas utan 800ul 0,25M NaOH-ban oldottam fel,
majd a reagensbdl (6% Na,COs: 1,5 % CaSO,4 (50:1 ardnyban) + 3% Na-citrat) 300ul-t adtam a

fehérje oldathoz és keverés utan 15 percig szobah6mérsékleten tartottam. Ezutan 100l 72%-os

Folin C reagenst adtam hozzda és 30 perc inkubdlas utdn 750 nm-en mértem a fényelnyelést. Az
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ismeretlen mintdk koncentracidjat borju szérum albuminnal készitett kalibracids egyenes

alapjan allapitottam meg (Lowry és mtsai, 1951).
Western blot

A Hyn enzim mennyiségi analizisére Western blot technikat alkalmaztam. Els6 |épésben
denaturald Invitrogen NuPage 10% BisTris 1,5% (Kat. Szam: NP0O301BOX) gyari ontésl gélt
hasznaltam a 35ug fehérje elvdlasztdsara. A futtatdshoz Invitrogen 20x NuPage MOPS-SDS
futtatd puffert (Cat. No: NPOOO1) haszndltam. A gélt futtatas utan transzferpufferben aztattam
(Invitrogen 20xNuPage transzfer puffer Cat. No: NP0O006-1). A blottolast nedves blottoléval
végeztem (Biorad Z352837) 30V fesziiltségen egy éjszakan at. A nitrocellul6z membrant 5%
sovany tejport tartalmazé 1x TBST (20 xTBST: 200ml Tris pH=7,4 + 18g NaCl + 1% Tween 20)
oldatban rdzattam 1 6rdn at, majd ujabb egy 6ran at inkubaltam 5% tejport és 10000-szeres
higitdsu anti-HupL poliklononalis tisztitott fehérje ellen nydlban termeltetett ellenanyagot
tartalmazd oldatban (a nem specifikusan két6d6 anyagokat az ezt kdvetS 4x5 perces 1xXTBST-s
mosdssal tdvolitottam el). Ezutdn adtam hozza a masodlagos ellenanyagot (anti-nyul IgG torma
peroxidazzal konjugalva, 20 ml 5% tejport tartalmazé TBST-ben 1:5000 higitasban), 1 6raig
enyhén razattam, majd 4x5 percig mostam TBST oldattal. A membran el6hivdsa 2ml SuperSignal
Detektacidés kit (Pierce PROD# 34083) luminol:perozid oldat 1:1 ardnyu keverékével tortént
(Sz6ri-Doroghdzi és mtsai, 2012). A kép rogzitését Bio-Rad VersaDoc 4000 gél dokumentacios

rendszerrel végeztem 15 perces expozicios id6vel és 15 perces zajszUréssel.
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Kénanyagcserében szerepet jatszo gének keresése és annotalasa a genomi
szekvencia alapjan

A kénanyagcserében szerepet jatszd gének kereséséhez tanszékiink szamitogépére
telepitett BLAST (Basic Local Alignment Serarch Tool) programot és a kozel 200 kontigot
tartalmazd, a teljes T. roseopersicina genomot reprezentdld Aced7-es genomszekvencia verziét
haszndltam. A rendelkezésre allé szakirodalmi és szekvenciaadatok alapjan a potencidlis jelolt
génekkel TBASTX szekvencia keresést végeztem. Az igy azonositott genomi régiok valamint a
hozzajuk tartozdé (4000 bp) hatdrold szakaszok bazissorrendjét Clone Manager programba
masoltam, majd meghatdroztam a potencialis nyilt leolvasasi kereteket (ORF). Az igy nyert ORF-
ekrél in silico fehérje szekvencidkat az NCBI online Blast keresémotorja

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) segitségével ,Swissprot” és ,Non-redundant protein

sequences” adatbazisokkal szemben futattam meg BLASTP (izemmoddban. A kapott taldlatokat

legalabb 30%-0s aminosav-sorrend egyezés esetén fogadtam el.
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Eredmények

A Hyn hidrogenaz anyagcsere kapcsolatai
A Hyn hidrogenaz hidrogéntermelésének natrium-tioszulfat fiiggése

Egy hidrogenaz anyagcsere kapcsolatainak felderitése a hidrogéntermelés fizioldgias
elektrondonorjainak megkeresésével veszi kezdetét. Ehhez a Hyn hidrogendz esetén Thiocapsa
roseopersicina GB2131 torzsét haszndltam, mely aktiv formdban csak a Hyn hidrogendzt
tartalmazta. A sejteket kiilonb6z6 mennyiség( tioszulfat mellett neveltem. Azt talaltam, hogy ha
a leoltastdl szamitott 3. és 6. nap kozotti hidrogéntermelést hataroztam meg, akkor a Hyn
12mM  tioszulfat jelenlétében nem, csak 36mM tioszulfat jelenlétében képes

hidrogéntermelésre (9. abra).
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12 36 |

tapoldat tioszulfat tartalma (mM)

hidrogén a légtérben (ul)

9. abra: GB2131 torzs 3-6 nap kozotti hidrogéntermelésének tioszulfat fliggése megvilagitas alatt

Kérdésként merilt fel, hogy a tioszulfatnak szabalyozé szerepe van-e a Hyn
mennyiségére nézve, és tobb hidrogendz esetén termelédik-e tobb hidrogén. Hyn specifikus
western analizist végeztem GB2131 ésTHOE5M torzson. A THOES5M torzs plazmid konstrukcion
tartalmazza a Hyn hidrogendz génjét, kifejez6dése a sajat promotere altal szabalyozott, és tobb

hidrogént termel, mint a GB2131 Id. alabb: (12., 13.3bra).
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GB2131 *THOES5M
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10. dbra Hyn hidrogenaz mennyiségének kovetése HynL specifikus Western analizissel A Western blot
képen elsGsorban a THOE5M torzs esetén két csik lathaté. A fels6 a nem aktiv, még éretlen hidrogenaz,

mig az also, az aktiv hidrogenazhoz rendelheté.

Az 10. dbréan lathatd, hogy egyik torzs esetében sincs valtozds a Hyn mennyiségében a
nagysagrendi kuloénbség van. Ez magyardzatul szolgal a koztik lévé hidrogéntermelésbeli
kiilonbségre és arra utal, hogy a tioszulfat ugy noveli a hidrogéntermelést, hogy megnoveli a

Hyn irdnyaba az elektronfluxust.

Thiocapsa roseopersicina kénanyagcsere modelljének felallitasa és a legfontosabb

operonok bioinformatikai analizise

Azon kérdések megvalaszolasahoz, hogy milyen lépésekbdl all a tioszulfat asszimilacidja,
és hogyan képes elektronokat juttatni a Hyn hidrogendzra, modellorganizmusunk

kénanyagcsere modelljének feldllitasa valt szlikségessé.

A T. roseopersicina kénanyagcseréjében szerepet jatszo fehérjék kédold régidi munkam
kezdetén még ismeretlenek voltak. Egy koherens anyagcseremodell feldllitdsa érdekében a
gének in silico azonositasat kezdtem meg. Arra az eredményre jutottam, hogy
modellorganizmusunk kénanyagcseréje a genomanalizis szerint megegyezik a részletesen
tanulmanyozott Allochromatium vinosum kénanyagcseréjével (4. dbra) (Stockdreher és mtsai,
2012). Az in silico analizis mellett a modell alkalmazhatdsagat T. roseopersicind-ra késébbi in

vivo mérési eredményeim is aldtamasztottak.
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Legfontosabb azonossag a T. roseopersicina-ban is megtalalhatd a kénoxidaciéban
szerepet jatszd Dsr enzimrendszert kodold dsr 16kusz. A géntermékek komoly hasonldsagot
mutatnak a két mikroorganizmusban, bar az azonossagi értékek néhany esetben

alacsonyabbnak bizonyultak (DsrN; DsrS).

DsrA:89% DsrB:96% DsrC:91% DsrL:86% DsrN: 36% DsrR:73% DsrS:57%

N\

/SN A NN

DsrE :96% DsrH:77% DsrF:93% DsrM:84% DsrK:88% Dsr):60% DsrO:80% DsrP:78%

11. dbra: T. roseopersicina dsr 16kuszanak vazlata, a szarmaztatott fehérjeszekvencidk A. vinosum

azonos géntermékekhez mutatott hasonlosagi értékeivel

Az 11. dbrdn jél lathatd, hogy a strukturalis elemek (DsrA-P) mutatjdk a nagyobb
hasonldsagot, ezek koziil csak a Dsr) 60%-0s azonossagi értéke a kiugrd, de ez is —az A. vinosum
DsrJ fehérjeszekvencidhoz hasonldan - a tri-hem citokrémokhoz mutat hasonldsagot (Sander és
mtsai, 2006). A strukturgénekkel szemben a sirohem szintézisért felel6s DsrN (Libbe és mtsai,
2006) mutatja a legkisebb hasonlésagi értéket (36%), ez Osszhangban lehet azzal, hogy
hidnydban csak jelent6sen csokken a kénoxidacio (Libbe és mtsai, 2006). A poszttranszkripcids
szabdlyozasban részt vevé DsrR és S fehérjék (Grimm és mtsai,2011) a strukturfehérjékhez
képest kisebb hasonldsagot mutatnak (73% és 57%) az A. vinosum megfelel6 szekvencidihoz.
Osszességében a 11. dbra jol szemlélteti a két organizmus dsr 16kuszanak hasonlésagat, ami T.
roseopersicina és A. vinosum kénanyagcseréjének azonos m(ikodését sugallja. T. roseopersicina
genomszekvencidjdban azonositottam a tioszulfat asszimilacidért felel6s Sox ciklus génjeit, a
szulfit oxidaciot végzé SoeABC (Dahl és mtsai, 2013) komplexet, AprMA és Sat I6kusz fehérjéket
(Kappler és Dahl, 2001) kddold géneket, illetve kollégdim azonositottak a szulfid oxidacidért
felelGs Fcc; Sarl, Sqr2 fehérjék génjeit. A tobbi szekvencia részletes analizisére ki se térnék, mert
az elemek az in silico analizis alapjan megegyeznek a kénanyagcsere tobbi Iépésének az irodalmi

attekintésben ismertetett elemeivel.
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Ami nehézséget okozott, az a kénhidrogén termelésért felel6s elem azonositasa volt.
Modellorganizmusunkban legalabb négy molibdoprotein csalddba tartozé fehérje génje van.
Ezek kozul kett6 a nitrat reduktdzokkal mutatott szamottevé hasonldsagot, egy pedig
gyakorlatilag megegyezik az A. vinosum-ban azonositott SoeABC komplex génjeivel (Dahl és
mtsai, 2013). A negyedik molibdoprotein fehérjét kddold gén pedig az Acidianus ambivalens
kénreduktazanak katalitikus alegységéhez hasonlitott (Laska és mtsai, 2003), de a tobbi alegység
ebben a lokuszban nem volt megtaldlhaté. Azt, hogy melyik gén és melyik géntermék felel6s a
kénhidrogén termelésért, kisérletileg vizsgdltam meg. Ennek ismertetése a dolgozat kés6bbi

fejezetében talalhatd.

Amiben viszont eltérés tapasztalhaté az A. vinosum és a T. roseopersicina
kénanyagcserében szerepet jatszd génjei kozott, az a gének koépiaszama. llyen példaul a
tioszulfat asszimilacioért felelés Sox ciklus fehérjéit kodold génnek az esete. A SoxXA fehérjék
génjei két példanyban vannak jelen, és a masodik példany elemei fehérjeszekvencia szinten 70
és 57%-ban azonosak a Thioalkalivibrio nitratireducens DSM 14787 t6rzs SoxXA fehérjéinek
szekvenciaihoz. Ezzel szemben az Allochromatium vinosum SoxXA fehérjéihez 27 és 32%-ban
mutatnak azonossagot, mig a modellorganizmusunk A. vinosum SoxAX-éhez jobban hasonld
SoxAX-e kozott és a referencianak tekintett A. vinosum SoxAX kdzott 70 és 64%-0s az azonossag.
A tioszulfat asszimilacié masik kulcsenzime, a SoxYZ esetén is hasonld képet lathatunk. Egyik
SoxYZ esetében (A. vinosum SoxYZ-jére jobban hasonlitdé SoxYZ) 68 és 79 %-os azonossag
tapasztalhato az A. vinosum SoxYZ fehérje szekvencidjahoz viszonyitva, mig a masodik SoxYZ 39
és 54%-ban azonos a Methylibium sp. és Janthinobacterium sp. SoxY és Z fehérjéivel. Ebben az

esetben az A. vinosum azonos fehérjéivel csak 34 és 43%-o0s azonossagi értéket kaptunk.

A Hyn hidrogenaz hidrogéntermelésének elektrondonorai

Az A. vinosum és ennek megfelel6en T. roseopersicina kénanyagcseréjének ismeretében
(4. abra) at tudjuk tekinteni, hogy a tioszulfat felhasznaldsanak mely |épései juttathatnak
elektronokat a Hyn hidrogenazhoz. Ezek a tioszulfat asszimilacidja, a kén oxidacidja, és a szulfit

oxiddcidja. Hogy leteszteljem, mely koztitermékek a tényleges elektrondonorok a
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hidrogéntermeléshez, a GB2131 és a THOE5M torzseket olyan koérdlmények kozott
novesztettem fel, hogy nagy mennyiségl kénglobulust raktdrozzanak (60mM tioszulfat). Ekkor a
sejtek tdpoldatat lecseréltem szénforrast és elektrondonort nem tartalmazé tapkozegre, majd

kdvettem a hidrogén és kénhidrogén termelésiiket.
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12. dbra: GB2131 t6rzs hidrogéntermelése kiilonb6z6 elektrondonorok jelenlétében
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13. abra: THOE5M t6rzs hidrogéntermelése kiilonb6z6 elektrondonorok jelenlétében

Azt taldltam, hogy a Hyn hidrogenaz képes elemi kén jelenlétében, mint kizardlagos
elektrondonoron hidrogént termelni (12. és 13. abra), viszont a hozzaadott natrium-tioszulfat a
hidrogéntermelését drasztikusan megnovelte, mindkét torzs esetében. Ezért a tioszulfat
asszimilacié és a kén oxidacid parhuzamosan képesek elektronokat juttatni a Hyn
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hidrogenaznak, tovabba a két utvonal kozil a tioszulfat asszimilacid latszik fontosabbnak. Fontos
megjegyezni, hogy tioszulfatbdl képzddik elemi kén, de a hidrogéntermelés névekmény minden

e ses

szarmazik.

Ezen  kisérletekkel  parhuzamosan  megvizsgdltam a  szulfit szerepét a
hidrogéntermelésben ugy, hogy a torzseket felneveltem olyan koriilmények kozott, hogy
kénglobulust ne tartalmazzanak, majd tdpoldatvdltds utan szulfitot, mint kizardlagos
elektrondonort adtam a sejtekhez. Ezen korilmények kozott hidrogéntermelést nem
tapasztaltam, tehat a szulfit oxidacié nem tud elektronokat juttatni a Hyn hidrogenazhoz (12. és

13. abra).

Eredményeim megerGsitéseként megvizsgdltam a Hyn hidrogendz hidrogéntermelését
exogén elemi kén jelenlétében is. Hogy ezt a jelenséget vizsgalni tudjuk le kellett csokkenteni a
tapoldat karbonat tartalmat, mert 2g/l natrium hidrogén karbonat jelenlétében, a karbonat
felhasznaldsdhoz sziikséges elemi kén elsotétitette volna a tdpoldatot (adatokat nem tlintetem
fel). Ez pedig gatolta volna mind a névekedést, mind a hidrogéntermelést. A Hyn hidrogenaz
képes kolloidalis elemi kénen hidrogéntermelésre (14. dbra), ami aldtamasztja, hogy a kén

oxidacidja képes elektronokat juttatni a Hyn hidrogenaz hidrogéntermeléséhez.
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14. dbra: THOE5M t6rzs hidrogéntermelése kolloidalis elemi kénen, mint kizarélagos elektrondonoron
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A hidrogéntermelés és szulfidasszimilacio kozti Osszefliggés tisztazasa érdekében

megvizsgdltam modellorganizmusunk kénhidrogén termelését (15. abra).
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15. dbra: THOE5M to6rzs kénhidrogén termelése a tapoldat kéntartalmanak fliggvényében

A 14, és 15. dbra 0Osszevetésébdl latszik, hogy a kénhidrogén termelés és a

hidrogéntermelés parhuzamosan noévekszik.

A hidrogén- és szulfidmetabolizmus kapcsolatanak pontositdsdhoz megvizsgdltam a
szulfid szerepét a Hyn hidrogéntermelésében. Mivel a hozzaadott natrium szulfiddal végzett
kisérletek nem vezettek eredményre (a mérésen beliili szords kezelhetetlen mértékire
emelkedett szulfid hozzdadas hatdsara), a termel6dd szulfid eliminaldsaval prébalkoztam. A
leoltastél szamitott 4. napon natrium-szulfitot adtam a tdpoldatba, ami a szulfiddal és a
kolloidalis exogén elemi kénnel elreagdlva tioszulfatot képezett. Mivel a szulfid szint csokkent a
folyadékfazisban és a szulfid dinamikus egyensulyban van a légtérben lév6é kénhidrogénnel,

kovetni tudtuk a csokkenést (16. dbra).
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16. abra: THOE5M to6rzs kénhidrogén termelésének alakulasa hozzaadott natrium szulfit

hatasara

A 16. abra egyértelmlen mutatja, hogy a kénhidrogén koncentracié jelent&sen
lecsokkent a szulfit hozzdadasanak hatdsara. Ugyanezen mintakbdl a leoltastdl szamitott 6.
napon a kénhidrogén meghatdrozdssal egy id6ben megmértem a termel6dott hidrogén

mennyiségét.
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17. dbra: THOE5M t6rzs hidrogéntermelésének alakuldsa hozzaadott natrium szulfit hatasara
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Mint a 17. abran lathatd, hogy a hidrogéntermelés nem, hogy nem csdkkent, amikor
elimindltam a termel6dé6 szulfidot a tapoldatbdl (16. abra), de még emelkedett is. Ez annak
tudhaté be, hogy a szulfidnak nincs kdzvetlen szerepe a Hyn hidrogéntermelésében, viszont a
keletkezé tioszulfatnak igen. Ez 6sszhangban all a fentebbi allitasokkal, miszerint a tioszulfat a

Hyn {6 elektrondonora.

Kapcsolat a Hyn hidrogenaz és a kénhidrogén termelés kozott

Mivel a kénhidrogén termelés egyidejlleg torténik a hidrogéntermeléssel, viszont nem
szlikséges hozza, a koztlk |évé kapcsolat lehet antiparallel/kompetitiv is. Ezt Ugy vizsgaltam,
hogy 6sszehasonlitottam a fentebbi tapoldatvaltasos kisérletben haszndlt, endogén elemi ként,
mint kizarélagos elektrondonort tartalmazé mintdk kénhidrogén- és hidrogéntermelését (18.

abra).
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18. abra: Hyn hidrogenazt tartalmazo torzsek kénhidrogén termelése elemi kén, mint kizarélagos

elektrondonor jelenlétében

A THOE5M to6rzs 390 pl-rel tobb hidrogént viszont 25 pl-rel kevesebb kénhidrogént
termelt, mint a GB2131 torzs (13, 18. abra). Kisérletileg megallapitottam, hogy a megoszlasi
hanyados 4,62 +-0,5 / 1 a folyadék fazis javara, azaz a folyadékfazisban kozel 6tszor annyi

kénhidrogén van, mint a gdazfazisban. Lathatjuk, hogy nincs nagysagrendi eltérés a
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hidrogéntermelés és a kénhidrogén termelés valtozasa kozott, igaz, pontos sztéchiometria nem
igazan szamithatd. Természetesen lehetnek, vannak olyan anyagcsere Utvonalak, amik mds uton
képesek elvezetni a tobbletelektronokat. Ezek alapjan megadllapithato, hogy a hidrogén- és

kénhidrogén termelés kompetitiv folyamatok.

Mivel a fent emlitett eredményekbdl kovetkezhet, hogy a kénhidrogén- és
hidrogéntermelés részben azonos elektrontranszport utat hasznal, megvizsgaltam, hogy a Hyn
képes-e hidrogén jelenlétében meghajtani a kénhidrogén termelést. Ezt a vizsgalatot exogén
elemi kén jelenlétében, nitrogén vagy hidrogén légtér alatt torténd novesztéssel hajtottam

végre.
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19. dbra: GB2131 to6rzs kénhidrogén termelésének légtér 6sszetételének fliggése

A hidrogén alkalmazdasa esetén nagymértékben novekedett a GB2131 térzs kénhidrogén
termelése (19. 4bra), tehat a hidrogendz altal felvett hidrogénbdl szarmazé elektronokat a sejt

kénhidrogén termelésre hasznalhatja.

Amikor az elektrontranszport Utvonal egyik terminalisan a hidrogendz van, mi van a
masik végén? Mint a kénanyagcserében szerepet jatszo fehérjék génjeinek azonositasardl szélé
fejezetben beszamoltam rdla, a kénredukciét végzé membrankotott fehérjét nem sikerilt
azonositani egyértelmlen. Ha egy molibdoprotein csalddba tartozé fehérje végzi a

kénredukcidt, akkor az enzim miikodését wolframat hozzaaddasa gatolja (Dahl és mtsai 2013).
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20. abra: GB2131 torzs kénhidrogén termelésének valtozasa a tapoldat natrium-wolframat

tartalmanak fiiggvényében

Ezért 12mM tioszulfat jelenlétében torténd sejtszaporitas utan a tdpoldatot natrium
wolframattal egészitettem ki és mértem a kénhidrogén termelést. A 20. dbran lathatd, hogy a
kénhidrogén termelését a wolframat fényen és Ebbdl

valdszinUlsithets, hogy a kénhidrogén termelésért legaldbb részben egy membrankotott

molibdoenzim felel (20 abra).
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Kapcsolat a membran elektrontranszport lanc és a Hyn hidrogenaz kozott
Az Isp2 szerepe a Hyn hidrogenaz elektrontranszportjaban

A Hyn hidrogendz egy periplazmatikus orientacidju membrankotott hidrogenaz, mely két
elektrontranszport alegységgel rendelkezik, az Ispl-gyel és Isp2-vel (Paldgyi-Mészaros és mtsai,
2008). Felmeril a kérdés, hogy az elektronok milyen aton jutnak el az elektronakceptorokhoz?
Hogy erre a kérdésre valaszt kapjak, a leolvasdi keret megsértése nélkiili mutagenezis
segitségével Isp2-t nem tartalmazé torzset készitettem, majd kovettem a torzs hidrogén és

kénhidrogén termelését.
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21. abra: Az Isp2 szerepe a hidrogén és Hyn hidrogenaz-fiiggé kénhidrogén termelésben
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22. abra: Isp2 szerepe a Hyn hidrogenaz in vivo hidrogéntermelésében

Isp2 hidnydban egyarant megsz(inik a hidrogén-fliggd kénhidrogén termelés (21. dbra) és
a hidrogéntermelés is (22. dbra). A mutans fenotipust az isp2 gént plazmidon tartalmazé vektor
részben komplementalni képes, ami a mutagenezis sikerességét és specificitdsat tdmasztja ala
(21, 22. abra). A fentiek alapjan, az Isp2 az egyik eleme a HynSL és a membran redox rendszer
kozti elektrontranszport lancnak. Ha a Hyn hidrogendz- és hidrogénfiliggé kénredukciot preparalt
membran frakcion vizsgdljuk, akkor azt talaljuk, hogy 6nmagaban a membran frakciéon nincs
kénhidrogén termelés, csak ha azt kiegészitjik a szolubilis frakcidval (az adatok nem képzik a
dolgozat részét). Ez pedig azt sugallja, hogy a Hyn nem kdzvetlenil a kinonoknak adja tovabb az
elektronokat, hanem kozvetve egy szolubilis molekulan keresztil all kapcsolatban a membran

redox rendszerrel.

A fotoszintetikus elektrontranszport szerepe a Hyn hidrogenaz

hidrogéntermelésében

Annak megallapitasahoz, hogy a membran redox rendszer részér6l mi tud elektronokat
juttatni a Hyn hidrogendzhoz, tehat mi képes redukdlni az ismeretlen szollbilis molekulat,

megyvizsgaltuk a Hyn hidrogéntermelésének fényfliggését.
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23. abra: GB2131 torzs hidrogéntermelésének tioszulfat- és fényfiiggése
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24. dbra: THOE5M torzs hidrogéntermelésének tioszulfat- és fényfiiggése

A Hyn csak megyvilagitas alatt képes a hidrogéntermelésre és csak akkor, ha tioszulfat
folosleg van a tdpoldatban (23. 24. &bra). Sotétben még hozzdadott piroszélGsav és
borostyankésav jelenlétében sem termel hidrogént (az adatok nincsenek feltlintetve). Ezen
vegylletek képesek novelni a Hox1 hidrogenaz hidrogéntermelését, tehat a sejt szdmdra

elektronforrasként felhasznalhatdk, de a Hyn hidrogendznak nem elektrondonorai.
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A tioszulfat és a megvilagitas szoros kapcsolata pedig azért all fenn, mert a tioszulfat
asszimildciét és a raktdrozott elemi kén oxidacidjat végzé Sox és Dsr enzimrendszer a
periplazmatikus citokrémokra adja az elektronokat, amik a fotoszintetikus reakciécentrum
akceptor oldalara adjak tovabb azokat (Sander és mtsai, 2006; Grein és mtsai, 2010; Hensen és
mtsai, 2006). Hogy valéban ez a jelenség all a hattérben, ennek bizonyitdsdra HPLC segitségével

kovettem a tioszulfat asszimilacio és a kénoxidacid soran keletkez6 szulfatot.

20
ke 16
s 14 I
®E12
_a 810 ——o—megvilagitas
- £ 3 alatt
R
o]
g 6 / =B sotétben
O
S 4
< /

0 _# T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 13
Id6 (nap)

25. dbra: GB2131 torzs szulfattermelésének megvilagitas filiggése A sotétbe helyezés id6pontjat a fekete

fliggbleges vonal jelzi.

Mivel sotétben nem termel6dott sem hidrogén (23.,24. dbra) sem szulfat, (25. dbra), és a
Hyn fent targyalt elektrondonorai mind a fotoszintetikus reakciécentrumba adjak tovabb
elektronjaikat, megerésitést nyert, hogy a Hyn hidrogendz és modellorganizmusunk
fotoszintetikus elektrontranszport lanca kozott szoros a kapcsolat. Kérdés, hogy ebben a
kapcsolatban a fotoszintetikus elektrontranszport lanc szerepe kétiranyu-e? A kérdés
megvalaszolasahoz elektrontranszport gatloszereket vizsgaltam, amelyek koziil a terbutrinnak (a
Qy hely specifikus kompetitiv gatlészerének) volt jelentds hatdsa a hidrogénfliggé kénhidrogén

termelésre (26. abra).
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26. dbra: Terbutrin hatasa a GB2131 t6rzs kénhidrogén termelésére hidrogén légtéren s6tétben

Kontrollként a terbutrin oldészerét, DMSO-t tartalmazd mintat hasznaltam.

A 26. abra alapjan a fotoszintetikus elektrontranszport lancnak a hidrogendaztél szarmazé
elektronok kinonraktarba, ezen keresztil pedig a kénredukcidhoz valé vezetésben és a Hyn

elektrondonoranak redukaldasaban is egyarant szerepe van (23, 24. dbra).

De annyi-e a fotoszintetikus elektrontranszport lanc szerepe a Hyn
hidrogéntermelésében, hogy a fotoszintetikus reakciécentrum redukal egy redox mediatort, ami
eljuttatja az elektronokat a Hyn hidrogenadzra, vagy tébbtényezG6s elektrontranszport rendszerrel

allunk szemben?

A kérdés megvdlaszoldsdahoz megvizsgdltam a Hyn hidrogéntermelését protonofor

(CCCP) jelenlétében.
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27. abra: THOE5M torzs 1 napos hidrogéntermelésének CCCP és tioszulfat fliggése

A 27. dbradn az egynapos mérésbdl szarmazo adatokat tiintettem fel. Ennek oka, hogy
kisérleteim alapjan, a CCCP elbomlik 1 nap utan. Megallapitast nyert, hogy a Hyn hidrogenaz
hidrogéntermelése drasztikusan lecsokken CCCP jelenlétében, tehat a protongradiens hozzajarul
a hidrogéntermeléshez. Mivel a protonofor nem szlinteti meg teljesen a hidrogéntermelést még
magasabb koncentracioknal sem (27. dbra), a Hyn elektrondonora képes a hidrogéntermelést

meghajtani proton motoros er6 (pmf) nélkil is.

A Hyn hidrogenaz terminalis elektronakceptorai

Eddig ismertetett eredményeim minden ponton a kénanyagcseréhez kothetGek
(kénfligg6 hidrogéntermelés; kénredukcid). Felmeril azonban az a kérdés, hogy egy altalanos
ciklikus elektrontranszport - hidrogenaz kapcsolatrél van sz6, vagy specifikus kénanyagcsere -
hidrogendz kapcsolatrél? Ezen kérdés megvalaszolasdhoz megvizsgdltam potencidlis
elektronakceptorok hatdsat a Hyn hidrogén felvételére. Amennyiben az elemi kénen kivil mas,
olyan elektronakceptor is megnoveli a hidrogén felvételt, ami a kinon raktarbdl kapja
kozvetlenil vagy kozvetetten az elektronokat, akkor véglegesen igazolast nyert, hogy a Hyn a

membran redox rendszerébe adja az elektronokat.
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28. dbra: GB2131 to6rzs hidrogén felvételének valtozasa sotétben kiilonb6z6 elektronakceptorok

jelenlétében 3 nap alatt

Mint a 28. abran l|athatd, a nitrat is megnoéveli a hidrogén felvételt, nem csak a
hozzaadott elemi kén. Tovabba a nitrat reduktazok tipustdl fliggéen a kinon raktarbdl nyerik az
elektronokat kozvetlenil vagy periplazmatikus citokrémokon keresztiil (Madigan és Martinko,
2006). Ezek alapjan a Hyn a kdzvetetten a kinon raktarba/membran redox rendszerbe juttatja az

elektronokat.

A Hox1 hidrogenaz kapcsolatai a kénanyagcserével

A munkam soran feltérképeztem, hogy melyek a Hyn hidrogenaz elektrondonorjai, azok
kozott van-e dominanciaviszony. Azt talaltam, hogy a Hyn tioszulfatbdél és kénoxidacidbdl nyeri
az elektronokat. Felmeril a kérdés, hogy a masik hidrogéntermeld hidrogenaznak, a Hox1-nek
mi a viszonya ezekhez a vegylletekhez, tud-e ezen vegylletek oxidacidja soran felszabaduld
elektronokbdl hidrogént termelni? Van-e a két rendszert 6sszekapcsold, energetikailag kedvezé

elektrontranszport Utvonal?
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29. abra: GB1121 torzs hidrogéntermelése megvilagitas alatt, endogén elemi kénen és mas hozzaadott

elektrondonorok jelenlétében

Hasonldan a Hyn hidrogendzhoz, ezeket a kisérleteket is Ugy végeztem, hogy a sejteket
felneveltem vagy ugy, hogy tartalmazzanak kénglobulust vagy ugy, hogy ne tartalmazzanak.
Majd kils6 elektrongazdag szubsztrat hozzaaddasdaval vizsgdltam a Hox1 hidrogéntermelését. A
Hox1 hidrogenaz is képes elemi kén hasznositasabdl hidrogént fejleszteni, de ellentétben a Hyn
hidrogenazzal, az endogén elemi ként tartalmazé mintak esetében a tioszulfat hozzaadasa nem
novelte tovabb a hidrogéntermelést, tehat a Hox1 hidrogéntermelése a tioszulfatbdl keletkezé
elemi kén oxidaciéjan keresztiil zajlik le elsGsorban. Masik érdekes kérdés, hogy csak a
kénoxidacié, vagy a keletkezd szulfit oxidacidja is hozzajarulhat a hidrogéntermeléshez? A
szulfit, ha kizardlagos elektrondonorként van jelen a tapoldatban a Hyn esetében nem, viszont

Hox1 esetében el&segiti a hidrogéntermelést.

Osszehasonlitottam a Hox1 hidrogendzt tartalmazé és nem tartalmazé (GB112131)

torzsek kénhidrogén termelését, hogy pontosabb képet a kapjak a Hox1 szerepérdl.
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30. dbra: Hox1 hidnyanak hatdasa a T. roseopersicina kénhidrogén termelésére megyvilagitas alatt

Azt taldltam, hogy a Hox1 hidnydban megndvekszik a kénhidrogén termelés (30. dbra). Ez
a Hox1 hidrogendz és a membrdn redox rendszer, azon belll is a kinon raktar kozti szoros
kapcsolatot tamasztja ald. Melyben a Hox1 feladata a membran redox rendszer tulredukcidja

elleni védelem lehet, esetleg a tulzott kénhidrogén termelés megakadalyozasa.
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Eredmények értékelése

Munkam sordn in silico analizissel 6sszehasonlitottam a T. roseopersicina és az A.
vinosum kénanyagcseréjében szerepet jatszd géntermékeket. A nagyfoku hasonldsag mellett
taldltam kilonbségeket is. A Sox ciklus elemeit kddolé gének eleve szétszortan helyezkednek el
a modellorganizmusunk genomjaban, ami eltér a P. pantotrophus esetében tapasztalttdl, ahol
azok egy operont alkotnak (Rother és mtsai, 2000). A Sox gének A. vinosumban pedig két
operonba (soxYZ és soxLAXB) rendez6dnek. Ezek a lokuszok modellorganizmusunkban is
megtaldlhatok, de a soxXA és soxYZ gének két példanyban vannak jelen. Bar egy
duplikacid/horizontalis gén transzfer jelentés mdédosulas a genomban, ezek hatdsa a felallitott
biokémiai modellre valdszinlileg elhanyagolhatd, mivel egyrészt nem tudjuk, hogy a gének
atirédnak-e, masrészt a rendelkezésre allé informacidk alapjan nincs okunk feltételezni, hogy a
masodlagos Sox példanyok mas reakciét katalizalnanak, mint a mas Sox ciklusban leirt elemek.
Ezek alapjan az A. vinosum kénanyagcsere modellje (3. abra) (Stockdreher és mtsai, 2012)

alkalmazhaté modellorganizmusunkra.

Munkam sordn szisztematikusan megvizsgaltam a Thiocapsa roseopersicina Hyn és Hox1
hidrogenazainak hidrogéntermelését kilonbdz6 kéntartalmu elektrondonorok jelenlétében,
fotoautotréf korilmények kozott. A Hyn hidrogenaz hidrogéntermelése kizarélag elemi kén és
tioszulfat jelenlétében valésul meg (12, 13. dbra). Abban az esetben, ha kizardlag szulfit volt a
tapoldatban, a Hyn nem volt képes hidrogént termelni. A kénoxidacié és a tioszulfat asszimilacid
kdzds pontja, hogy a fotoszintetikus elektrontranszport lanc szolubilis citokrom c fehérjéjére
tovabbitjak az elektronokat (Sander és mts, 2006; Hensen és mts., 2006). Ezzel szemben a szulfit
oxidacié, amit a SoeABC/SAT és az AprMA enzimek katalizdlnak (Dahl és mtsai 2013),

kozvetlenil a kinonraktarba adja az elektronokat.

A Hyn hidrogéntermelése szigoruan fényfligg6, (23, 24. dbra) tehat energiaigényes
folyamat. A fényenergia egyrészt kozvetlenil gerjesztett allapotu elektrontranszport molekuldn
vagy kdzvetetten pl. a proton motoros erén keresztiil csatolédhat be a hidrogéntermelésbe (27.
abra). A Hyn hidrogendz hidrogéntermelése jelentGsen csokkenthet6 a proton motoros erét

megsziintetd uncouplerrel, de nem sziintethet6 meg teljesen (27. &abra). Bioenergetikai
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szempontbdl szemlélve ugyanezt a jelenséget, megfelel6 koncentracioviszonyok kozott a
fiziolégias redoxpotencial elég alacsony a protonredukcidhoz, de nagyobbrészt a
hidrogéntermelés protongradiens felhasznaldsaval torténik. Ezek alapjan a fotoszintetikus
elektrontranszport ldncnak a Hyn elektrondonoranak redukciéjdban, illetve a ciklikus
elektrontranszportnak az altala képzett protongradiensen keresztiil is fontos szerepe van a Hyn
hidrogéntermelésében. Jelenleg a modellnek a protongrddiens szerepére vonatkozd része
bizonytalan elemeket is tartalmaz, miszerint ismeretlen az elektrontranszportban résztvevé
molekula, igy azt egyel6re nem tudtuk kisérletileg tesztelni, hogy a protongradiens mely ponton
szolgaltatja a tobbletenergiat. Lehetséges, hogy proton-kapcsolt elektrontranszport segitségével
redukalddik mar az Isp2 vas-kén kockaja. Az, hogy a protongradiens hidnydban is lezajlik - ha
csokkent sebességgel is - a hidrogéntermelés, az valamilyen gerjesztett dallapotd redox
intermedierre utal. Feltételezheté az is, hogy az Isp2 mindenképpen redukdlodik (mert az
elektrondonor a fotoszintetikus reakciécentrumbdl egyszer mar nyert energiat) és az Ispl
kozremUikodésével az elektronok kis alegységre vald jutasat gyorsitja meg a protonmotoros eré.
Alternativ modellként az is lehetséges, hogy kdzvetlenil a Hyn elektrondonordnak redukciéjara
hat a protongradiens, egy ismeretlen mechanizmuson keresztiil, ezért csokken a

hidrogéntermelés CCCP jelenlétében (27. abra).

A reakciécentrum Qp helyén gatld kompetitiv inhibitor, pl terbutrin jelenlétében
csokkent a hidrogénfiiggé kénhidrogén termelés (26. abra), tehdt a Hyn hidrogenaz
elektrontranszport lanca mindkét irdanyban kapcsolatban van a fotoszintetikus

elektrontranszport lanccal.

A Hyn hidrogéntermelésének és a kénhidrogén-termelés kapcsolatanak vizsgalata soran
arra az eredményre jutottam, hogy kompetitiv (18. dbra) folyamatok, de parhuzamosan
lejatszddhatnak. Ha pusztdn energetikailag szemléljiik a kérdést, 6nmagaban az is érdekes, hogy
a két jelenség parhuzamosan megy végbe, mivel a kénredukcié standard redoxpotencidlja -
210mV, a protonredukciéé -413mV (Madigan és Martinko 2006). Ez alapjan a kénredukciénak
kellene az egyedili folyamatnak lennie. Mivel a kénglobulusokat alkotd, illetve a kolloidalis

elemi kén vizben oldhatatlan és koncentracidja folyamatosan valtozik a kisérlet soran, az adott
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idépillanatban érvényes redox viszonyok nem szamolhatdak pontosan, igy nem allapithatd meg,

melyik a ténylegesen energetikailag kedvezébb reakcid.

A kénhidrogén termelés és a Hyn kozti kapcsolatot tovabb vizsgalva azt talaltam, hogy
Hyn és elemi kén jelenlétében a légtérbe adagolt hidrogén megndvelte a kultira kénhidrogén
termelését (19. abra), tehat a Hyn hidrogendz képes a felvett hidrogénbdl szarmazé
elektronokat a kénredukcidhoz juttatni. Ezt az aktivitdst pedig wolframattal gatolni lehet (20.
abra), ami egy molibdoprotein csalddba tartozd membrankotott kénreduktdz szerepét
valdszindsiti a kénhidrogén termelésben. Ezen fehérjék pedig a kinonraktdrbdl kapjak az
elektronjaikat (Laska és mtsai 2003; Guiral és mtsai 2005). Kézenfekvd lenne a feltételezés, hogy
az Ispl az elektronmediator, de egyrészt nem all rendelkezéslinkre megbizhatd informacié arrdl,
hogy az Ispl-en lennének-e kinon koté helyek, és Isp2 hidnydban nincs Hyn fliggd

hidrogéntermelés és hidrogénfelvétel.

Ennek tisztdzdsdra az Isp2 fehérje génjét in frame mutagenezissel eltdvolitottam. A
membran-asszocidlt citoplazmatikus orientdciéju Isp2 hidnydban a Hyn katalizalta
hidrogéntermelés és a hidrogénfliggé kénhidrogén termelés egyarant megsz(inik (21, 22. dbra).
Megfigyeltem, hogy a Hyn- és hidrogénfiiggd kénhidrogén termelés ©Onmagaban
membranfrakcion nem mikoédik. Ezek alapjan egy szolubilis elektrontranszport molekula lehet
az elektronhordozé, ami elektronokat juttat a Hyn enzimtél a membran redox rendszerbe és
vissza. Az altalam jellemzett membrankotott hidrogenaz-kénreduktaz rendszerhez elemeiben
leginkdbb az A. ambivalens-ben leirt komplex hasonld, mely szerint a HynSL altal felvett
hidrogénbdl szdarmazdé elektronok az Ispl segitségével redukdljdk az elektron mediator

kinonokat, amik a kénreduktdzra juttatjak az elektronokat. (Laska és mtsai, 2003).

A Hyn hidrogéntermelése kénvegyiletekkel all kapcsolatban, emellett a hidrogénfelvétel
noveli a kénhidrogén termelést. Az ezekbdl adddd feltételezést, miszerint egy kizardlagos
kénanyagcsere—Hyn hidrogendz kapcsolat van, aldtdmasztana az is, hogy az Isp2 a
heterodiszulfid reduktdz D tipusu fehérjéhez és a kénoxidacidban szerepet jatszé DsrK-hoz
mutat hasonldsagot (Rakhely és mts. 1998). Tovabba, a Chromatiaceae-ben ismert

heterodiszulfid tipusu molekuldnak, a glutation-amidnak (Bartsch és mtsai, 1996) a jelenlétét
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modellorganizmusunkban HPLC-FLD vizsgalattal aldtamasztottam (az adatok nincsenek
feltlintetve). Ezek mellett Aquifex aeolicus-ban a Hyn és a kénreduktdz kozott enzim-enzim
interakcid van (Guiral és mtsai, 2005). Viszont T. roseopersicina-ban nemcsak a hozzdadott elemi
kén, hanem a nitrat is képes megnoévelni a Hyn hidrogénfelvételét (28. dbra), tehat nem egy
kénanyagcsere specifikus, hanem egy daltalanos hidrogendz - membran elektrontranszport lanc

kapcsolatrdl beszélhetiink.

Ez a modell a kévetkez6képpen irhato le: a kénoxidacio és tioszulfat asszimilacié soran
felszabadulé elektronok a periplazmatikus citokrom molekuldkon keresztiil fényenergia
segitségével jutnak a fotoszintetikus elektrontranszport lancba, majd a Qy helyrdl kilépve egy
redox molekulara keriilnek. Ez a redox aktiv molekula juttatja az elektronokat a Hyn Isp2
alegységére, innen az elektronok a katalitikus alegységekre jutnak, ahol a protonokkal
rekombinalddva H, képz6dik (31. dbra). Hidrogénfelvétel esetén az elsé lépésben redukalédik az
elektronhordozé molekula, ami tovabbadja az elektront a fotoszintetikus reakciécentrum Qi
helyén keresztill majd onnan az elektron kénredukciéra vagy nitratredukciéra forditodik (35.

abra).

Ezzel szemben a Hox1 hidrogendz hidrogéntermelésének legfébb elektrondonora az
elemi kén (29. abra). Ezen kivil a szulfit oxidacidja is indukal hidrogéntermelést. A szulfit
szulfatta torténd oxidacidjat a SoeABC/ SAT és az AprMA enzimek katalizaljak. Ezen redox
reakciok a kinon raktarral allnak kapcsolatban (Dahl és mtsai 2013). A fentiekbdl kovetkezik,
hogy a Hox1 a m(ikddéséhez sziikséges elektronokat a kinon raktarbdl nyeri (35. abra), amit
aldtamaszt, hogy hidnydban megnoévekszik a kénhidrogén termelés (30. dbra). Figyelembe véve,
hogy a Hox1l elemi kén jelenlétében termeli a legtoébb hidrogént, valdszinl, hogy a Hox1l
funkcidja a sejtek védelme a membran redox rendszer tulredukcidja ellen (31. abra). A fenti
eredmények 6sszhangban vannak a Hox1 hidrogenazrdél rendelkezésre allé irodalmi adatokkal,
miszerint a Hox1 hidrogendz a NAD*-redukalé hidrogenazok kozé tartozik (Rékhely és mtsai
2004) és bibor kénbaktériumokban a NAD" redukcidja a kinon raktarhoz és protonmotoros eré

felhasznaldshoz kotott (Madigan és Martinko, 2009).
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31. abra: Thiocapsa roseopersicina BBS hidrogenazai és azokhoz kapcsolédé anyagcsere utvonalak
pottyozott vonal: protontranszlokacid; Szaggatott vastag vonal: elektrontranszport; vékony sarga

szaggatott vonal: kéntranszport; nem szaggatott vonal: redox atmenet.
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Osszefoglalas

Napjaink egyik legfontosabb feladata a megujulé energiaforrasokbdl szarmazé
kdrnyezetbarat energiahordozdkra vald attérés. Ezen kihivasnak felelhet meg a biohidrogén, ami
eléallithatd foto- és sotétfermentacioval hidrogenaz vagy nitrogendz enzimek segitségével. A
nitrogendaz alapu hidrogéntermelés nagy elénye, hogy a hidrogén részér6l termékgatlas nem
alakul ki. A legidedlisabb megoldds azonban a hidrogén fotoautotréf koriilmények kozti
el6allitasa. Jelenleg tudomanyos szempontbdl a legnépszerlibb megkozelités a kétlépéses alga
alapu hidrogéntermelés, aminek hatranya, hogy az intenziv hidrogéntermeléshez acetatot is
igényel a mikroba, illetve hosszutdvon fenntarthaté modszer még nem ismeretes. Ezzel szemben
modellorganizmusunk, a Thiocapsa roseopersicina BBS, ami egy fototrof bibor kénbaktérium,
képes kizdrdlag szervetlen anyagokat felhasznalva hidrogendz és nitrogendz enzimei

segitségével hidrogéntermelésre.

A fototrof bibor kénbaktériumok neviket onnan kaptdk, hogy anaerob
fotoszintézislikh6z elektrondonorként leginkabb kénvegylleteket hasznalnak. A tioszulfat
asszimilacidja és a kén oxidacidja soradn felszabadulé elektronokat megvildgitds hatdsara a
fotoszintetikus reakciécentrumba adjak, ahol azok energiat nyerve az RC Qy, helyén keresztiil a
kinon raktdrba kerilnek. Ezzel szemben a szulfit oxidacidja kdzvetlenil a kinon raktarba juttatja
az elektronokat. Innen protonmotoros eré felhasznaldsaval NAD" redukciéra forditédhatnak
vagy citokrdm bcl komplex segitségével periplazmatikus citokrémokat redukalnak, mikézben
protongradiens képzés torténik. Thiocapsa roseopersicina BBS-ben négy aktiv [NiFe]-hidrogenaz
van, ezek kozil kett6 membran asszocidlt: a Hyn és a kizardlag hidrogén felvételi irdnyban
mikdéds Hup. A masik ketté citoplazmatikus NAD* redukdlé enzim: a Hox1 és a Hox2. Ezen kiviil

modellorganizmusunk képes a hidrogéntermelésre nitrogendz enzime segitségével is.

Munkdm soran az volt a célom, hogy megvizsgdliam a fotoszintetikus
elektrontranszportldnc elemei és a Hyn és Hoxl hidrogendzok kozti kapcsolatot, részletes

modellt allitsak fol a kapott eredmények alapjan.
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A Hyn hidrogendz egy figyelemreméltdé stabilitassal rendelkez6 kétirdnyu hidrogenaz,
aminek van két elektrontranszfer alegysége, a transzmembrdn Ispl és membran asszocidlt
citoplazmatikus orientaciéju Isp2. A Hyn hidrogendz hidrogéntermelése kizardlag elemi kén és
tioszulfat jelenlétében valdsul meg. HynL-specifikus Western analizis segitségével kimutattam,
hogy a GB2131 és THOES5M torzsek kozti hidrogéntermelésbeli kilonbségért a sejtekben
taldlhaté eltér6 mennyiségli hidrogendz felel, mig a tdpoldat tioszulfat tartalmanak
fliiggvényében a torzsek hidrogenaztartalma nem vdltozott. Ez alapjdn a két kénvegyiilet a
megnovelt elektronfluxuson keresztil képes a hidrogéntermelés novelésére. A tioszulfat
asszimilacié és a kénoxidacid a fotoszintetikus reakciécentrum akceptor oldaldra juttatjak az
elektronjaikat, igy megvilagitds alatt képesek redukaléd er6t biztositani a Hyn
hidrogéntermeléséhez. Ezzel szemben a szulfit oxidacié, mely a kinon raktarral all kapcsolatban,
nem képes elektronokat biztositani a Hyn szdmara. A két hidrogéntermelést serkentd uUtvonal
kozul agy tlnik, hogy - a Hyn esetén - a tioszulfat asszimilacié a jobb elektrondonor. A Hyn
hidrogendz hidrogéntermelése fényfligg6, a Hyn elektrondonora a fotoszintetikus
elektrontranszport lanccal all kétirdnyu kapcsolatban. Ezt a Hyn és hidrogénfliggé kénhidrogén
termelés terbutrinnal torténé gatlasaval erGsitettem meg. A fotoszintetikus elektrontranszport
[ancnak van egy masik szerepe is a Hyn hidrogéntermelésében. Ez a protongradiens el6allitasa,
aminek CCCP-vel vald elimindlasa esetén csokken, de nem sz(inik meg a Hyn hidrogéntermelése.
Leolvasasi keret elrontdsa nélkili mutagenezissel elkészitettem a Hyn Isp2 alegységét nem
tartalmazdé torzset. Ennek hidnydban megszlint a hidrogéntermelés és a hidrogénfiiggé
kénhidrogén termelés egyarant, tehat az Isp2 része a Hyn elektrontranszport lancanak.
Kilonb6z6 elektronakceptor jeldltek vizsgalata soran azt az eredményt kaptuk, hogy nemcsak az
elemi kén képes a Hyn fliggé hidrogénfelvétel gyorsitdsara, hanem a nitrat is. Kijelenthetjik,
hogy a Hyn nem specifikusan a kénanyagcseréhez, hanem a membran elektrontranszport
lanchoz kotott, és olyan elektronakceptorok redukcidjara képes, amik kozvetve vagy kozvetleniil
a kinon raktarbdl nyernek elektronokat, igy a Hyn mikodése a kinon raktar redox allapotanak

fliggvénye.

A Hoxl hidrogendz egy heteropentamer szerkezetli hidrogendz, melynek

hidrogéntermelése fotoszintetikus koriilmények kozott elemi kén oxidacidhoz illetve a
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kinonokat redukald szulfitoxidaciéhoz kapcsoltan megy végbe. Ez teljesen 6sszhangban van a
rendelkezésiinkre 3all6 irodalmi adatokkal, miszerint a Hox1 hidrogéntermelése kapcsolhaté a
NADH-hoz, a NAD" redukcidja pedig a kinon raktarhoz kotott és protonmotoros erét hasznal fel,
amit a fotoszintetikus ciklikus elektrontranszport allit el6 (Madigan és Martinko, 2009). A kinon
raktarhoz valé kapcsoltsdgat alatdmasztja az is, hogy a Hoxl hidrogéntermelése és a
kénhidrogén termelés kompetitiv folyamatok, ami alapjan a membran redox rendszer

tulredukcidja elleni védelem lehet a Hox1 feladata.
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Summary

The main challenge of mankind nowadays is to replace fossil fuels with renewable ones.
Biohydrogen can satisfy the criteria of this challenge. It could be produced via dark fermentation
with hydrogenase enzymes or via photofermentation from volatile fatty acids with active
nitrogenase containing purple non-sulfur bacteria. The advantage of the nitrogenase based
biohydrogen production is the lack of product inhibition during increasing hydrogen
concentration. The ideal approach for biohydrogen production would be the use of
photoautotrophic conditions during fermentation. Certain algae could do this, but with some
drawbacks, such as acetate is necessary in the media, and this method requires two steps
(cultivation, and hydrogen production). In contrast to this, our model organism, the
phototrophic sulfur bacterium Thiocapsa roseopersicina BBS is able to produce hydrogen from

inorganic materials with its hydrogenases and nitrogenase.

Phototrophic sulfur bacteria use sulfur compounds as electron donors for their
anaerobic photosynthesis. Assimilation of thiosulfate and oxidation of sulfur donate electrons to
the photosynthetic reaction center, where the electrons get energy from sunlight and reach the
guinone pool via the Qy site of the reaction center, while sulfite oxidation donates electrons
directly to the quinone pool. The quinone pool could reduce NAD" with the utilization of the
proton motive force or could reduce periplasmic cytochromes via cytochrome bcl during proton
gradient formation. The final step of the cyclic electron transport chain is the reduction of RC via

cytochromes.

Thiocapsa roseopersicina BBS has four active [NiFe]-hydrogenases. Two of them are
associated to the membrane: the bidirectional Hyn and the uptake only Hup. The other two
hydrogenases are the heteropentameric Hox1 and the heterotetrameric Hox2; these enzymes

belong to the group of cytoplasmic NAD" reducing hydrogenases.

The main goal of my project was to find the connection between sulfur metabolis, the
photosynthetic electron transport chain and the Hyn and Hox1 hydrogenases. | tested the effect

of various electron donors and acceptors, in the hydrogen evolution and uptake of strains
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containing one hydrogenase. Based on results a model was built, which describes the

mechanism of the connection. Finally | verified the model with molecular approaches.

A Hyn hydrogenase is a bidirectional enzyme with unique stability; it has two electron
transport subunits: ispl, which is a transmembrane protein with a b-type heme binding site.
Isp2 seems to be a membrane associated protein with a cytoplasmic orientation. The hydrogen
production of Hyn is only working in the presence of thiosulfate and elemental sulfur. Using
HynL specific Western analysis, | clarified the difference between the hydrogen evolution of
GB2131 and THOESM strains. This difference was caused by the different amount of
hydrogenase in the cells, whereas the thiosulfate dependent increase in the hydrogen evolution

resulted from the increased electron flux.

Thiosulfate assimilation and sulfur oxidation donates electrons to the photosynthetic
reaction center, therefore they could intensify the hydrogen evolution in parallel. In contrast to
this, sulfite oxidation, which donates electrons to the quinone pool, is not able to enhance the
hydrogen evolution of Hyn as a sole electron donor. If we compare the two pathways which
stimulate the hydrogen production, it looks like that thiosulfate assimilation is the better one.
Based on the illumination dependence of the hydrogen evolution, the electron donor of Hyn is
reduced by the photosynthetic reaction center. The importance of the RC in the electron
transport pathway of Hyn was confirmed by the inhibition of the hydrogen driven hydrogen
sulfide formation using a Qy site competitive inhibitor: terbutryn. If we eliminate the proton
gradient with the addition of CCCP, the hydrogen production drops to 20%. Therefore, the
photosynthetic electron transport chain has another role in the hydrogen production, because it

is responsible for the proton gradient formation.

We constructed a strain lacking isp2. In the absence of Isp2 we could not detect any
hydrogen evolution and hydrogen linked hydrogen sulfide formation, so Isp2 has an
indispensable role in the electron transport chain of Hyn. During the examination of the effect
of different kinds of electron acceptors, it was found that not only the sulfur increased the
hydrogen uptake, nitrate also had the same effect. According to these results Hyn is also

connected to the membrane electron transport, not only to the sulfur oxidation/reduction. Hyn
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could donate electrons to the reduction of electron acceptors, which could get electrons from
the quinone pool; therefore the reduction state of the quinone pool affected the behavior of

Hyn.

Hydrogen evolution of Hox1 is driven by thiosulfate assimilation, elemental sulfur
oxidation, and sulfite oxidation under phototrophic conditions. All of these pathways deliver
electrons directly or indirectly to the quinone pool. In case of the Hox1l containing strain,
additional thiosulfate could not increase the hydrogen evolution, compared to the hydrogen
evolution in the presence of elemental sulfur as a sole electron donor. These findings are in fully
agreement with previous data, because hydrogen evolution by Hox1 is connected to NADH,
which is generated via the quinone pool, with the consumption of the proton gradient, which, in
turn, is generated by the cyclic electron flow. The connection of Hox1 to the quinone pool is
supported by the fact that the hydrogen evolution by Hox1 is competitive against the sulfur
reduction. Based on these observations the physiological role of Hox1 could be decreasing the
over reduction of the membrane redox system, and to prevent the cell from excessive hydrogen

sulfide production.
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