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2. BEVEZETES

Napjainkban az emberiség egyik legnagyobb problémaja, hogy a fosszilis
energiahordozdék (szén, foldgdz, kéolaj) keletkezése sokkal lassabb, mint felhaszndlasuk
sebessége. A probléma egyaltaldn nem Uj keletl, tobb mint 60 éve hangoztatjak, hogy a
szénalapu energiaforrasaink végesek és rendkivil kornyezetrombold hatdsuak is. Ma mar
tényként kezelhetjiik, hogy az antropogén hatdsok igenis felel6sek a klimavaltozasért, ugyanis a
fosszilis energiahordozék kitermelése és felhaszndldsa soran nagy mennyiségl Uveghazhatdst
fokozd gdz (pl. szén-dioxid, nitrogén-oxidok, metdn, klorozott szénhidrogének) keriil a légtérbe
(Pimentel 1991). Az igen sokrétl kdrokozasnak ma még beldthatatlan kovetkezményei lesznek,
nincsenek maddszerek, amelyekkel megjésolhatdk, hogy meddig birja még a bolygd
Okoszisztémaja az ilyen nagyfoku kizsakmanyoldst. Ha lehet6ség van ra, minden tudomanyos
eszkdzt meg kell ragadni, hogy minél el6bb kdrnyezetkimél6 megoldasokat talaljunk.

A legegyszerlibb kémiai elem, a hidrogén (H:) lehet a jové energiahordozéja, mely
hosszu tavon képes fedezni az egyre ndvekvé energiaigényeket. Tulajdonsagai sok szempontbdl
kedvezGek: nem toxikus, nem korroziv, nem rakkelt6, nem radioaktiv, nem liveghazhatasu, a
kornyezetbe valdé véletlenszer(i kijutdasa soran sem okoz semmilyen visszamaradd
kornyezetszennyezést és megujuld forrdsbdl szarmazik. Egyszéval eleget tesz olyan alapvet6
kovetelményeknek, amelyek a fosszilis energiahordozék felvaltasahoz sziikségesek.

Molekularis hidrogént el6 lehet allitani kiilnb6z6 bioldgiai folyamatok segitségével, ugy
mint a viz biofotolizise algakkal és cianobaktériumokkal, szerves vegylletek s6tétfermentacioja
anaerob baktériumokkal, fotofermentacié fotoszintetikus baktériumokkal és végil olyan
kétlépcsSs rendszerrel is, amely a sotét- és fotofermentdcié kombinacidja. EI6 sejtekben a
hidrogenaz és a nitrogenaz enzimek katalizaljak a protonok redukcidjat. Annak érdekében, hogy
kornyezetbarat és gazdasagos mddon tudjunk minél nagyobb mennyiségl tiszta hidrogént

eléallitani, meg kell ismernlink ezeknek az enzimeknek az érését és metabolikus kapcsolatait.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. BIOLOGIAI HIDROGENTERMELES

A bioldgiai hidrogéntermel8 folyamatok, szemben a termo- és elektrokémiai hidrogén
el6allitasi eljarasokkal, kevésbé energiaigényesek és sokkal inkabb kérnyezetbaratak. Tovabba uj
utat nyitnak a kimerithetetlen, megujulé energiaforrdsok hasznositasdban. A bioldgiai
hidrogéntermelésben alkalmazott mikroorganizmusok legnagyobb része, melyek rendelkeznek a
hidrogén-metabolizmus enzimeivel, az Eubaktériumok és az Archeabaktériumok doménjébe
tartoznak. Ezekkel az él6lényekkel 4 féle mddon lehet hidrogént termelni:

1. Viz biofotolizise algakkal és cianobaktériumokkal.

2. Szerves anyagok sotét fermentacidja anaerob baktériumokkal.

3. Szerves vegylletek fotofermentacidja fotoszintetizalé baktériumokkal.
4. Hibrid rendszerrel: a s6tét és fotofermentdacié kombinalasaval.

A mikrobak két okbdl termelnek hidrogént. Az els6é és legfontosabb, hogy igy
megszabadulnak a felesleges redukalé er6t6l, ezt a folyamatot katalizdljdk a hidrogenaz
enzimek. A masik esetben a hidrogén melléktermékként keletkezik a nitrogenaz enzimrendszer
mikodése soran, mely enzim elsGdleges feladata a légkorben talalhatd molekularis nitrogén

megkotése és ammaoniava vald atalakitasa (Kim 2011).

3.1.1. BIOFOTOLIZIS

Kozvetlen biofotolizis soran a zoldalgak és a cianobaktériumok fotoszintézissel bontjak a
vizet molekuldris oxigénre, protonokra és elektronokra. A vizbontdsbdl szarmazé
oxigéntermelésért a kettes fotokémiai rendszer a felel§s. A felszabadult elektronok a
fotoszintetikus elektrontranszport lancon keresztil az egyes fotokémiai rendszerhez kertilve
redukaljak a ferredoxint. A nitrogendz vagy hidrogendz m(ikodése soran a redukalt ferredoxin
visszaoxidalodik és hidrogén keletkezik (Das 2008). Azt azonban meg kell jegyezni, hogy a

kdzvetlen biofotolizis hidrogéntermel6 hatékonysagat nagymértékben csokkenti az oxigén



jelenléte, ugyanis mind a hidrogendaz, mind a nitrogenaz oxigénre érzékeny enzimek (McKinlay,
2010).

A kozvetett biofotolizis zold algdkban és cianobaktériumokban megkerili ezt a
problémat, mivel elklloniti a hidrogéntermelést térben vagy id6ben az oxigéntermeld
fotoszintézist6l (Sasikala 1993, Sawers 1999). Nagyon sok formaja létezik a kozvetett
biofotolizisnek, de a legelterjedtebb stratégia, hogy elsé |épésben a fototrdf korilmények kozott
felnovesztett zoldalga CO; fixalds kdzben nagy mennyiségl, szénhidratban (keményité, glikogén)
gazdag, biomasszat képez. Majd a masodik Iépésben ebbdl a szénhidratraktarbdl felszabaduld
energia hidrogénképzésre forditddik (Oncel 2009).

Az id6beli elkiilonitésen kiviil a cianobaktériumok képesek térben is elvalasztani az
oxigénképzddéssel jaré CO; asszimilacidt a hidrogéntermeléstdl egy erre specializdlddott sejttel,
a heterocisztaval (Tamagnini 2002, 2007). A heterociszta anaerob korilményeket biztosit a

nitrogendz hatékony mikddéséhez, mikozben a vegetativ sejtek fotoszintetizalnak.

3.1.2. SOTET FERMENTACIO

Fakultativ vagy obligdlt anaerob baktériumok (pl. Enterobacter sp., Bacillus sp.,
Clostridium sp.) is képesek hidrogént termelni szerves anyagok (szerves hulladékok) sotét
fermentacidjaval. Az eljaras el6nye, hogy mez6gazdasagi szerves hulladékokat és szennyvizet is
lehet fermentadlni, ezaltal megoldast nyujt a hulladékkezelésre és a hidrogéntermelésre egyarant
(Kim 2011, Oh 2011). Ezek a fermentativ baktériumok a szerves anyagok igen széles korét
képesek felhasznalni egyedili szén-, energia- és elektronforrasként, azonban nem képesek
azokat maradéktalanul lebontani. A szigorian anaerob Clostridium acetobutylicum a glikdzt
példaul acetonnad, butanolld és etanolla redukalja (Jang 2013). A fakultativ anaerob Escherichia
coli a glikolizise soran keletkezett pirosz6l6savat acetonnd, etanolla és tejsavva, a

foszfoenolpirosz6lGsavat pedig borostyankdsavva alakitja at (Wolfe 2005, Zhu 2004).

3.1.3. FOTOFERMENTACIO

A masik, napfény-fligg6é hidrogéntermel6 rendszer a fotofermentacié (Levin 2004), mely

soran a baktériumok szerves (acetdt, butirat, tejsav, stb.) vagy szervetlen (S,03%, H.S, Fe?*, stb.)



anyagokbdl fedezik az elektronsziikségleteiket. Ide tartoznak a bibor nem-kén baktériumok, a
bibor kén- és a zold kénbaktériumok is (Rupprecht 2006). K6z0s jellemzéjik, hogy csak az |.
fotokémiai rendszerrel rendelkeznek, tehat nem képz6dik oxigén, ami gatolna a hidrogén-
anyagcsere enzimeinek miikodését.

A szubsztrat oxidacidja sordn keletkezé6 elektron, az elektrontranszport lancon keresztiil a
nitrogendzra vagy a hidrogenazra keril, ami redukdlja a H*—t, hidrogén keletkezik és visszaall a
redox egyensuly a sejtben (Rupprecht 2006, Vignais 2006). A nitrogendz aktivitashoz sziikséges
ATP-t vagy az egyes fotokémiai rendszer altal begydjtott fényelnyelés, vagy az elektron
transzport sordn kialakuld proton gradiens biztositja. Meg kell azonban jegyezni, hogy a fototréf
baktériumok olyan hidrogenazokkal is rendelkeznek, melyeknek elsédleges feladata a nitrogenaz
altal termelt hidrogén visszaoxidaldsa, az igy keletkezett H* és elektron a kinon raktarokon
keresztil proton motoros erét hoz létre, ami ATP szintézist eredményez. Tehadt a
fotofermentdacié soran keletkezett hidrogén nettdé mennyisége a nitrogenaz altal termelt

hidrogén és a hidrogenaz daltal visszavett hidrogén mennyiségének kiilonbsége.

3.1.4. KOMBINALT SOTET- ES FOTOFERMENTACIO

Onmagdban a sotét fermentéacié szubsztrat-atalakitdsa nem tal hatékony, hiszen kis
molekulasulyd szerves savak maradnak vissza fermentacids végtermékként. Ezek a szerves
anyagok azonban tapanyagként szolgalhatnak fotoheterotrof baktériumok szamara.
Osszekapcsolva e két rendszert, egy sokkal hatékonyabb kétlépcsés eljarassal lehet a szerves

hulladékokat hidrogénné atalakitani (Foglia 2010, Ljunggren 2010, Modarresi 2010).

3.2. A HIDROGEN-METABOLIZMUS ENZIMEI

Az élet kémiai reakciok sorozatatdl fligg, azonban ezek kozil nagyon sok tul lassan megy
végbe. Ezért a természet olyan katalizatorokat, enzimeket alkotott, melyek meggyorsitjak ezen
biokémiai reakciok sebességét. A protonok redukcidjanak és a hidrogén oxidacidjanak folyamatat
katalizald kulcsenzim a hidrogendz.A reverzibilis reakcié irdnya a hidrogenazzal kolcsonhaté
partner redoxpotencialjatél figg (Vignais 2004). A hidrogenazokon kivil a nitrogenaz is képes

hidrogént képezni, bar ennek az enzimnek a feladata els6sorban a légkori nitrogén ammoniava
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valé redukcidja, és ebben a folyamatban jelenik meg a hidrogén, mint melléktermék (McKinlay
2010, Ghirardi 2007). Az energiaveszteség csokkentése érdekében a nitrogenazok mellett
hidrogén felvételre képes (hydrogen uptake) hidrogendzok is mikddnek, melyek elsGdleges

feladata, hogy Ujrahasznositsa a nitrogenaz altal termelt hidrogént.

3.2.1. HIDROGENAZOK

Az els6 hidrogenazokat a Bacteria és az Archea doménbe tartozd prokaridtakbdl izolaltak
(Adams 1980, Graf 1981). Kés6bbi kutatasok kideritették, hogy alacsonyabb rendl egysejt(
eukariétdkban is megtaldlhaté a hidrogendz, példdul a protozodk hidrogenoszémadjaban
(Benchimol 2009, Page-Sharp 1996) vagy az egysejtl zoldalgdk, mint pl. Clamydomonas reinhartii
kloroplasztiszaban (Bui 1996, Happe 2002).

A mai napig felfedezett hidrogenazok, egy csoport kivételével, kozvetlenil vagy
kdzvetetten, de részt vesznek vagy a hidrogén oxidacidjanak vagy a proton redukcidjanak
katalizalasaban, az aldbbi egyenletek szerint (Vignais 2007):

2H*+2e = H» Hy = 2H* + 2e’
Bizonyos hidrogendzok, mindkét folyamatot képesek katalizalni az aktualis fizoldgias

redox allapottdl fliggben: hidrogén és elektron akceptor jelenlétében hidrogén felvevs
enzimként mdkodik; alacsony redox potencialu elektron donor jelenlétében a viz molekulabdl
szarmazo protont elektron akceptorként haszndlva hidrogént termel. A hidrogenazok egy
csaladja azonban hidrogénszenzorként mi(ikodik és a hidrogenazok expresszidjanak
szabalyozasaban van szerepe. llyen hidrogén szenzor enzimeket talalunk példaul a
Bradyrhizobium japonicum-ban (Black 1994), a Rhodobacter capsulatus-ban (Elsen 1996), a
Ralstonia eutropha-ban (Lenz 1997), a Rhodopseudomonas palustris-ban (Rey 2006) és a

Thiocapsa roseopersicina-ban (Kovacs et al., 2005a).

3.2.1.1. HIDROGENAZOK CSOPORTOSITASA

Annak ellenére, hogy a hidrogendazok méretik, 0sszetételiik, sejten belili
elhelyezkedésuk és elektron donoraik/akceptoraik tekintetében igen valtozatosak, harom

filogenetikailag kiilonb6z6 csoportba lehet ket osztani: a Ni és Fe atomot tartalmazd [NiFe], a
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két Fe atomot tartalmazo [FeFe], illetve a specialis Fe tartalmu kofaktorral rendelkez6 Hmd vagy
[Fe] hidrogendzok (Vignais 2001, Vignais 2007). Mindegyik csoportra jellemzé, hogy rendelkezik
egy, a csoporton beliil konzervalt alegységgel, mely az enzim m(ikodéséhez nélkilozhetetlen és

tartalmazza az aktiv centrumot. A csoportositas alapja az aktiv centrumukban |évéfém ionok.

Hmd vagy [Fe] hidrogenazok

Szamos metanogénben (pl. a Methanothermobacter marburgensis-ben (Zirngibl 1992)
megtaldlhaté ez a homodimer hidrogenaz, mely részt vesz a metanogenezisben, ahol az N°,N1°-
metenil-tetrahidrometanopterin hidrogénnel vald reverzibilis reakcidjat katalizalja, mikdzben
N°,N10-metilén-tetrahidrometanopterin és H* keletkezik (Hartmann 1996). Szemben a
hidrogendzok masik két csoportjaval, a [Fe] hidrogendzok nem tartalmaznak [Fe-S] kockdakat és
aktiv centrumukban egyetlen, nem redox aktiv Fe atom helyezkedik el egy specialis piridon

kofaktorhoz kétotten (Shima 2007).

[FeFe] hidrogenazok

A hidrogendzoknak ez a csoportja anaerob, elsGsorban hidrogéntermels, fermentativ,
vagy szulfatredukdlé baktériumokban és a hidrogendzok kozil egyediliként eukariétakban
fordulnak el6 (Vignais 2007). A [FeFe] hidrogenazok kozott taldlunk monomereket,
homodimereket, de akar trimer vagy tetramer szerkezetlieket is (Vignais 2001). A csoport
legtobb tagjara jellemzd, hogy oxigénre igen érzékeny, azonban vannak kivételek, mint példaul a
Desulfovibrio vulgaris Hildenborough periplazmatikus enzime (Adams 1990).

Az Osszes [FeFe] hidrogenazban megtalalhaté négy konzervalt cisztein, mely a [FeFe]
hidrogenazokra jellemz6 H-klasztert rogziti. Ez a konzervalt domén tartalmazza az aktiv
centrumot, melyben két vasion és a hozzajuk kapcsolédd nem-fehérje természet(i CN- és CO
ligandok talalhatok (Peters 1998, Nicolet 1999, Peters 1999, Cammack 2001). Az aktiv
centrumhoz kozvetlenil kapcsolédik egy [4Fe-4S] kocka is. Ez, valamint tovabbi harom [4Fe-4S]

egység jatszik szerepet az elektronok szallitasaban a fehérje felszini régidi felé.

[NiFe] hidrogenazok
A [NiFe] hidrogendzok képezik a hidrogenazok legnépesebb és leginkabb kutatott

csoportjat. Ezek az enzimek kevésbé érzékenyek az oxigénre, mint a [FeFe] hidrogendzok. Az
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enzim katalitikusan fontos magja egy nagyobb és egy kisebb alegységbdl allé heterodimer (1.
abra). A kb. 60 kDa méretli nagy (a) alegységben taldlhatéd a nikkel és vas tartalmu aktiv
centrum, melyet négy, minden [NiFe] hidrogenazban megtaldlhatd cisztein rogzit (Przybyla
1992, Volbeda 1995). Ezek az aminosavak az N- és a C-terminalis kdzelében megtaldlhatd, két, a
[NiFe] hidrogendzokra altalanosan jellemzé CXXC motivumban helyezkednek el (Vignais 2007).
A Desulfovibrio gigas periplazmatikus [NiFe] hidrogendzanak szerkezeti elemzése soran kideriilt,
hogy a 68-as és az 533-as pozicidban |évé ciszteinek mindkét fémionhoz kapcsolédnak, mig a
Cys65 és a Cys530 kizarolag a nikkelhez kotédik (Volbeda 1995). A vashoz specialis ligandumok,
egy CO- és két CN™- csoport kapcsolédik (Volbeda 1996, Fontecilla-Camps 1997, Happe 1997,
Pierik 1999, Volbeda 2002).

(A)
Kis alegység

Nagy alegység

1. dbra: A Desulfovibrio gigas [NiFe] hidrogenazanak (A) és aktiv centrumanak (B)
térszerkezete (Armstrong 2009).

A kb. 30 kDa nagysagu kis (B) alegységben két [4Fe-4S] és egy [3Fe-4S] kocka talalhato,
melyek az enzim aktiv centruma és a megfeleld elektrondonor/akceptor kozotti
elektrontranszferért felel6sek (1. abra) (Vignais 2007). A hidrogenaz m(ikodéséhez az aktiv
centrumhoz legkozelebbi (proximalis) [4FedS] kocka jelenléte nélkiilozhetetlen (Fontecilla-

Camps 1997).
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A nagy alegységek szekvencidinak analizisekor két konzervalt régiét lehet felfedezni
annak a két par ciszteinnek a kozelében, melyek az aktiv centrum koordindldsaban vesznek
részt. Az aminosavsorrend Osszehasonlitasa szolgdl alapul a [NiFe] hidrogenazok tovabbi
csoportositasahoz (Vignais 2007), mely jol korreldl az enzimek hidrogén-metabolizmusban
betoltott szerepével és a sejten belili elhelyezkedésével.

H,-felvevé [NiFe] hidrogenazok (1. csoport)

Ezekre az enzimekre jellemzd, hogy kis alegységiikon tobb jellegzetes régid figyelhet6
meg. Az egyik az N-terminalishoz kozeli, TAT (twin-arginin translocation) transzport Utvonalhoz
tartozo szignalszekvencia, a masik a C-terminalis kozelében 1évs, kb. 50 aminosav hosszusagu
konzervalt szakasz. Ez a hidroféb régié felel6s a hidrogenaz rogzitéséért a membrdanban,
valamint egy transzmembran b tipusu citokrom fehérje segitségével elektronokat juttat a
légzési lanchoz kapcsolddd kinonraktarba. Mint azt a neviik is jelzik, ezek a hidrogenazok a
hidrogént energiaforrasként hasznaljdk fel, annak oxidaciéjat 6sszekapcsoljdk vagy anaerob
elektronakceptorok (NOs’, SO4%, fumarsav, CO,) vagy az O, redukcidjaval (aerob légzés). A
folyamat soran a sejtek az energiat transzmembrdn elektrokémiai potencial-kilonbséggé
alakitjak, majd ATP formdjaban taroljak (Vignais 2007).

Az 1. csoportba tartozé periplazmatikus Desulfovibrio hidrogenaz (Rossi 1993), valamint
a Thiocapsa roseopersicina Hyn hidrogendza (Rakhely 1998) képes kolcsonhatdsba Iépni az
alacsony potencidlu c tipusu citokrdmokkal és egy hmc operon altal kédolt transzmembran
redoxfehérje kompexszel is.

A nitrogénfixald baktériumok (példdul Rhizobium leguminosarum, Azotobacter sp.) is
rendelkeznek hidrogénfelvevé [NiFe] hidrogendzzal, mely révén képesek a nitrogendz enzim
altal termelt molekularis hidrogén visszavételére, aminek oxidalasaval a sejt pdtolni tudja a
nitrogénfixalas soran keletkez6 energiaveszteséget.

Citoplazmatikus H> szenzor és a cianobakteridlis H, felvevs [NiFe] hidrogendzok (2. csoport)

A csoport tagjaira jellemzd, hogy a kis alegységilik N-terminalisarél hianyzik a TAT szignal
szekvencia, mivel ezek az enzimek nem jutnak ki a membranba, hanem a citoplazmaban

maradnak.
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H, szenzor [NiFe] hidrogenazokat, illetve génjeiket azonositottak B. japonicum-ban
(Black 1994), R. eutropha-ban (Lenz 2002), T. roseopersicina-ban (HupUV) (Kovacs 2005) és R.
capsulatus—ban (Rey 2006). Feladatuk a hidrogén jelenlétének érzékelése, és bizonyos
hidrogénfelvevé hidrogenazok bioszintézisének szabalyozasa.

A cianobakterialis membrankotott [NiFe] hidrogenazok hasonld szerepet toltenek be,
mint az 1. csoport tagjai, mégis kozelebbi kapcsolatban allnak a Hz-szenzor [NiFe]
hidrogendzokkal. A hidrogén-metabolizmusban betoltott szereplk Osszefliggésben van a
nitrogenaz enzimrendszer mikodésével, nitrogénfixald kortilmények kozott aktivalddnak, de
hozzajuk kapcsolddé citokrémokat még nem sikeriilt azonositani (Happe 2000).

Kétirdnyu, heteromultimer, citoplazmatikus [NiFe] hidrogenazok (3. csoport)

Az ebbe a csoportba tartozd dimer hidrogendzok olyan alegységekkel asszocidlédnak,
melyek képesek szolubilis kofaktorokat (pl.: Fa2o, NAD* vagy NADP*) megkotni. A kétiranyu jelzé
a nevikben onnan ered, hogy reverzibilisen mikodnek, a kofaktorokat nemcsak redukalni,
hanem a vizbél szarmazé protonokat elektronakceptorként haszndlva visszaoxidalni is képesek.
Azonban hatékony miikodésiikhoz alacsony hidrogén parcidlis nyomdsra és nagy mennyiség(
redukalo erére, redukalt kofaktorra van sziikség.

A 3. csoport képvisel6i megtalalhatdk a hipertermofil Archaebaktériumok kézé tartozd
fajokban (Pyrococcus furiosus (Ma 2000), Thermococcus litoralis (Rdkhely 1999)), de az
Eubaktériumok, mint példaul R. eutropha (Schneider 1976), T. roseopersicina (Rakhely 2004,
Maréti 2010), cianobaktériumok (példaul Synechocystis fajok (Appel 1996)) is rendelkeznek
ilyen fehérjékkel.

Tobb alegységes, H2-termeld, energiakonzervald, membrankotott hidrogenazok (4. csoport)

A hat vagy tobb alegységbdl allé enzimek a vizb6l szarmazd protonokat redukaljak, azért
hogy megszabaduljanak a Cl-es komponensek (pl.: CO, hangyasav) anaerob oxidacidja soran
keletkezett felesleges redukald ekvivalenstél (Bohm 1990, Sauter 1992, Fox 1996a, Fox 1996b).
A 4. csoportba tartozé [NiFe] hidrogendzoknak tipikus képvisel6je az E. coli 3-as hidrogenaza,

mely a format-hidrogén lidz komplex részét képezi (B6hm 1990).
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3.2.1.2. [NiFe] HIDROGENAZOK BIOSZINTEZISE

Ahhoz, hogy a [NiFe] hidrogendzok katalizalni tudjak az egyik legegyszerlibb foyamatot
(H2¢>2H*+2e7), egy igen Osszetett szerkezetli enzimnek kell |étrejonnie. Ahogy az el6z6
fejezetben olvashatd, amellett, hogy szdmos kilonb6z6 metabolikus Utvonallal allnak
kapcsolatban, sejten beliili elhelyezkedésiik és feladatuk is valtozatos. Bonyolult felépitésikbdl
kovetkezik, hogy a hidrogenazok polipeptidlancdnak szintézise még nem eredményez aktiv
fehérjét. Az enzimek egy tobblépcs6és poszttranszlacids érési folyamaton mennek keresztiil,
mely soran kialakul az érett hidrogendz. A bioszintézishez szdmos un. segédfehérje, vagy
kisegité fehérje 6sszehangolt munkajara van sziikség (Casalot 2001). Ezen fehérjék egy része
hidrogenaz pleiotrép hatdsu (Hyp fehérjék), azaz a sejt 6sszes hidrogendzanak bioszintézisében
részt vesz. Masik részik specifikusan csak egyféle [NiFe] hidrogendz éréséért felel8s, igy
ugyanannak a kisegité fehérjének szdmos valtozata lehet egy sejtben (Maier 1996, Casalot
2001), amennyiben egynél tobb [NiFe] hidrogenazzal rendelkezik (pl.: a HybF a Hydl
hidrogenazra, a HybG a Hyd2 hidrogenazra specifikus E. coli-ban) (Pierik 1999, Béck 2006, Forzi
2007, Leach 2007). Jelenlegi ismereteink alapjan elmondhatd, hogy kb. 10-15 kisegité fehérje
szlikséges egy aktiv [NiFe] hidrogendz 6sszeszerel6déséhez (Cammack 2001).

Szdmos enzim esetén az érés soran szerepet jatszd Osszes segédfehérjét sikerilt mar
beazonositani, koszonhet6en annak, hogy a kisegit6 gének altaldban a struktirgének kozvetlen
kornyezetében helyezkednek el. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy legalabb a HypA, HypB, HypC,
HypD, HypE, HypF és egy specifikus endopeptidaz sziikséges az érett nagyalegység
kialakitasahoz (2. abra) (Soboh 2012, Biirstel 2012, Stripp 2013).

A [NiFe] hidrogenazok nagy alegységének érési modellje sordn (2. dbra) az elsé lépés,
hogy a HypC-HypD fehérje komplex kozvetlenlil az éretlen nagy alegységhez szillitja a
Fe(CN),CO kofaktort (Blokesch 2004, Watanabe 2007, Soboh2013). Mivel a HypC egy chaperon
fehérje, nyitott konformacidban tartja az éretlen nagy alegységet az aktiv centrum

OsszeszerelGdéséig (Magalon 2000, Blokesch 2002).
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2. abra A membrankotott [NiFe] hidrogenaz érésének modellje, R. eutropha térzsben
(Fritsch 2013)

A R. eutropha membrankotott hidrogenazanak (MBH) érése ennél a |épésnél eltér a
modelltél, ugyanis egy HoxV kisegit6 fehérje veszi at a HypC-HypD komplextél a Fe(CN),CO
csoportot és adja at az éretlen nagy alegységnek (Ludwig 2009). A CN™- és CO- ligandumok a
HypE-HypF komplex segitségével kerlilnek a HypC-HypD komplex altal kotoétt vashoz. A CN™-
ligandumok a karbamoil-foszfatrél szarmaznak, melyet a HypE-HypF komplex tobb, ATP-t
igényld 1épésben alakit ki (Reissmann 2003, Petkun 2011, Blokesch 2004). A Fe(CN).CO csoport
beépiilése utan egy nikkelkdtd cink metalloenzim, a HypA beilleszti a nikkelt az aktiv centrumba.
Ehhez a lépéshez egy masik fehérje is szlikséges, a GTPaz aktivitassal rendelkez6 HypB. Errél a
segédfehérjérél bizonyitottdk, hogy B. japonicum-ban nemcsak a Ni beépitéséért, de a Ni
raktarozasaért is felel6s (Fu 1995). A [NiFe] hidrogenaz nagy alegység érésének utolso Iépése a
fehérje C-terminalis rovid szakaszanak levagasa egy specifikus endopeptidaz segitségével

(Theodoratou 2005). Ez csak és kizardlag abban az esetben torténik meg, ha az aktiv centrum
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megfelel6en szerel6dott 6ssze és a HypC fehérje levalt a nagy alegységrél (Magalon 2000). A
[NiFe] hidrogenaz kis és nagy alegységének érése egymastdl fliggetlenil zajlik, az enzim

bioszintézisének utolso |épése az alegységek 6sszekapcsolddasa.

3.2.2. NITROGENAZOK

A nitrogendz enzimeknek kulcsfontossagu szerepe van a nitrogén korforgasban, ugyanis
a légkorben lévé nitrogén kémiailag semleges formaban (N2) van jelen, a ndvények és az allatok
ebben a formaban nem tudjak azt metabolizalni (Jia 2014). Azonban egyes mikroorganizmusok,
nitrogendzaik révén képesek a dinitrogént redukdlni, ezaltal ammodnia keletkezik (Burgess 1996,
Howard 1996), ami viszont mar hozzaférhetd nitrogénforrast jelent a nitrogendzzal nem
rendelkezé él6lények szamdra is. Ezt a folyamatot nevezik nitrogénfixdlasnak, mely sordn
jelent6s mennyiség(i hidrogén keletkezik.

Az 1900-as évek kornyékén izolaltak az elsé nitrogénfixdlé baktériumot, és azéta mar
szamos prokaridtardl bebizonyitottak, hogy nitrogendazzal rendelkezik. Ez a tulajdonsag azonban
csak az Eu- és az Archeabaktériumokra jellemd, magasabb rendU él6lényekben ez az enzim nem
fordul el6 (Zehr 2003). Fél évszdzaddal az els6 nitrogénfixalé baktérium felfedezése utdn,
kidolgozasra keriiltek olyan eljarasok, melyek alkalmasak az aktiv nitrogenaz izolalasara. Ezek a
maddszerek hozzdajarultak ahhoz, hogy az elkdvetkez6 évtizedekben rohamléptekkel vizsgalhassak
az enzim felépitését és mikodését.

A megszerzett ismeretek alapjan a nitrogendzokat harom tipusba sorolhatjuk. A
csoportositas az egyedi fémtartalmu aktiv centrumok szerint torténik (Burgess 1996):

- molibdén tartalmu nitrogenaz ([MoFe] nitrogendz),
- vas tartalmu nitrogenaz ([FeFe] nitrogendz),
- vanadium tartalmu nitrogendz ([VFe] nitrogendz).

Mind a harom nitrogendaz enzimkomplexre egyarant jellemz6, hogy mikdzben a nitrogént
ammoniava alakitjak at, jelentés mennyiség(i hidrogént termel.

Az aktiv centrumaban molibdént és vasat tartalmazé [MoFe] nitrogendz a legszélesebb
korben el6forduld és legrészletesebben tanulmanyozott nitrogendz. Az aktiv centrumaban csak

vasat ([FeFe] nitrogendz), illetve vasat és vanddiumot is ([VFe] nitrogendz) tartalmazd
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nitrogenazokat egylittesen alternativ nitrogenazoknak nevezik (Newton 2000, Joerger 1988). Bar
a harom nitrogendz szerkezetileg nagyon hasonld, mégis eltér6 hatékonysaggal,
sztochiometridval termelnek hidrogént. A nitrogén redukciét a leghatékonyabban a [MoFe]
nitrogenaz katalizdlja, ezt koveti a [VFe] nitrogenaz, majd a [FeFe] nitrogenaz, mely a legkevésbé
hatékony. A nitrogenazok elsGdleges inhibitora/represszora az oxigén, mely irreverzibilisen
inaktivalja az enzimet. A masik fontos inhibitor az ammadniumion, ami viszont reverzibilisen

gatolja a nitrogenaz szintézisét és aktivitasat (Jones 1979).

3.2.2.1. A [MoFe] NITROGENAZ

Ez az els6dleges nitrogendz az Osszes nitrogénfixalasra képes organizmusban el6fordul
(beleértve a T. roseopersicina-t is), kivéve néhany CO oxidaléd baktériumot (Ribbe 1997). A
[MoFe] nitrogendz egy két alegységbdl all6 komplex: elektrontranszfer [Fe] fehérje
(dinitrogendz reduktaz vagy Il. komponens) és [MoFe] fehérje (dinitrogenaz vagy |I.
komponens)(3. abra). Ez a két alegység egy katalitikus ciklus soran asszocidl és disszocidl, mely
folyamat egydtt jar egy elektrontranszferrel és egy MgATP hidrolizissel.

A [MoFe] nitrogenazok altal katalizalt reakcidt az aldbbi egyenlettel lehet leirni:

N, + 8e + 8H* +16ATP — 2NHs + H, + 16 ADP +16P;

Fe protein MoFe protein

F cluster P cluster M cluster

3. abra A [MoFe] nitrogenaz szerkezete (Hoffman 2014)
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3.2.2.1.1. A [Fe] FEHERJE

A [Fe] fehérje homodimer (y2) felépitésli. Megtalalhaté benne egy [4Fe-4S] kocka
prosztetikus csoportként, ami hidat képezve kapcsolja 6ssze a két alegységet (Georgiadis 1992),
valamint ez koti a megfelel6 elektrondonort, ami organizmustdl fliiggéen lehet ferredoxin vagy

flavodoxin. Tovabba mindkét alegység tartalmaz egy MgATP/MgADP kot helyet.

3.2.2.1.2. A [MoFe] FEHERJE

Az a2 heterotetramer szerkezetl [MoFe] fehérje kétféle fém centrumot tartalmaz: af
egységenként egy P-klasztert és egy [FeMo]-kofaktort. A P-klaszterben taldlhaté egy [4Fe-4S] és
egy [4Fe-3S] kocka (3. dbra). Elsédleges funkcidja a [Fe] fehérjétél szarmazd elektronok
taroldsa, majd tovabbitdsa a [FeMo]-kofaktorhoz kapcsolédd szubsztratra (Peters 1997). A
[FeMo]-kofaktor az a alegységek belsejében helyezkednek el, feladatuk a szubsztrat kotése és

redukcidja.

Szubsztrat redukcio

MgATP és elektrondonor jelenlétében a [Fe] fehérje olyan konformacid-valtozason
megy keresztll, mely sordn a redoxpotencialja kb. -200mV-ra csokken. Ezt kdveti a [MoFe]
fehérje kapcsoldddsa, mely egyrészt tovdbb csokkenti a redoxpotencialt (kb. -600mV-ra),
masrészt Ujabb konformacio-valtozast idéz el6 a [Fe] fehérjén, ami lehet6vé teszi egy elektron
v-alegységen keresztiili atjutasat a [MoFe] fehérjére, ahol azok akkumuldléodnak és megtorténik
a szubsztrat redukcidja (Newton 2000, Burgess 1996).

Ahhoz, hogy a [MoFe] nitrogenaz megfelel6en ellathassa a feladatat, a [Fe] és a [MoFe]
fehérjék redox ciklusanak 6sszehangolt mikodésére van sziikség. A N, redukcid soran a [FeMo]
kofaktornak nyolc elektronra van sziiksége, mikozben minden [Fe] fehérje megkdtésekor csak
egy elektron tovabbitédik (Lowe 1984).

A N2 mellett a nitrogenaz szdmos kisméretl, harmas kotést tartalmazoé vegylletet képes
redukalni, pl. az acetilént (CoH2) etilénné (CoHa). Ez a leggyakrabban haszndlt mddszer a
nitrogendz aktivitdas nyomonkdvetésére, mivel az acetilén gaz konnyen elvalaszthato

gazkromatograf segitségével a keletkez6 etilén gaztdl (Burgess 1996).
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3.2.2.2. AZ ALTERNATIV ([FeFe] ES [VFe]) NITROGENAZOK

Az alternativ nitrogenazokban a molibdént vanadium vagy vas helyettesiti.
El6forduldsuk teljesen véletlenszer(i (Newton 2000), a [MoFe] nitrogendaz mellett [VFe]
nitrogendzt taladltak mar aerob baktériumokban (pl. Azotobacter vinelandii), fototrof
baktériumokban (pl.: Anabena variabilis), illetve archebaktériumokban (pl.: Methanosarcina
barkeri) is. [FeFe] nitrogenazt is azonositottak A. vinelandii-ban (Chisnell 1988), de a fototréf R.

capsulatus és a Rhodospirillum rubrum fajokban is.

3.3. THIOCAPSA ROSEOPERSICINA

A T. roseopersicina BBS egy, a Chromatiaceae csaladba tartozé anaerob fototroéf, bibor
kénbaktérium (Bogorov 1974, Gogotov 1976, Pfennig 1983). Az 1-3 um atméré6jli, nem
mozgékony sejtek szamdra optimalis novekedési hémérséklet 24-28°C kozott van (Bogorov
1974). A vad tipusu torzs, optimalis novesztési korilmények kozott, folyadékkultirdban 5-6 nap
alatt éri el a maximalis sejtszamot, mig taptalajon két hét alatt alkot lathatd telepet.

Mivel anaerob fototrof baktériumok, nem képesek a viz bontasara és nem termelnek
oxigént, mint példaul a cianobaktériumok. Fotoszintézisiik elektronigényét alternativ
elektronforrasokbdl fedezik, példaul redukalt kénvegyiileteket (szulfid, tioszulfat, elemi kén stb.),
esetleg egyszer( szerves szubsztratokat (pl.: ecetsav) vagy akdr molekularis hidrogént is képesek
hasznositani a fotoszintetikus novekedés soran. Habdar alapvet6en a T. roseopersicina egy
anaerob, fototrof baktérium, aerob vagy mikroaerofil koriilmények kozott sotétben
kemolitoautotréf életmddot is tud folytatni (Kondratieva 1976). Abban az esetben, ha a tapoldat
nem tartalmaz metabolizalhatdé formaban nitrogént, diazotréf életmodra valt at és a légkori
nitrogént nitrogendz enzimrendszere segitségével megkoti (Bogorov 1974). A nitrogénfixalo
folyamatot hidrogéntermelés kiséri. A T. roseopersicina hidrogén-metabolizmusanak kulcsenzimei

a [NiFe] hidrogendzok és a [MoFe] nitrogenaz enzimrendszer.

3.3.1. A T. ROSEOPERSICINA HIDROGENAZAI

A T. roseopersicina azon kevés mikroorganizmusok kozé tartozik, mely tobbféle [NiFe]
hidrogenazzal rendelkezik. Négy, funkcionalisan aktiv hidrogendzt tartalmaz (Hyn, Hup, Hox1,
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Hox2) (Kovacs 2005c, Maréti 2010), valamint egy tovabbi, hidrogenazokat kédold operont is
azonositottak a genomjaban, viszont ezekrél a génekrdl (hupTUV) nem expresszalédnak aktiv
enzimek (Kovacs 2005b). Mds baktériumokban a T. roseopersicina hupUV altal kédolt enzim
homoldgjai (HupUV a R. capsulatus-ban (Dischert 1999) és HoxBC a R. eutropha-ban (Lenz
2002)) a Hup tipusu enzimek expresszidjat szabalyozzdk a sejt kdrnyezetében lévé hidrogén
mennyiségétdl fliggben. A T. roseopersicina négy, aktiv hidrogendza kilonbozik egymastdl in
vivo szereplikben (Hup hidrogén felvevd, Hyn, Hox1 és Hox2 kétiranyu enzim), sejten belli
elhelyezkedésiikben (Hyn és Hup membrankotott, Hox1 és Hox2 szolubilis) és felépitésiikben (a

Hup harom, a Hyn és a Hox2 négy, a Hox1 6t alegységes) (Rakhely 1998) (4. abra).

NADH ++H*
H, NAD*
on  [Hox2 NADH*+H*

4. abra: A T. roseopersicina [NiFe] hidrogenazainak és nitrogenazanak elhelyezkedése

NAD*

2H*

3.3.1.1. AMEMBRANKOTOTT Hyn HIDROGENAZ

A T. roseopersicina-ban els6ként a Hyn hidrogendzt azonositottdk (korabbi nevén Hyd
(Rakhely 1998)). Ez egy membrankotott, kétirdnyd enzim, mely kiemelkedd stabilitasi
tulajdonsagai miatt (hével, oxigénnel és protedzokkal szembeni stabilitds) (Gogotov 1976,
Kovécs 1988, Kovacs 1990) a biotechnoldgiai kutatasok kozéppontjaba keriilt. Heterotetramer

szerkezet(, a kis (HynS) és nagy alegység (HynL) egy Isp1 és egy Isp2 fehérjével alkot komplexet.
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Génjeik elhelyezkedése igen szokatlan, az altalanos hidrogenaz operon-elrendezédéssel
ellentétben a kis és nagy alegységet kédold gének nem kozvetlenil kovetik egymast, hanem az
isp1 és isp2 géneket fogjak kozre (Rakhely 1998). Mind az Ispl, mind az Isp2 sziikséges a Hyn
hidrogenaz in vivo aktivitasahoz, mig in vitro korilmények kozott feladatukat mesterséges
elektronakceptor vagy -donor képes volt helyettesiteni (Palagyi-Mészaros 2009). Az Isp fehérjék
nagy valdszinliséggel szerepet jatszanak a Hyn hidrogendzhoz kot6dé elektrontranszferben, és

Osszekapcsoljdk ezt az enzimet a sejten bellili kénanyagcserével.

3.3.1.2. A MEMBRANKOTOTT Hup HIDROGENAZ

A Hup hidrogenaz szintén membrankotott, és legfébb feladata a kdrnyezetben [évé,
illetve a nitrogendz enzimrendszer mlkodése sordn termelt hidrogén visszavétele (hydrogen
uptake) (Vignais 2001), igy ez az enzim nélkilozhetetlen a T. roseopersicina hidrogénfiiggé
novekedéséhez (Paldgyi-Mészdros 2009). A kis (HupS) és nagy (Hupl) alegységeken kivil a HupC
fehérje (egy b tipusu citokrém) is része ennek az enzimkomplexnek (Paldgyi-Mészaros 2009). Ez
utobbi feladata az elektronok tovabbitasa a Hup hidrogenazrél a kinonraktar irdnyaba. Delécidja
jelent&sen csokkenti a Hup hidrogenaz in vivo hidrogénbonté aktivitasat, mig in vitro aktivitdsa
nem valtozik. A Hup nem annyira stabil enzim, mint a Hyn, expresszidéja nemcsak az oxigénre és
a sejt redox allapotara érzékeny, hanem kapcsolatban van a Hox1 hidrogendz expresszidjaval is,
ugyanis a Hox1 enzim hidnydban a Hup expresszids szintje is jelentésen lecsokkent (Palagyi-
Mészaros 2009). Csoportunk korabbi kutatdsai bizonyitjak, hogy in vivo hidrogénvisszavevé
aktivitasa nagyobb 2g/I tioszulfat koncentracié mellett, mint a szokasos 4g/| tioszulfatnal, ekkor
ugyanis - feltételezéslink szerint - a sejtmembran eltér6 redox allapotba kerdl.

A hup operonban a hupSLC géneken kivil tobb olyan kisegit6 gén (hupDHIR) is

azonosithatd, amelyek sziikségesek a Hup hidrogendz bioszintéziséhez, mikodéséhez.

3.3.1.3. A CITOPLAZMATIKUS Hox1 HIDROGENAZ

Az ot alegységes Hox1 hidrogenazt a hox1EFUYH operon kédolja. Ez a heteropentamer
felépités a cianobaktériumokban el6forduld szolubilis hidrogendzokra jellemzé (Vignais 2007).

Az enzim a strukturfehérjéken (Hox1YH) kivil, melyek az aktivitdsért felel6sek, tartalmaz egy

23



két alegységbdl allo diaforazt (Hox1FU), amely a NAD*/NADH redox reakciot katalizalja
(Friedrich 1993, Rakhely 2004). Az enzimkomplex o6tddik fehérjéje a cianobakteridlis Hox
hidrogenazokra jellemzé Hox1E (Schmitz 2002, Tamagnini 2002, Rakhely 2004, Palagyi-
Mészdros 2009). Delécidja megsziinteti a Hox1 hidrogenaz in vivo aktivitasat, viszont nincs
hatdssal az in vitro aktivitasra, igy feltehetéen szerepe a hidrogendz felé torténd
elektrontranszportban van (Rakhely 2004).

A Hyn hidrogendzhoz hasonldan, ez az enzim is képes katalizalni a hidrogén oxidaciojat,
és a protonok redukcidjat a sejt redox allapotatdl fiiggéen, miikodése erésen kapcsolddik a sejt

kénmetabolizmusdhoz (Rakhely 2004, Rakhely 2007).

3.3.1.4. A CITOPLAZMATIKUS Hox2 HIDROGENAZ

A Hyn hidrogenazhoz hasonléan, heterotetramer (Hox2FUYH) felépitési a T.
roseopersicina utolséként felfedezett [NiFe] hidrogenaza, a Hox2 (Mardti 2010). Csakugy, mint a
Hox1l esetében, a Hox2FU a NAD+/NADH redox reakcid katalizalasaért, mig a Hox2YH a
hidrogendz aktivitasért felel6s alegységek. Viszont a Hox1-t6l eltérGen, nem talalhatd meg a
cianobakteridlis tipusid Hox enzimekre jellemz6 6tddik, HoxE alegység. Az enzim aktivitdsa a
sejtnovekedés egy kései fazisaban mérhets, a tdpoldat alacsony tioszulfat tartalma mellett.
Tovabba azt is sikerilt bebizonyitani, hogy a Hox2 gliikdzt haszndl kozvetlen elektrondonorként

(Mardéti 2010).

3.3.2. A T. ROSEOPERSICINA HIDROGENAZAINAK ERESE

Mivel a hidrogendzok &si enzimek, és elsédleges szerkezetik jol konzervalt, ezért
valdszinUsithet6, hogy a [NiFe] hidrogenazok érésére vonatkozo alapelvek (lasd: 3.2.1.2. fejezet)
érvényesek a T. roseopersicina hidrogendazaira is. Azonban vannak eltérések az alapmodelltél,
lévén, hogy ez az organizmus négy, kilonb6z6 metabolikus szereppel bird, aktiv [NiFe]
hidrogenazt expresszal. Emellett a torzs szamos, eltéré korilmény kozott is képes a ndvekedésre
(lasd: 3.3 fejezet).

A [NiFe] hidrogenaz kisegit6 fehérje génjeinek egy részére jellemzé, hogy a hidrogenaz

strukturgénjeinek kozelében helyezkednek el. Ebbdl kiindulva, T. roseopersicina-ban sikerilt is
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azonositani Ot kisegité gént: a hupDHI-t a HupSL géncsoport kozelében, amelyeket
szekvenciahomoldgia alapjan azonositottak (Colbeau 1994), a hynH-t a Hyn operon elsé tagjaként

és a Hox1 génektdl 3' irdanyban a hoxW gént (5. abra).

k 'y 'y k

y ‘H‘_’ g
hynH hynS  ispl isp2 hynlL
k b b b
_ - 4 — - p——
hox1E hox1F hox1U  hox1Y hox1H hox1W
— b e e o+ o | —
hupS hupl hupC hupD hupH hupl hupR
orf-1
— - i ——
hox2F hox2U  hox2Y hox2H
hupk hypD  hypE hypF
hypC1
hypA hypB hypC2  hynD

5. dbra A T. roseopersicina NiFe hidrogenaz struktur- és kisegitégénjeinek (piros nyil)
elhelyezkedése

A hidrogenaz struktirgének kozelében tobb kisegité gén nem taldlhatd. Viszont szdmos -
az irodalombdl ismert - kisegit6 fehérje génje hianyzik, ezek a genomban szétszdrtan
helyezkednek el. Ez nem ritka mas mikroorganizmusok esetében sem, azonban a T.
roseopersicina-ban a hidrogendzok nagy szama miatt a szokasosnal tobb kisegit6 gént kellett
megtaladlnunk és jellemezniink. Ezért laboratdriumunkban optimalizaltak egy Tn5 alapu
transzpozonos mutagenezis rendszert T. roseopersicina-ra, és ennek segitségével sikerllt is
azonositani hét olyan gént (hypC1, hypC2, hypD, hypE, hypF, hynD és hupK) (5. abra), amelyek
vagy specifikusan, vagy pleiotrdp mddon jatszanak szerepet a [NiFe] hidrogenazok
bioszintézisében (Fodor 2001, Mardti 2003). A T. roseopersicina genomszekvendldsa soran

sikerdlt ratalalni a hypA és hypB génekre is (nem kozolt adat).
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A HypD, HypE és HypF fehérjék mutacids analizise bebizonyitotta, hogy mindharom
segédfehérje nélkilozhetetlen a T. roseopersicina 0Osszes hidrogenazanak éréséhez, ez
0sszhangban van az altaldnos modellel (Fodor 2001, Mardéti 2003). Azonban a HypC1 és HypC2
fehérjék jelenléte eltérést mutat ett6l a modellt6l. Mindkét HypC kdlcsdnhat a Hyn és a Hox1
hidrogenaz nagy alegységeivel (a HynL-lel és a Hox1H-val), mig a HypC2 a HypD és a HupK kisegit6
fehérjékkel is (Maréti 2010a). Az egyik HypC fehérje nyitott konformdcidban tartja a hidrogenaz
nagy alegységet, hogy mas fehérjék be tudjak épiteni a fémcentrumot. A masik HypC pedig a
HypD fehérjével hat kolcson (Blokesch 2004, Maréti 2010a). A fémcentrum Fe(CN).CO csoport
kialakitasaban a HypC12, HypD, HypE és HypF kisegit6 fehérjék a vesznek részt. A nagy alegység
érésének utolso lépéseként, a fehérje C-termindlis peptidjének levagdsara keril sor egy, az adott
hidrogenazra specifikus endopeptidaz segitségével. T. roseopersicina-ban ezek a kovetkezék: a

HynL-re specifikus HynD, a HupL-re specifikus HupD és a Hox1H-ra specifikus HoxW.

3.3.2.1. A HupK KISEGITO FEHERJE JELLEMZESE

A HupK fehérjének, illetve ennek génjének el6forduldsa nem univerzdlis. Eddig csak
viszonylag kevés baktériumban talaltdak meg (Cammack 2001), f6leg olyanokban, melyek képesek
a leveg6 nitrogénjének a megkotésére. A hupK gén minden eddig megismert, Hup-tipusu
hidrogenazt tartalmazé organizmusban a hup operon utolsé génjeként kerilt el6. Ezzel szemben
T. roseopersicina-ban a hupK a hup operontdl teljesen fliggetlen helyen, a hypC1 és hypD génektdl
5" irdnyban taldlhatd (5. abra). A HupK vagy annak homoldgja nincs jelen E. coli-ban, melynek a 3-
as hidrogenazara létrehozott érési modell a legelfogadottabb. Mivel a HupK fehérje az altaldanos
érési modellben nem szerepel, ezért érésben betoltott szerepének meghatdrozasa kiemelkedé
fontossagu. A szekvencia adatbazisok atvizsgalasa utan megallapithatd, hogy a HupK vagy annak
homoldgja mindig olyan organizmusokban van jelen, ahol legaldbb egy membrankotott
hidrogenaz talalhaté. A hupK deléciés mutdns T. roseopersicina torzs vizsgdlata alapjan
elmondhatd, hogy a HupK fehérje a membrankotott hidrogendzok (HynSL és HupSL) éréséhez
szlikséges, mig a szolubilis Hox1 hidrogenaz aktivitasa a hupK mutans torzsben valtozatlan marad
(Maréti 2003). A HupK fehérje aminosav sorrendjét részletesebben megvizsgalva azt a tovabbi

érdekességet taladljuk, hogy a HupK-ban meglévé bizonyos szekvencia motivumok a [NiFe]
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hidrogenazok nagy alegységében is megtalalhatdak (Imperial 1993). Mig az N- és C-termindlison
konzervalt régidk figyelhet6k meg, addig a fehérjék kozépsé része sokkal valtozékonyabb. A [NiFe]
hidrogendzok nagy alegységében |évé két darab CXXC motivum nélkilézhetetlen az
aktivitdsukhoz, hiszen a cisztein oldallancok biztositjak a [NiFe] aktiv centrum rogzitését (Przybyla
1992, Volbeda 1995). A HupK és a vele homoldég HoxV fehérjékben, a nagy alegységben
megtaldhatd négy ciszteinbdl az els6t és az utolsét fenil-alaninok (Tr HupK-ban az 51-es és a 381-
es pozicidban) helyettesitik (Ludwig 2009). A T. roseopersicina-bol szarmazé HupK fehérje nem tul
nagyfoku azonossagot mutat mas mikroorganizmusokbdl szarmazé HupK illetve HoxV fehérjével:
33% a R. eutropha HoxV-vel, 31% a R. capsulatus HupK-val és 28% a B. japonicum HoxV-vel. A R.
eutropha-ban |év6 HoxV kisegit6 fehérjér6l FTIR és ICP-OES spektroszkdpiai analizissel
bebizonyitottdk, hogy CO- és CN™- ligandumokat, valamint vasat tartalmaz. A fehérje tovabbi
mutagenezis vizsgdlatdval kideritették, hogy a mar korabban emlitett két cisztein hidanydban a
fehérje nem volt képes sem a CO-, sem a CN™- ligandum megkotésére. Az eredmények alapjan azt
a kovetkeztetést vontdk le, hogy a HoxV egyfajta kozvetité szerepet jatszik a membrankotott
hidrogenaz aktiv centrumanak érésében (Ludwig 2009). Figyelembe véve a szekvencia
azonossagokat, feltételezhetd, hogy a HupK/HoxV feladata hasonld, de el6fordulhat funkcionalis

kilonbség is.
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4. CELKITUZESEK

Ahhoz, hogy a hidrogendazokat a jové biotechnolégidjaban biokatalizatorként
haszndlhassuk, értenlink kell a szerkezetiik és a funkcidjuk kozotti dsszefliggéseket, meg kell
ismernlink a felépitésiiket és a bioszintézisiik folyamatat. A T. roseopersicina [NiFe]
hidrogenazainak érésében szdmos kisegité fehérje vesz részt, szereplik az aktiv centrum
szerkezetének kialakitdsa, a nagy alegység proteolitikus hasitdsa. A T. roseopersicina-ban eddig
felfedezett 14 kisegité fehérje koziil a HupK feladata még tisztazatlan, ezért munkam sordn
célul tlztem ki ennek a fehérjének a részletes vizsgalatat. A R. eutropha-ban l1évé, HupK-val
homoldég HoxV fehérjér6l mar bebizonyitottdk, hogy a Fe(CN),CO csoportot juttatja a
nagyalegységhez, ami felvetett néhdny kérdést: A két fehérje kozotti kismértékl hasonldsag
elegend6-e ahhoz, hogy ugyanugy mikodjenek és ugyanazt a feladatot lassak el kiilonb6zé
fajokban? A két fehérjében, konzervdltan megtaldlhaté aminosavaknak van-e szerepik a
hidrogenaz érésében?

A felmeriilt kérdések megvalaszolasahoz a kovetkez6 célokat tlztem ki:
- Heteroldg komplementacids kisérletben megvizsgdlni, hogy a HupK képes-e
helyettesiteni a HoxV kisegité fehérje hianyat R. eutropha-ban, valamint, hogy a
HoxV részt vesz-e a Hup és/vagy a Hyn hidrogenaz érésében T. roseopersicina-ban.
- A HupK fehérjében megfigyelt erésen konzervalt szekvenciamotivum részletes
vizsgalatat annak kideritésére, hogy ez a régié felelGs-e a fehérje funkciojaért.
- A HupK konzervalt aminosavaiban mutans torzsek elkészitését iranyitott
mutagenezis modszerrel.
- Az aminosav cserét tartalmazé HupK hatdsanak vizsgalata a Hup hidrogenaz

érésére, az enzim aktivitasan keresztil.

Egyes bibor, nem-kén baktériumok redukalt szerves szubsztratokat (pl. szerves savak)
hasznalnak hidrogéntermelésre. A kilénbozd szerves vegyiletekbdl torténd hidrogéntermelés
vizsgalatardl, nem-kén baktériumok esetén, mar szdmos tanulmany sziletett, azonban nagyon

keveset tudunk a kénbaktériumok szerves sav hasznositasardl. Ezért munkam soran célul
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tlztem ki a fotoszintetikus T. roseopersicina, mint bibor, kénbaktérium, hidrogén-
metabolizmusanak tanulmdanyozasat, kilénb6z6 elektrondonorok alkalmazasaval.
Ezen célom elérése érdekében a kovetkez6ket terveztem:
- Megvizsgdlni, hogy az ecetsav, a pirosz6lGsav, a borostyankd@sav és a tejsav milyen
hatdssal vannak a biomassza novekedésre és a hidrogéntermelésre.
- Osszehasonlitani a Hox1 hidrogenaz és a nitrogenaz enzimek hidrogéntermelését
a kulénb6z6 szerves savak jelenlétében.
- A fermentdcié soran hasznalt szerves savak mennyiségének nyomon kovetésével

meghatarozni, hogy a sejtek milyen hatékonysaggal metabolizaljak a szubsztratot.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 BAKTERIUMTORZSEK ES PLAZMIDOK

5.1.1. E. COLI, T. ROSEOPERSICINA ES R. EUTROPHA TORZSEK
MEGNEVEZESE ES LEIRASA

Torzsek Genotipus Referencia

Thiocapsa roseopersicina

DHKW426 AhupK (Maroti 2003)
W400 pB6HUpK plazmid a DHKW426 torzsben (Fodor 2004)
M539 AhypF (Fodor 2001)

GB1121 AhynSL, AhupSL (Rakhely 2004)

(Palagyi-Mészaros

GB1131 AhynSL, Ahox1H 2009)

Escherichia coli

294 (recA pro res mod) Tp', Sm" (pRP4-2-
S17-1(Apir) ( TIZ"Mu—Km"'I)'n7p) Apir (P (Herrero 1990)
A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173,
endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96,

XL1-Blue MRF’ Stratagene
relA1 lac [F’ proABlacl?’ZAM15 Tn10 2
(Tenle
Ralstonia eutropha
HF388 SH-, AhoxH (Bernhard 1996)
HF541 AhoxV a HF388 torzsben (Bernhard 1996)
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5.1.2. PLAZMIDOK MEGNEVEZESE ES LEIRASA

Vektorok Genotipus Referencia
pBluescriptSK (+) ColE1, Amp" Stratagene
pB6HUPK hupK gén a pMHEG6crtKm vektorban, Km" (Fodor 2004)

hupK gént tartalmazdé Xbal-Xhol fragment
pBhupK Ez a munka
a pBluescriptSK(+) plazmidban

pDSK5crt-Km Ez a munka
pBRHupK hupK gén a pBBRIMCS-5, Gm" (Maraoti 2003)
pHRP309 IncQ ,mob*, Gm" (Parales 1993)
pK18mobsacB bhr vektor iranyitott mutagenezishez, (Schafer 1994)
Km', sacB+
a hupK upstream és downstream
pDHuK homolog régidja pK18mobsacB (Maroti 2003)

vektorban, Km'

5.2. BAKTERIUMOK TENYESZTESE

5.2.1. AZ E. COLI NOVESZTESI KORULMENYEI

Az E. coli sejteket 37°C-on LB folyadékban vagy LB lemezen (LB + 1,5% agar) tartottam
fenn. Az E. coli tenyésztésénél haszndlt antibiotikumok és koncentracidjuk: lemezen és
folyadékban egyarant 25ug/ml kanamicin, 100pg/ml ampicillin, 15ug/ml tetraciklin.

Az E. coli sejtek névesztéséhez hasznalt tapoldatok:
LB: 1 literre: 10g tripton, 5g éleszt6kivonat, 10g NaCl
SOB: 1 literre: 20g tripton, 5g éleszt6 kivonat, 0,5g NaCl

5.2.2. A T. ROSEOPERSICINA NOVESZTESI KORULMENYEI

A T. roseopersicina torzseket 25-28°C-on folyamatos megvilagitas mellett, telet6ltott

csiszolt dugds livegekben, Pfennig féle (PC) tdpoldatban noévesztettem (Pfennig 1983). A
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hidrogenaz aktivitasmérésekhez leoltott sejteket 5uM-os végkoncentraciéra kiegészitett NiCl,-ot
tartalmazé PC tapoldatban ndvesztettem teljesen anaerob koériilmények kodzott. A nitrogenaz
aktivitdsméréshez a nitrogén koté korilmények biztositasa érdekében NHiCl-ot nem tettem a
tapoldatba (NC tdpoldat). Alkalmazott antibiotikum koncentraciok: 25ug/ml kanamicin, 50ug/ml
eritromicin, 25ug/ml sztreptomicin, 25ug/ml gentamicin.
Az T. roseopersicina sejtek névesztéséhez hasznalt tapoldatok:
PC (Pfennig-féle tapoldat): 1 literre: 20g NaCl, 1g KH,PO4, 1g MgCl,, 1g KCI, 1g NH4Cl, 2g
NaHCOs, 4g NaS;03, 20ul Bz vitamin (Img/ml), 1ml 20mM Fe-EDTA, 1ml mikroelem
oldat
Mikroelem oldat: 1 literre: 2975mg Nay-EDTA, 300mg H3BO4, 200mg CaCl,-6 H,0, 100mg
ZnS04-7H20, 30mg MnCl;4H,0, 30mg Na;Mo04:2H,0, 20mg NiCl;-6H;0, 10mg
CuCl2:2H,0
NC (nitrogénfixalé tdpoldat): 1 literre: 20g NaCl, 1g KH,POa4, 1g MgCl,, 1g KCl, 2g NaHCOs,
2g NayS,03, 20ul By, vitamin (1mg/ml), 1ml 20mM Fe-EDTA, 1ml mikroelem oldat

5.2.3. A R. EUTROPHA NOVESZTESI KORULMENYEI

A R. eutropha torzseket 30°C-on FGN tapoldaton tartottam fenn (Schlegel 1961), a
hidrogenaz aktivitdsmérésekhez a torzseket SL-6 mikroelemoldattal kiegészitett FGN tapoldaton
novesztettem (Dernedde 1996). Alkalmazott antibiotikum koncentracié: 50ug/ml gentamicin.

A R. eutropha sejtek novesztéséhez hasznalt tapoldatok:
FGN tapoldat: 40mM NaxHPO4, 10mM KH2PO4, 0,02% MgS04, 0,2% NH4Cl, 0,001% CaCly,
0,0005% FeCls, 0,2% fruktdz, 0,2% glicerin
SL-6 mikroelemoldat: 1 literre: 100mg ZnSO4-7H,0, 30mg MnCl;-4H,0, 300mg H3BOs3,
200mg CoCl-6H;0, 10mg CuCl,-2H,0, 20mg NiCly-6H20, 30mg Na;Mo04-2H,0
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5.3 RNS-SEL VEGZETT MUNKAK

5.3.1. RNS IZOLALAS

Az RNS izoladlashoz a T. roseopersicina sejteket anaerob, nitrogénfixald koriilmények
kozott novesztettem a 2., 3., 4., 5., 6. és 9. napig. 5ml sejtet centrifugaltam (13 000rpm, 2 perc).
A csapadékot ezutan 300ul SET pufferben szuszpendaltam fel, majd 300ul SDS puffert adtam
hozza. Az elegyet 6vatosan fel-le forgatva az Eppendorf csévet homogenizaltam, majd 500ul
telitett NaCl oldatot adtam hozzad. Ezt kovet6en a mintat 13 000rpm-en 10 percig
centrifugdltam, majd a tiszta fellluszét el6készitett Eppendorf cs6be pipettdztam at. Az RNS-t a
mintatérfogat 70%-danak megfelel6 mennyiségli izopropanollal csaptam ki, majd 20 percen at
13000rpm-en centrifugaltam. A fellluszé ledntését kovetéen a csapadékot 1ml 70%-os
alkohollal mostam, majd 2 percen at 13 000rpm-en centrifugdltam. A fellluszd leszivasat
kdvetéen az RNS-t szaritottam, majd 20ul vizben (DEPC kezelt) vettem fel.

Az RNS izolalashoz hasznalt oldatok:
SET puffer: 20% szukréz, 50mM EDTA (pH=8,00), 50mM Tris-HCI (pH=8,00)
SDS puffer: 20% SDS, 1% (NHa)>S04, pH=4,80

5.3.2. DNAZ I KEZELES

Az RNS mintdkat 10x DNase | Reakcid Puffer (Invitrogen) és 1 U/ul DNase | Amp Grade
(RNase-free, Invitrogen) jelenlétében 15 percig inkubaltam szobah&mérsékleten. A reakcidt

65°C-0s 10 perces h6kezeléssel allitottam le EDTA (Invitrogen) jelenlétében.

5.3.3. REVERZ TRANSZKRIPCIO

A reverz transzkripcibhoz az MMLV Reverse Transcriptase (Promega) enzimet
hasznaltam a gyartd cég utmutatdsainak megfelel6en: 1ug DNaz | kezelt total RNS-t hasznalva
templatként. Az RNS-t 0,5ug random hexamer (Fermentas) jelenlétében, 15 ul végtérfogatra
kiegészitve 70°C-on inkubaltam 5 percig, majd jégen leh(itoéttem. Ezt kévetbéen 8mM
végkoncentraciénak megfelel6 dNTP-t, valamint 5ul 5x MMLV (Promega) puffert adtam az

elegyhez. A reakcidelegyet 200U MMLV (Promega) mellett inkubdaltam 1 éran at 37°C-on.
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5.3.4. KVANTITATIV REAL-TIME PCR

A reverz transzkripcidban keletkezett cDNS szolgdlt templatként a kvantitativ PCR soran,
melyben a nitrogenaz a génre specifikus “onitalfafwq” és ”onitalfarevq”, a nitrogenaz 3 génre
specifikus "onitbetafwq” és ”onitbetarevq”, valamint a dinitrogenaz génre specifikus
"odinitfwq” és "odinitrevq” oligonukleotidokat haszndltam. Az abszolut kvantifikdlashoz
kalibracios gorbét készitettem a gének PCR termékeinek tizes lépték( higitdsi sorozatdval:
0.0001-10ng/ul  koncentracié-tartomanyban. A PCR elegy, 25ul végtérfogatra a
kovetkez6képpen allt 6ssze: 12,5ul 2x Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems),
2,5ul forward és reverz primer (10pM), 9ul nukledz mentes viz és 1ul cDNS. A keletkezett
termék fluoreszcencidjanak detektaldasat az Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) 7500 real-
time PCR géppel végeztem. A kovetkez6 programot alkalmaztam: 95°C 10 perc, 95°C 15
masodperc és 60°C 1 perc 40 cikluson at; az olvaddsi pont meghatarozdshoz pedig: 95°C 15

masodperc, 60°C 1 perc, 95°C 15 masodperc, 60°C 15 masodperc.

A kvantitativ real-time PCR soran hasznalt oligonukleotidok

Név Szekvencia (5'—3’)
onitalfafwq ATCTTCGCCCGCGATATG
onitalfarevq GGGCCTGCATCTTCTTCC
onitbetafwq GCTTTGTCGGCAGCCATAC
onitbetarevq TGAAGTAGCGGACGATCCC

odinitfwq TGCAGCCAAGGTCGTCAA
odinitrevq CCGCCGCGTCTTTGATAG
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5.4. DNS-MANIPULACIOS MUNKAK

5.4.1. PLAZMID DNS TISZTITASA E. COLI-BOL

A plazmid izoldlashoz 5ml antibiotikum tartalmu LB tapoldatba oltottam le egy telepet a
meghatarozott baktérium torzsbél. A sejteket egész éjszakan at 37°C-on razatva ndvesztettem.
Masnap ebbdl a tenyészetbdl plazmid izolald kittel tisztitottam DNS-t (Sigma Kat. szam:
PLN350). A tenyészetet 1,5ml-es centrifugacsGben centrifugaltam 12 000rpm-en 5 percig. A
sejteket 200ul Puffer P1-ben szuszpendaltam fel, majd 200ul Puffer P2-t adtam hozza, és
keverés utan 5 percig inkubdltam szobah6mérsékleten. Ezt kbvet6en 350ul Puffer P3-at adtam
hozz4, és 10 percig jégen tartottam, majd centrifugdltam 13 200 rpm-en, 10 percig. A DNS-
tisztitd oszlopra el6szor 500ul el6készité oldatot vittem fel, centrifugdltam, majd pedig a
sejtlizdtumot mértem ra az oszlopra. Centrifugdlds utdn a nem specifikusan két6dé anyagokat
750ul moso pufferrel lemostam, majd a teljesen kiszaritott oszlopra 50ul desztillalt vizet

tettem. Par perc vadrakozas utan tiszta Eppendorfba centrifugdltam a tisztitott DNS-t.

5.4.2. AGAROZ GELELEKTROFOREZIS

Az analitikai és preparativ célokbdl végzett gélelektroforézisekhez 1%-os, 0,1 pg/ml
etidium-bromidot tartalmazé agardz gélt hasznaltam 1xTAE pufferben (4mM TRIS-acetdt, 1 mM

EDTA pH = 8,00), 70-90 V futtatdsi fesziltséggel.

5.4.3. FRAGMENT-IZOLALAS

Preparativ agardéz gélelektroforézis utdn a gélb6l a kivdnt DNS fragmentet steril
pengével vagtam ki és egy 1,5ml-es centrifugacs6be helyeztem. A DNS izoldlasat a gélbél a
Fermentas DNS extrakcios kitjével (Kat. szam: KO0513) végeztem. A kivagott, kb. 200pl-es
géldarabhoz haromszoros mennyiségli Nal oldatot adtam és az agardz oldddasaig 55°C-on
razattam. 5ul szilikaport adtam az oldathoz és 5 percig 55°C-on inkubaltam, par percenként
felrazva. Egy perces centrifugdlds (13 000 rpm) utdn az Uledéket atmostam 500ul mosé
pufferrel, majd Ujabb 1 percig centrifugaltam 13 000 rpm-en. A mosast még kétszer

megismételtem, majd az utolsé fugalds utan az lledéket szobahémérsékleten szaritottam.
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Ezutan a szilikaporra 20ul desztillalt vizet mértem és 55°C-os termosztatban inkubaltam 10
percig. Legvégiil a szuszpenzidt addig centrifugdltam (13 000 rpm-en), mig szilikapor mentes

fellliszét nem kaptam. Az izolalt DNS mintat a felhasznalasig -20°C-on taroltam.

5.4.4. EMESZTESEK RESTRIKCIOS ENZIMEKKEL

A restrikciés emésztéseket Fermentas enzimekkel végeztem, az enzimek sajat, gyari

pufferében a cég instrukcidi alapjan.

5.4.5. ALKALIKUS FOSZFATAZ KEZELES

A Fermentas CIAP enzimet sajat gyari pufferében haszndltam. 5 tdlnyuld vég
defoszforildldasdhoz 37°C-on 30 percen at inkubdltam a DNS-t, majd 5 percig 85°C-on vald

inkubaldssal allitottam le a reakciot.

5.4.6. POLINUKLEOTID KINAZ KEZELES

A DNS molekuldk 5" végi foszforilalasat Fermentas polinukleotid kinazzal végeztem (1x
polinukleotid kinaz puffer A-ban, 5-10mM rATP, 30 perc 37°C-os inkubdlas). Az enzimet 10 percig,

75°C-on héinaktivaltam.

5.4.7. LIGALAS

A beépitend6 DNS fragmentumot 2-10-szeres feleslegben adtam a vektorhoz. 2U
Fermentas T4 DNS-ligdz enzimet alkalmaztam 1x T4 DNS-ligaz pufferben 18-20°C-on egy éjszakan

at végezve a reakciét.

5.4.8. KOMPLEMENTALO KONSTRUKCIOK KESZITESE

5.4.8.1. pREV

A pDSK5Crt-Km plazmid tartalmazza az egész, pMHESCrtKm vektorbdl szarmazé
expresszios kazettat, a T. roseopersicina-bdl szarmazé crtD promoterrel és az E. coli-bél

szarmazd T7 promoéterrel egyltt. A hoxV gént az “ohoxV_fw” és az ”“ohoxV_rev”
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oligonukleotidokkal sokszoroztam fel, Phusion HF DNA polimerdz enzim (Thermo Scientific)
segitségével. A PCR terméket EcoRI és BamHI restrikciés endonukledzokkal emésztettem, majd
egy EcoRI-BamHI-emésztett, alkalikus foszfatdzzal kezelt pDSK5Crt-Km vektorba ligadltam,

létrehozva a pREV plazmidot, melyet szekvendlassal ellenGriztem.

A hoxV gén sokszorositasahoz hasznalt oligonukleotidok

Név Szekvencia (5'—3’)
ohoxV_fw CTGAATTCCGTTATGACTCGGG
ohoxV_rev CTGAATTCCGTTATGACTCGGG

5.4.8.2. pTRK

A pBRHupK-bél (Maréti 2003) szarmazd, 3,3kb nagysdgu Hindlll-Kpnl fragmentumot,
amely tartalmazza T. roseopersicina hupK génjét, ligdltam egy Hindlll-Kpnl-emésztett, alkalikus
foszfatdzzal kezelt pHRP309 (Parales 1993) vektorba, létrehozva a pTRK plazmidot. A

konstrukciot szekvenalassal ellen6riztem.

5.4.9. KEMIAI KOMPETENS SEJT-KESZITES

Az XL1-Blue MRF’ és S17-1 Apir E. coli sejteket 50ml SOB tapoldatban ODego = 0,4-0,6-ig
novesztettem 22°C-on, ezt kdvetGen a kulturdkat 10 percig jégen hitottem, majd 2500xg-n,
4°C-on 10 percig centrifugaltam. Az Osszegylilt sejteket jégen tartva 16ml TB pufferben
felszuszpendaltam, és ujra 2500xg-n, 4°C-on 10 percig centrifugdltam. A sejteket 4ml TB
pufferben felszuszpendaltam, 300l DMSO-t adtam a sejtszuszpenzidhoz, amit ezutan 10 percig
jégen inkubaltam. Ezt kdvetSen 100pul-enként, el6re leh(itott Eppendorf csévekbe szétosztva,
folyékony Nz-ben fagyasztottam le a kompetens sejteket, majd -80°C-on taroltam 6ket (Inoue
1990).

A kémiai kompetens sejt készitéshez hasznalt oldat:

TB puffer: 10mM PIPES, 5mM CaClz, 250mM KCl, 55mM MnCl, pH = 6,70
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5.4.10. KEMIAI TRANSZFORMALAS

Az eljaras soran a transzformalandd DNS-t 100pl, jégen felolvasztott E. coli kompetens
sejthez adtam, melyet ezutan 30 percig jégen tartottam. A hGsokkot (42°C, 40 masodperc)
kovetéen a sejtekhez 900ul SOB-ot adtam, 1 6rat 37°C-on razattam, végil a megfeleld
antibiotikummal kiegészitett LB lemezre szélesztettem.

Az E. coli transzformalasahoz hasznalt oldat:

SOB: 1 literre: 20g tripton, 5g éleszt6 kivonat, 0,5g NacCl

5.4.11. KONJUGALAS T. ROSEOPERSICINA-BA

A T. roseopersicina-t a konjugaciéhoz 28°C-on ODeso = 1,8-ig, a mobilizdlandd plazmidot
tartalmazé S17-1 Apir E. coli-t 37°C-on a megfelel6 antibiotikum jelenlétében ODsoo = 0,6-ig
novesztettem, majd centrifugdlds utdn, séoldatban Osszekevertem. Az igy kapott sejteket
Pfennig-féle (Pfennig 1983) konjugacids tadptalajra cseppentettem. Csak a donor, és csak a
recipiens torzseket tartalmazd kontroll kisérleteket is elvégeztem. Egy éjszakan at fényen,
levegén, 28°C-on inkubaltam ezeket a lemezeket. Mdsnap, higitasi sort készitve szelektiv (PCA)
lemezre szélesztettem, melyeket Oxoid AnareoGen (N, COz) rendszerrel anaerobizalt
dobozokban 14 napig, 28°C-on fényen inkubaltam.

A konjugalashoz hasznalt oldatok, taptalajok:

Thiocapsa séoldat: 1 literre: 20g NaCl, 1g KH,PO4, 1g MgCl; , 1g KCI

Konjugacios taptalaj: 1 literre: 18g NaCl, 1g KH,PO4, 1g MgCl,, 1g KCI, 1g NHa4Cl, 2g
NaHCOs, 2g Na-acetdt, 2g NayS;03, 2g Nutrient Broth, 1.5% Agar, 20ul B1, (1000ug/ml), 1ml
mikroelem oldat (lasd: 5.2.2.), 1ml 20 mM Fe-EDTA

PCA lemez: 1 literre: 18g NaCl, 1g KH2PO4, 1g MgCl,, 1g KCI, 1g NH4Cl, 2g NaHCO3, 2g
Na-acetat, 2g Na;S:03, 0,5g Na,S, 7g Phyta gél, 20ul By, (1000 pg/ml), Iml mikroelem oldat
(lasd: 5.2.2.), 1ml 20mM Fe-EDTA

5.4.12. KONJUGALAS R. EUTROPHA-BA

A R. eutropha-t a konjugacidhoz 30°C-on 2 napig, a megfelel6 vektort tartalmazé E. coli

S17-1 Apir sejteket 37°C-on a megfelel§ antibiotikum jelenlétében ODgpo=0,6-ig ndvesztettem,
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majd centrifugalds utan, séoldatban felvéve Osszekevertem. Az igy kapott sejteket FNC
tdptalajra cseppentettem. Csak a donor, és csak a recipiens torzseket tartalmazd kontroll
kisérleteket is elvégeztem. Egy napon at 30°C-on inkubdltam ezeket a lemezeket. Masnap,
higitasi sort készitve szelektiv, FN lemezre szélesztettem a mindkét baktériumot tartalmazé,
valamint a két kontroll lemezrél is. A lemezeket tovabbi 2 napig, 30°C-on inkubdltam.
A konjugalashoz hasznalt oldatok, taptalajok:
Ralstonia séoldat: 40mM Na;HPOs, 10mM KH;PO4, 0,02% MgSO4, 0,001% CaCl,, 0,0005%
FeCls
FNC taptalaj: 40mM Naz;HPOs, 10mM KH2POs, 0.02% MgS04, 0.2% NH4Cl, 0.001% CaCly,
0.0005% FeCls, 0.2% fruktoz, 15g/1 agar, 2g/1 Nutrient broth
FN lemez: 15g/| agarral kiegészitett FGN tapoldat (lasd: 5.2.3.)

5.4.13. POLIMERAZ LANCREAKCIO

A reakcidkat leggyakrabban Hybaid PCRExpress tipusu késziilékben végeztem. Az aldbbi
koncentraciéju reagensekbdsl a végtérfogat 1/10 részét adtam a reakcidhoz: primerek:
10pmol/ul; dNTP: 2mM; 10x DyNAzyme puffer (Finnzymes). Templatként (2ul) 50x higitott
vektor DNS-t, illetve E. coli sejteken végzett koldnia PCR esetén 2ul sejtszuszpenziot (1 koldniat
20ul vizben felszuszpenddltam) hasznaltam. 0,5ul DyNAzyme (Finnzymes) enzimet adtam 20l
reakciéelegybe.

Azokban az esetekben, amikor sziikség volt olyan DNS polimerazra, amely
megbizhatdbb atirdsi pontossaggal rendelkezik, Pfu (Fermentas) vagy Phusion (Finnzymes)
enzimeket haszndltam. Altaldban 30-35 ciklusbdl allt egy program. Egy tipikus programciklus
soran a denaturdcié 1 percig tartott 95°C-on, a primer-templat hibridizacidja 50-55°C-on
tortént szintén 1 percig, majd ezt kdovet6en az elongacid 72°C h6meérsékleten a sokszorozni
kivant DNS hosszanak megfelel6 ideig tartott. A reakciét 5 percig tarté 72°C-os termosztaldssal
fejeztem be. Phusion polimerdz hasznalatakor a program a kovetkez6képpen maddosult:
denaturacié: 30 masodperc 98°C, hibridizacié: 30 masodperc 50-70°C, 20-30 masodperc/kb
polimerizacié 72°C-on. Ezen |épéseket dltaldban 30x ismételtem, majd a zardciklus 1 x 5 perc

72°C-on tortént.
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5.4.14. NUKLEOTIDSORREND MEGHATAROZASA

A DNS szekvencia meghatdrozasok automata szekvenaldssal késziltek specifikus

oligonukleotidok felhasznalasaval.

5.4.15. HELYSPECIFIKUS hupK DELECIOS MUTANS KESZITESE

A leolvasasi keretet nem sért6 deléciés mutagenezishez a pDHuk (Maréti 2003) plazmidot
haszndltam, melyet el6szor E. coli S17-1 A pir térzsbe transzformdltam, majd T. roseopersicina
GB1131 torzsbe konjugaltam. Az egyszeres rekombindns telepekre kanamicinnel szelektaltam,
majd a kivalasztott koldnidkat nem-szelektiv tapoldatban novesztettem fel. A masodlagos
rekombinansokra 3% szukroz tartalmd PCA lemezeken szelektadltam. A szukrdz rezisztens, de

kanamicinre érzékeny koldnidk genotipusat PCR-rel és szekvenadldssal ellenériztem.

5.4.16. PONTMUTANSOK KESZITESE

A mutagenizadlandd fragmentet pBluescriptSK+ vektorba épitettem, majd a Stratagene
QuikChange XL kitet hasznaltam a mutans klonok létrehozasahoz. Az 50ul végtérfogatu
reakcidelegy a kovetkezé komponenseket tartalmazta: 20ng templat DNS, 200uM dNTP-t, 10x
PfuUltra puffert, valamint a megfelel6 mutaciét hordozé primer parok tagjaibdl 125-125ng-ot.
Az amplifikaciét 2,5U PfuUltra HF DNS polimerdzzal végeztem, a kovetkez6 program alapjan: 30
masodperc 95°C-os kezdeti denaturaciot kévetéden a 30 mdasodperc 95°C, 1 perc 55°C, 6 perc
72°C lépéseket 16-szor ismételtettem meg. A templat plazmidokat a reakcidéelegyekhez adott
10U/ul Dpnl enzimmel emésztettem 1 6ran at 37°C-on, ezt kévetSen E. coli XL1-Blue MRF’

torzsbe transzformaltam. A kész konstrukciokat szekvenalassal ellenGriztem.
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A mutacié eredményeként megjelené6 aminosavakat kodold tripletek félkovér betdtipussal

vannak jeldlve.

A mutagenezishez hasznalt oligonukleotidok

Név Szekvencia (5'—3’)
oC54Af GCTGCTTTTCTCGATCGCCGCCCGCGCCCAAGCCG
oC54Ar CGGCTTGGGCGCGGGCGGCGATCGAGCAAAGCAGC
0C378Af GGCGATCGATCCCGCCGTGGCCTTCAAGC
0C378Ar GCTTGAAGGCCACGGCGGGATCGATCGCC
oF51Cf CCGCTCGTCTGCCGCTGCTTTGCTCGATCTGTGCCC
oF51Cr GGGCACAGATCGAGCAAAGCAGCGGCAGACGAGCGG
oF381cf CGATCCCTGCGTGGCCTGCAAGCTCACCTGTAAAAGC
oF381Cr GCTTTTACAGGTGAGCTTGCAGGCCACGCAGGGATCG
OF51CC54Af GCTGCTTTGCTCGATCGCCGCCCGCGCCCAAGCCG
OF51CC54Ar CGGCTTGGGCGCGGGCGGCGATCGAGCAAAGCAGC
0C378AF381Cf CGATCCCGCCGTGGCCTGCAAGCTCACCTGTAAAAGC
0C378AF381Cf GCTTTTACAGGTGAGCTTGCAGGCCACGGCGGGATCG

5.5. MEMBRAN ES SZOLUBILIS SEJTFRAKCIOK IZOLALASA

5.5.1. SEJTEK FELTARASA SZONIKALASSAL

A 60ml, Hypo-Vial livegekben feln6tt sejteket 7000rpm-en centrifugaltam, 4°C-on, 10
percig, ezt kovetéen 1ml 20mM kalium-foszfat pufferben (pH=7,00) szuszpenddltam fel az
Uledéket. A sejteket szonikaldssal tartam fel (Bandelin Sonopuls (Berlin, Germany) HD3100
ultrasonic homogenizer; 85%-os amplitudd, 6 szonikdldsi ciklus, 1 ciklus id6tartama: 15

masodperc). A szonikalas utani szuszpenziét 7000 rpm-en centrifugaltam 4°C-on, 10 percig. Az
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Eppendorf cs6é aljan 6sszegydilt ,,csapadékot”, amely a fel nem tart sejteket és a sejtekbdl
kiszabaduld kénkristdlyokat tartalmazza, elvalasztottam a fellilisz6tdl és mint “sejtkivonat”

dolgoztam vele tovabb.

5.5.2. MEMBRAN- ES SZOLUBILIS FRAKCIO ELVALASZTASA
ULTRACENTRIFUGAVAL

A sejttormelékt6l elvdlasztott sejtkivonat Sorvall WX Ultra Series 90 tipusu
ultracentrifugaval (paraméterek: T-1270 tipusu rotor; 38 000rpm, 4°C, 1,5 éra) centrifugaltam. A
kialakult felliliszé frakcid eltdvolitdsa utan a killepedett membran frakciét 1ml 20mM kalium-

foszfat pufferben (pH = 7,00) szuszpendaltam fel.

5.6. FEHERJEMUNKAK

5.6.1. DENATURALO POLIAKRILAMID GELELEKTROFOREZIS (SDS-PAGE)

A fehérjemintdk analiziséhez 1,5mm vastag 12%-os denaturdld poliakrilamid gélt
haszndltam, amely egy szepardlo, és egy fels6, tomorité gélbdl allt. A mintakat 4xSDS-felvivd
pufferben 10 percig 95°C-on inkubdltam, a futtatds TGS (TRIS-glicin-EDTA) pufferben tortént
120V-on, 2 6ran keresztil. A géleket futtatas utan Western hibridizacids kisérletben hasznaltam
tovabb.

A denaturdlé gélelektroforézishez hasznalt oldatok, gélek osszetétele:
Szeparalo gél: 4,9ml H,0, 6ml 30% akrilamid (akrilamid-biszakrilamid: 29:1), 3,8ml 1,5M-
os TRIS puffer (pH = 8,80), 0,15ml 10% SDS, 0,15ml 10% APS és 6ul TEMED
Tomorits gél: 0,5ml 30% akrilamid, 380ul 1,5M TRIS (pH = 6,80), 30l 10% SDS, 30ul 10%
APS, 3ul TEMED és végiil desztillalt vizzel 3ml-re egészitettem ki az elegyet
TGS puffer: 25mM TRIS, 192mM glicin, 0,1% SDS pH = 8,30
4-szeres felvivé puffer: 100mM TRIS/HCI (pH = 6,80), 200mM DTT, 4% SDS, 0,2%

bromfenolkék, 20% glicerin

42



5.6.2. FEHERJE MENNYISEGI MERESE LOWRY MODSZERREL (MICRO-
LOWRY MODSZER)

A fehérjéket trikldrecetsavval (TCA-val) vald kicsapas utan 800ul 0,25M NaOH-ban
oldottam fel, majd a C reagensbdl 300ul-t adtam a fehérje oldathoz és keverés utan 15 percig
szobahdn tartottam. Ezutan 100ul 72%-os Folin reagenst adtam hozza. 30 perc inkubalds utan
750nm-en mértem az oldat fényelnyelést fotométerrel (BIORAD SmartSpec 3000).

Az ismeretlen mintdk koncentraciéjat borju szérum albuminbdl készitett kalibracids
egyenes alapjan dllapitottam meg (Yeang 1998).

A micro-Lowry mdédszerhez hasznalt oldat:
C reagens: 6%-0s natrium-karbonat és 15%-o0s réz-szulfat, 3% natrium-citrat keverék 50:1

aranyu elegye

5.6.3. WESTERN HIBRIDIZACIO

A kisérletekhez sejtextraktumokat (Lasd: 5.5.1.) haszndltam, melyek 06sszfehérje
tartalmdanak meghatarozasa a fentiekben részletezett médon tortént (Lasd: 5.5.3.). A Western
hibridizaciés kisérletekben 100ug-nyi Osszfehérjét tartalmazé mintdkat hasznaltam. Az egyes
mintakban |évé fehérjéket 12% SDS-PAGE-sel vdlasztottam el (Lasd: 5.6.1.), majd nitrocelluléz
membranra (AmershamTM HybondTM-ECL) blottoltam Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophorethic
Transfer Cell (Bio-Rad) készilék segitségével (15 perc, 25mV; Lonza ProSieve EX transfer buffer)
A membrant ezutdn 1 6ran at blokkold oldatban tartottam, ezzel megakadadlyozva a nem-
specifikus fehérjék kot6dését. StrepTagll elleni ellenanyagot haszndltam 1:10 000 higitasban,
PBST pufferben. A detektalds sordn a membrant 1 percig inkubaltam az “enhancer” és peroxid 1-
1ml-es elegyével (Pierce, SuperSignal West Pico Rabbit IgG Detection Kit), majd a
kemilumineszcens jelet autoradiografidsan detektdltam (GE Healthcare Limited, Amersham
Hyperfilm ECC).

A Wesern hibridizaciéhoz hasznalt oldatok:
PBST puffer: 118mM NaCl, 4mM KH2PQOs, 16mM NazHPO4, 0,1% Tween 20, pH = 7,40

Blokkolo6 oldat: 5%-os alacsony zsirtartalmu tejpor feloldva PBST pufferben
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5.7. ANALITIKAI MODSZEREK

5.7.1. IN VIVO HIDROGENTERMELES-MERES

A baktérium torzseket 60ml, 5uM NiCl; tartalma PC tapoldatban vagy nitrogénfixalé NC
tdpoldatban (lasd 5.2.2.), 125ml-es Hypo-Vial Uvegekbe oltottam le, nitrogén gdzzal
anaerobizdltam a lezart lvegeket, majd fényen valdé novesztést kdvetben a gdztérbdsl 200ul
mintat vettem ki Hamilton fecskendGvel és gazkromatografba fecskendeztem. A baktérium
torzseket tartalmazd lvegek légterébdl vett mintdk hidrogén tartalmat hévezetéképességi

detektorral mértem (Agilent 6890, MolSieve 5 kolonna, TCD detektor).

5.7.2. IN VITRO HIDROGENFELVEVO AKTIVITASMERES

Az enzimek hidrogénfelvevd aktivitas-valtozasanak vizsgalatdhoz a T. roseopersicina
sejtkulturakat anaerob koridlmények kozott, megemelt nikkel, és a Hup hidrogendz esetében
lecsokkentett (a standard 4g/l helyett 2g/l) tioszulfat tartalmu, Pfennig-féle tapoldatban
novesztettem (Maroti 2010). 1mg Osszfehérjét tartalmazd sejtkivonaton végeztem a méréseket,
mesterséges elektronakceptor (benzil-viologén) jelenlétében. A spektrofotometrias
vizsgdlatokhoz hasznalt kiivettdkban az egyes torzsekbdl szarmazd sejtkivonat megfelel6
mennyiségét (ami 1mg Osszfehérjét tartalmazott) 20mM kalium-foszfat pufferrel (pH = 7,00)
egészitettem ki 2ml-re, majd 40ul 40mM benzil-viologén oldatot adtam a reakcidéelegyhez. A
klvettak lezarasa utan a mintakat 5 percig nitrogén gazzal, majd ujabb 5 percig 100% hidrogén
gazzal oOblitettem, majd a spektrofotométerben 60°C-on inkubdltam. A hidrogenaz enzim
aktivitasa miatt a benzil-viologén redukalédik és a reakcidelegy kék szinlivé valtozik, melyet igy
a hasznalt redox festék elnyelési hulldmhosszan 600nm-en lehetett nyomon kévetni. Az
abszorbancia id6 szerinti derivaltja megadja, hogy adott id6 alatt mennyi benzil-vilogént tudott
elredukalni a rendszer, ez pedig ardnyos a hidrogén oxidacid kinetikajaval (Bagyinka 1982).

A R. eutropha torzs hidrogenazanak in vitro aktivitasmérése annyiban kiilonb6zott az
el6z6t61, hogy mesterséges elektronakceptorként metilénkéket hasznaltam. A reakcidelegyhez

40ul 70mM redox festéket adtam, mely oxidalt allapotban kék szinl és redukcidja soran
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elszintelenedik. A reakciét 37°C-on mértem, a festéknek megfelel6 570nm elnyelési

hulldmhosszon.

5.7.3. IN VITRO NITROGENAZ AKTIVITASMERES

A nitrogenaz aktivitasmérésekhez acetilén redukcids moddszert (Stewart 1967)
haszndltam. A méréseket NC tapoldatban novesztett sejtkultirdkon végeztem. A 60ml sejtet
tartalmazé Hypo-Vial Uvegeket (125ml) argonnal anaerobizadltam, majd a kulturak légterébe
acetilén (a gaz fazis kb. 13%-a) gdzt jutattam. Fényen torténd inkubdciét (4 ora) kovetben, a
Hypo-Vial Uvegek gdazterébdl 100ul gazt fecskendeztem a gdzkromatografba. Az acetilén és
etilén kilonvalasztdsat és mennyiségi analizisét Shimadzu GC-2010 tipusu gazkromatografon

végeztem (HP-PlotQ, TCD detektor).

5.7.4. TIOSZULFAT TARTALOM MEGHATAROZASA

A kultarabdl kivett 1ml mintdt 22 500xg-n 15 percig centrifugaltam, ezutan a felliluszot,
desztilldlt vizzel szdzszorosara higitottam. Az igy kapott oldatnak mértem a tioszulfat
koncentracidjat BioRad SmartSpec Plus spektrofotométeren, 230nm hulldmhosszon, kvarc
kiivettdban. Kalibraciés sorozatot készitettem, és 4-16mM tioszulfat tartalmu higitdsi sor

alapjan szamoltam a tdpoldatban a visszamaradt tioszulfat mennyiségét (Maréti 2010b).

5.7.5. SZERVESSAV-TARTALOM MEGHATAROZAS

A fermentacié sordan a tdpoldatban maradt szerves savak mennyiségének
meghatdrozasat Hitachi La-Chrom Elite folyadék kromatograf segitségével végeztem. A
célkomponensek elvalasztasa ICSep ICE-COREGEL 64H kolonnaval (300mm x 7,8mm x 10um),
0,01N H»S04 mozgé fazissal, 0.8ml/perc dramlasi sebesség alkalmazasaval tortént. A kolonnatér
hémérséklete 50°C-os az Rl detektor 41°C-os volt. A kulturabol fecskenddvel kivett 500ul
mintakat 13 000rpm-en centrifugaltam 10 percig. Az automata mintaadagold segitségével a
felliluszébdl 50pul-t injektaltam. A célkomponensek a kromataografia soran alapvonalig elvaltak
egymastdl és a hattérkomponensektdl, kivétel a tejsav és a borostyankGsav, de ezek 1 mintaban

sem szubsztratként sem termékként nem fordultak elé.
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EREDMENYEK ES KIERTEKELESUK

6.1. A HupK ES A HoxV KISEGITO FEHERJEK HETEROLOG
EXPRESSZIOJA

A T. roseopersicina-ban |évé HupK és a R. eutropha-ban |év6é HoxV kisegité fehérjék
szekvencidi hasonldak, els6dleges szerkezetiik 33%-ban megegyez6 és 44%-ban hasonld
aminosavakbdl épul fel. A HoxV részletes vizsgalata R. eutropha-ban kimutatta, hogy kozvetit6
szerepet jatszik a membrankotott hidrogenaz (MBH) aktiv centrumanak érésében, a Fe(CN).CO
csoportot juttatja a nagy alegységhez (Ludwig 2009), mig a szolubilis hidrogenaz érésében nincs
szerepe. A szakirodalomban szdmos tanulmanyt taldlunk, melyek a kisegité fehérjék mutdcidja
okozta specifikus vagy pleiotrop hatasokrdl szamolnak be (Bernhard 1996, Dernedde 1996,
Casalot 2001, Blokesch 2002). Azonban hasznos informacidkat szerezhetiink az aktiv [NiFe]
hidrogendazok érési folyamatainak speficitdsardl, ha a kisegité fehérjék heteroldg expresszidjat
vizsgaljuk. Heterolég komplementacios kisérletet végeztem, hogy kideriljon, vajon a HupK és a
HoxV funkcionalisan konzervaltak-e annyira, hogy képesek legyenek egymadst helyettesiteni a

klénb6z6 hidrogenazok érési folyamataiban.

6.1.1. HETEROLOG KOMPLEMENTACIO HupK FEHERJEVEL

Annak érdekében, hogy a T. roseopersicina HupK fehérje R. eutropha-ban kifejez6djon, a
hupK gént, sajat promoterével egyltt a pHRP309 expresszids vektorba (Parales 1993)
épitettem. Az igy létrejott pTRK plazmid konstrukcidt konjugaldssal, egy szolubilis hidrogenazra
és hoxV génre mutdns R. eutropha torzsbe, a HF541-be juttattam be. Ezt a térzset HF541HK-nak
neveztem el. Mivel a HF541 nem expresszal szolubilis hidrogenazt és nincs érett
membrankotott hidrogenaza, ezért ezt a torzset negativ kontrollként hasznaltam. A R. eutropha
HF388-bdl csak a szolubilis hidrogenaz génjei vannak eltavolitva, ezért ennek hidrogenaz
aktivitdsat (ami csak a membrankotott hidrogendzbdl szarmazik) vettem 100%-nak, pozitiv

kontrollnak.
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Mértem a HF541HK HupK-t expresszald R. eutropha in vitro hidrogénfelvevé hidrogenaz
aktivitasat, hogy kideriiljon, képes-e egylttmdkoédni a sejt sajat érési fehérjéivel.
Osszehasonlitva a HF541HK in vitro hidrogendz aktivitisdt a pozitiv kontrolléval azt

tapasztaltam, hogy a hoxV mutaciot teljesen helyreallitotta a HupK fehérje (6. dbra).
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6. abra: A T. roseopersicina hupK génnel komplementalt R. eutropha in vitro
hidrogénfelvevd aktivitasa

Az értékek szazalékos értékek, a pozitiv kontrollhoz viszonyitva.
HF541: negativ kontroll, szolubilis hidrogenaz és hoxV mutans toérzs; HF388: pozitiv kontroll,
szolubilis hidrogenaz mutdns torzs; HF541HK: heterolég komplementalt minta, szolubilis
hidrogenaz és hoxV mutans torzs, hupK génnel komplementalva

6.1.2. HETEROLOG KOMPLEMENTACIO HoxV FEHERJEVEL

A HoxV kisegit6 fehérje mikodGképességét is vizsgadltam T. roseopersicina-ban. Mivel a
R. eutropha csak egyféle, Hup-tipusu membrankotott hidrogendzzal rendelkezik, felmeriilt a
kérdés, hogy a HoxV mind a Hup, mind a Hyn bioszintézisében részt vesz-e, vagy esetleg
szelektiv valamelyikre.

A hupK mutacié komplementdldsdhoz egy olyan plazmid konstrukciét készitettem (pREV),
amely pDSK5crt-Km vektoron a hoxV gén expresszidjat a T. roseopersicina karotenoid
promotere (crtD) szabalyozza (Fodor 2004). A karotenoid (crt) promdter anaerob korilmények
kozott konstitutivan fejez6dik ki, megfeleléen er6s promodter T. roseopersicina sejtekben
(Kovacs 2003). Ezt a pREV nev(i plazmidot kétféle T. roseopersicina mutdns toérzsbe juttattam

be, attél figgben, hogy melyik hidrogendz aktivitasat akartam mérni. Mindkét enzim
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aktivitasméréséhez benzil-viologént hasznaltam, mesterséges elektronakceptorként. A Hyn
hidrogenaz esetében egy hupK mutdns torzsbe (DHKW426) konjugaltam be a pREV vektort,
|étrehozva a DHKW426HV torzset (1. tdblazat). Mivel ez a torzs expresszdlja mindkét
membrankotott hidrogenazt, ezért h6vel (80°C) inaktivaltam a h6érzékeny Hup enzimet, majd a
membranfrakcién szelektiven tudtam mérni a Hyn in vitro hidrogén-oxidald aktivitasat. Ebben a
kisérletben is a recipiens torzset, a DHKW426-ot hasznaltam negativ kontrollnak. A pozitiv
kontroll (W400), a DHKW426 komplementalva a hupK génnel (pB6HupK), melynek aktivitasat
100%-nak vettem. A heterolég mdodon kifejezett HoxV fehérje képes volt komplementdlni a
hupK mutdciot, és helyreadllitani a Hyn hidrogenaz in vitro aktivitdsat a DHKW426HV torzsben (7.

abra).

140

[y
[
o

=Y
(=]
[=]

80

Relativ hidrogenaz
aktivitas (%)

40
20 I
. F 1

DHKW426 W400 DHKW426HV

7. abra: A R. eutropha hoxV génnel komplementalt T. roseopersicina Hyn hidrogenazanak
in vitro hidrogénfelvevé aktivitasa

Az értékek szazalékos értékek, a pozitiv kontrollhoz viszonyitva.
DHKWA426: negativ kontroll, hupK mutans térzs; W400: pozitiv kontroll, homoldg
komplementdlt DHKW426; DHKW426HV: heterolég komplementalt minta, DHKW426 t6rzs
hoxV génnel komplementalva

Ahhoz, hogy a Hup hidrogenaz aktivitasat szelektiven tudjam mérni, a hupK gént
eltavolitottam a Hyn és Hox1 dupla mutans (GB1131) torzs genomjabdl, egy leolvasasi keretet
nem sért6 deléciés mutagenezissel. Az igy létrejott DHK13 torzset hasznaltam negativ
kontrollként, mely 6% Hup hidrogenaz aktivitast mutatott a GB1131 (AhynSL, Ahox1H) t6rzshoz
képest (8. dbra). A DHK13 komplementdladsa a vad tipusu HupK fehérjével (DHK13W) teljesen,

95%-ra visszaallitotta a Hup aktivitasat (1. tablazat).
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8. abra: A Hup hidrogenaz in vitro hidrogénfelvevé aktivitasa

Az értékek szazalékos értékek, a pozitiv kontrollhoz viszonyitva.
GB1131.: pozitiv kontroll; Hyn és Hox1 mutans torzs; DHK13: negativ kontroll; Hyn, Hox1 és
hupK mutdns torzs; DHK13W: DHK13 torzs hupK-val komplementdlva

A tovabbiakban a DHK13W nev(i torzset hasznaltam pozitiv kontrollként és relativ
aktivitdasdt 100%-nak vettem. A DHK13 torzsbe bejuttatva a pREV vektort, létrehoztam a
DHK13HV torzset (1. tablazat). Mérve az aktivitdsat, azt kaptam, hogy a Hup hidrogenaz

aktivitasa a pozitiv kontrolléval kdzel azonos volt (9. 4bra).
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9. abra: A R. eutropha hoxV génnel komplementalt T. roseopersicina Hup hidrogenazanak
in vitro hidrogénfelvevé aktivitasa

Az értékek szazalékos értékek, a pozitiv kontrollhoz viszonyitva.
DHK13: negativ kontroll, Hyn, Hox1 és hupK mutans térzs; DHK13W: pozitiv kontroll,
homoldég komplementalt DHK13; DHK13HV: heteroldg komplementalt minta, DHK13 torzs
hoxV génnel komplementalva
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A R. eutropha-ban a szolubilis hidrogenaz mellett csak egy, Hup-tipusi membrankotott
hidrogenaz taldlhaté, melynek érésében a HoxV nélkilozhetetlen szerepet jatszik (Bernhard
1996). Azonban az in vitro hidrogénfelvevé aktivitdsok egyértelmd bizonyitékokkal szolgaltak,
hogy a R. eutropha-bél szdrmazé HoxV fehérje részt tud venni nemcsak a Hup, hanem a Hyn
hidrogenaz érésében is T. roseopersicina-ban. Tehat elmondhatd, hogy a heterolég HoxV
pleiotrop kisegité elemként mikodott kdzre a T. roseopersicina membrankotott [NiFe]

hidrogenazainak érésében.

1. Tablazat: A heterolég komplementacio soran elkésziilt vektorok és torzsek
Torzsek Genotipus Referencia

Thiocapsa roseopersicina

DHKW426HV PREV plazmid a DHKW426 t6rzsben Ez a munka
DHK13 AhupK, AhynSL, Ahox1H Ez a munka
DHK13W pB6HuUpK plazmid a DHK13 torzsben Ez a munka
DHK13HV pPREV plazmid a DHK13 torzsben Ez a munka
Ralstonia eutropha
HF541HK pTRK a HF541 torzsben Ez a munka
Vektorok Genotipus Referencia
pREV hoxV gén a pDSK5crt-Km vektorban Ez a munka
PTRK hupK gén a pHRP309 vektorban Ez a munka

6.2. A HupK FEHERJEBEN LEVO KONZERVALT
AMINOSAVAK AZONOSITASA

A D. gigas membrankotott [NiFe] hidrogenaz kristalyszerkezetének elemzése kideritette,

hogy négy konzervdlt cisztein jatszik nélkilozhetetlen szerepet a nagy alegység aktiv
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centrumanak koordinalasaban (Volbeda 1995). Ezek az aminosavak egy-egy CXXC motivumban
helyezkednek el a C- és az N-terminadlis kozelében. A T. roseopersicina Hup hidrogendzanak,
valamint a R. eutropha MBH nagy alegységeinek, és a HupK (valamint a vele homolég HoxV
fehérje) aminosavsorrendjének 6sszehasonlitasakor megfigyeltem, hogy a fent emlitett négybdl
csak két cisztein taldlhatd meg a vizsgalt kisegité fehérjékben. Ez a két cisztein az 54-es és a
378-as pozicidban helyezkedik el. A masik két ciszteint fenil-alanin helyettesiti a HupK 51-es és a
381-es pozicidiban, mig a R. eutropha HoxV fehérje 381-nek megfelelé pozicidéjdban tirozin

talalhato (10. abra).

51 54
T.r. HupK —P_SAFVGRSPHETF\ARLPLLFSICRRAQP.GACAGRFEQASGWVASPIIRGRREMIF\AET 90
R.e. HoxV ~-ERLLRGRPGEAAPHLLPRLFALCGEAHGVTAALAVNAARLGRVAAPE PALFR--RLAHET 86
T.r. HupL LEVILRGRDPRDAWAFTERI CGVCTGTHALTSVRAVEDALGI PIPENANSIRNIMHVTLY 114
R.e. HoxG ¥S IFMKGKDPRDSHFITSRICGICGDNHE—\TCSVYRQND@&YGVKPPPIADWI INLGERAEY 120
378 381

T.r. HupK AELL--ITAIDPCVAFKLTCKSAT---——————mmmmm e e 389

R.e. HoxV IGIL--VAARYDPCVPY TVEFAESLGDTVHA--———————-——~ 383

T.r. HupL LEILRTLHSFDPCLRCF\THIMGPDGEELTRIKVR ————————— 596

R.e. HoxG 1DIMRAVRSFDPCLPCGVHMYVGNGKTIEQSHSPTFGVMAGAH 603

10. abra: A konzervalt helyzet(i aminosavak elhelyezkedése

T.r.: Thiocapsa roseopersicina; R.e.: Ralstonia eutropha
HupL: Hup hidrogendaz nagy alegysége; HoxG: MBH nagy alegysége
Az illesztett szekvenciadk felett lathaté szamok a Tr HupK-ban taldlhatd konzervalt
ciszteinekre és fenil-alaninekre vonatkoznak.

6.3. A CISZTEIN-MUTANS HupK FEHERJEK HATASA A Hup
HIDROGENAZ AKTIVITASARA

A HupK fehérjében talalhatd konzervalt aminosavak szerepének vizsgalatat pontmutansok
létrehozasaval végeztem. Az irdnyitott mutagenezissel Iétrehozott aminosav cserék hatdsat a Hup
hidrogenaz aktivitasan keresztiil ellen6riztem. A vizsgalat targyat képezd cisztein egy hidrofil
tulajdonsagokkal rendelkez6 aminosav, amely enzimekben tiol oldallanca révén fém kofaktorok

megkotésére képe. Ahhoz, hogy vizsgalni tudjam a cisztein hidnyat, egy teljesen mas karakter(
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aminosavra kellett lecserélnem. Ezért esett a valasztas az alaninra, hiszen hidroféb oldallanca
nem alkalmas a fémion megkotésére, ezdltal nem tudja betoélteni a cisztein szerepét.

Az iranyitott mutagenezishez kiindulépontként szolgdlé vektor a pB6HupK, tartalmazza
a hupK gént és a promoterét, valamint T. roseopersicina-ban és E. coli-ban is képes replikalddni.
Err6l a konstrukciérdl kifejez6d6 enzim egyuttal a vad tipusu pozitiv kontrollt is jelentette. A
mutagenezis eredményeképpen sikerilt az 54-es és a 378-as pozicidban levé ciszteineket
kodold tripleteket egyesével alanint meghatdrozd nukletidokra cserélni. A pontmutacidkat
hordozé plazmidokat a kdvetkez6képpen neveztem el: pMC54A és pMC378A, jelezve, hogy a
plazmidrél kifejez6d6 HupK kisegit6 fehérjében mely poziciéban |évé ciszteinek helyett fog
alanin beépilni a fehérje szintézise soradn (2. tdblazat). Ezeket a konstrukcidkat a mar fentebb
jellemzett DHK13 T. roseopersicina torzsbe konjugdltam, amely alkalmas arra, hogy szelektiven
mérjem a Hup hidrogenaz molekularis hidrogén-oxidald aktivitasat. A mutaciét hordozé HupK
fehérjét kifejez6 T. roseopersicina torzseket a kovetkezGképpen neveztem el (2. tablazat): C54A

és C378A (utalva a megfelel6 aminosavcserére).

Cys £33
.".. Cys 530
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11. abra: A D. gigas [NiFe] hidrogenazanak aktiv centruma (Li 2010)

A HupK-ban |év6 54-es cisztein a D. gigas [NiFe] hidrogenazanak a nikkel- és vas- ionhoz
is kapcsolddo Cys68-as aminosavanak felel meg(11. abra) (Volbeda 1995). Abban az esetben, ha
ezt a Cys54-et alaninra cseréltem (HupK C54A mutans torzs, 2. tablazat), jelentés mértékd
aktivitascsokkenést tapasztaltam, a Hup hidrogénfelvevd aktivitdsdnak 96%-a elveszett (12.
abra). Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy az 54-es ciszteinnek donté jelent&ségd

szerepe lehet a HupK érésben betoltott miikodése soran.
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12. abra: A Hup hidrogenaz in vitro hidrogénfelvevé aktivitasa a HupK mutans torzsekben

Az értékek szazalékos értékek, a pozitiv kontrollhoz viszonyitva.
Az oszlopok felett |év6 szovegdobozok a vizsgalt aminosavakat jel6lik. Az iranyitott
mutagenezissel kicserélt aminosavak vastagabb bet(ikkel vannak jel6lve.

Annak érdekében, hogy igazoljam, hogy a HupK C54A torzsnél tapasztalt
aktivitascsokkenés valdban az aminosavcsere kovetkezménye és nem a HupK csokkent
proteolitikus stabilitdsa all a hattérben, Western-blot kisérleteket végeztem. A rekombindns
HupK-StrepTagll fuaziés fehérje mennyiségét StrepTagll elleni poliklonalis ellenanyaggal
kovettem nyomon. A 13.A 3abrdn lathaté, hogy a C54A HupK-nak megfelel6 fehérjesav
intenzitasa nagyjabdl a fele a pozitiv kontrollbdl szarmazé vad tipusu HupK fehérjének. Ebbél
azt a kovetkeztetést vontam le, hogy a HupK C54A mutans torzs drasztikus aktivitasesése csak
részben tulajdonithaté a C54A HupK fehérje lecsokkent mennyiségének. Mivel az alanint kédolé
kodon kivalasztasanadl figyelembe vettem a T. roseopersicina kodon preferencidjat, ezért nem
valdszinl, hogy a transzlacio korai befejez6dése miatt latunk kevesebb fehérjét. Ezért valdszind,
hogy az aminosavcserének koszonhet6éen a C54A HupK fehérje proteolitikus instabilitdsa
megndtt, ami szintén hozzajarulhatott a C54A HupK mutdns aktivitdas csokkenéséhez. Azaz

ebbdl a kisérleti elrendezésbbl nem lehet teljesen szdmszerdsiteni a mutdcié HupK aktivitasara
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vonatkozo hatasat, de ez azon a tényen nem valtoztat, hogy a HupK fehérje 54-es pozicidjaban
[évé Cys aminosava dont6 fontossagu. Mutacidja hatassal van a HupK fehérjének az érésben
betoltott szerpére és maganak a HupK fehérjének a stabilitdsara is.

A hidrogénfelvevé aktivitds nem valtozott szamottev6en a HupK C378A toérzsben,
amelyben a D. gigas [NiFe] hidrogenazanak Cys530-nak megfeleld ciszteint cseréltem alaninra.
A Hup —a DHK13W, pozitiv kontrollhoz képest mutatott - 95%-0s aktivitasa jelzi (12. abra), hogy
a HupK C-termindlisan Iév§ ciszteinnek nincs jelent6sége a Hup hidrogenaz érésében. Ez az
eredmény is megerdsiti azt a hipotézisemet, hogy a HupK kisegit6 fehérje a [NiFe] aktivcentrum
kialakitdsaban, a vas beépitésében jatszik szerepet. Ugyanis a D. gigas [NiFe] hidrogendzanak
530-as pozicidban lévé ciszteinje csak a nikkelhez kapcsolddik (11. dbra).

A [NiFe] nagy alegységben Iév6 tovabbi két ciszteint, melyekbdl egyik csak a nikkelhez,
masik mindkét fémionhoz kapcsolédik, a T. roseopersicina HupK fehérjében fenil-alaninok
helyettesitenek az 51-es és a 381-es poziciokban. A HupK F51C/C54A/C378A/F381C mutans
torzs (2. tablazat) létrehozasaval az volt a célom, hogy kideritsem, vajon a Cys54 és a Cys378
aminosavak funkcidjat a Cys51 és a Cys381 aminosavak at tudjdk-e venni. A tetra-hupK mutans
torzs 28%-os hidrogénfelvevé aktivitdsa azt jelzi, hogy a Cys51 és a Cys381 nem képes

végrehajtani a Cys54 és a Cys378 feladatat a Hup hidrogenaz érésében (12. dbra).

DHK13W  C54A  F51C/C54A DHKI3W F51C DHK13W DHK13W F51C/F381C
(A) ®) © D)

13. dbra: Az aminosavcserét tartalmazo HupK fehérjék Western-hibridizacids képe

A DHK13W torzsben kifejez6d6 vad tipusu HupK fehérje szolgalt pozitiv kontrollként.

Az 54-es cisztein szerepének mélyebb megismerése érdekében tovabbi két mutdns
torzset készitettem szintén irdnyitott mutagenezis mddszerrel. Ezekben a mutansokban a
ciszteint az 54-es poziciébdl athelyeztem az 51-es (HupK F51C/C54A) pozicidba és a 381-es
fenilalanint ciszteinre cseréltem (HupK C54A/F381C) (2. tablazat). Egyik dupla mutans torzs

aktivitdsa sem érte el a DHK13W aktivitdsdnak 20%-at (12. abra). Ezek az eredmények azt
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bizonyitjdk, hogy sem az 5l1-es, sem a 381l-es pozicioban |évé cisztein nem képes
komplementdlni a Cys54 hianyat. A Western-hibridizacios kisérlet eredményeit 6sszehasonlitva,
a 13.A és 12. B d4bra alapjan elmondhatd, hogy a C54A és az F51A/C54A mutans aminosas
sorrendld fehérjék és pozitiv kontroll fehérje mennyiségének aranya hasonld. Ezek az
eredmények azt tamasztjak ala, hogy a Tr F51C/C54A/C378A/F381C torzs aktivitasesését féként
a Cys54 hidanya okozza. Az in vitro hidrogén felvev6 aktivitasmérések egyértelmilen azt

bizonyitjak, hogy a Cys54 szerepe nélkiilozhetetlen és pozicidja nem valtoztathatd meg.

2. Tablazat: A HupK fehérje irdnyitott mutagenezise soran elkésziilt vektorok és T.
roseopersicina torzsek

Vektorok Genotipus Referencia

PMC54A C54A pontmutécié a pB6HupK vektorban Ez a munka

oMC378A C378A pontmutdcié a pB6HupK Ez a munka
vektorban

F51C/C54A/C378A/F381C pontmutacidk Ez amunka

MF51C/C54A/C378A/F381C
. / / / a pB6HupK vektorban

oMF51C/C54A F51C/C54A pontmutaciok a pB6HupK 2 8 e
vektorban

OMC54A/F381C C54A/F381C pontmutaciok a pB6HupK T
vektorban

oMF51C/F381C F51C/F381C pontmutaciok a pB6HupK A e
vektorban

pMF51C F51C pontmutacié a pB6HupK vektorban Ez a munka

pMC378A/F381C C378A/F381C pontmutacidk a pB6HupK Ez a munka
vektorban

Torzsek Genotipus Referencia
C54A pMC54A plazmid a DHK13 toérzsben Ez a munka
C378A pMC378A plazmid a DHK13 térzsben Ez a munka
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pPMF51C/C54A/C378A/F381C plazmid a

F51C/C54A/C378A/F381C DHK13 térzsben Ez a munka

B pMF51C/C54:A plazmid a DHK13 S
torzsben

A pMC54A/F38}C plazmid a DHK13 I
torzsben

F51C/F381C pMF51C/F38%C plazmid a DHK13 Ez 2 munka
torzsben

F51C pMF51C plazmid a DHK13 torzsben Ez a munka

MC378A/F381C pl i DHK1
C378A/F381C e L 3 Ez a munka

torzsben

A NiFe hidrogendzok nagy alegységére jellemz6, N- és C-terminalison is megtaldlhato,
négyciszteines CXXC motivum felel6s az aktiv centrum koordindldasaért. A HupK fehérjében,
azonban a négybdl csak két cisztein helye konzervdlt, a masik kett6t fenil-alanin helyettesiti. A
Tr F51C/F381C mutans torzsben expresszalddé HupK fehérje tartalmazza a nagy alegységre
jellemz8 CXXC/CXXC szekvenciamintdazatot (2. tablazat). Ez a torzs a pozitiv kontrollhoz képest
42%-os aktivitast mutat (12. abra). Azonban a Tr F51C t6rzs aktivitasa, melyben a Tr F51C/F381C
torzshoz képest a 381-es pozicidban megmaradt a fenil-alanin, a pozitiv kontrolléval volt
megegyezd8. Western-hibridizacidval megvizsgalva ezen fehérjék mennyiségét, azt kaptam, hogy
a vad tipusu HupK-hoz képest az F51C HupK mennyisége egy kicsivel kevesebb volt, mig az
F51C/F381C HupK gyakorlatilag megegyezett vele (13.C és D abra). A kapott eredmények,
egyrészt magyarazhatoak azzal, hogy a 381-es helyen 1évé fenil-alaninnak kitlintetett szerepe
van a HupK m(kodése soran, masrészt a HupK fehérjében kialakitott négy cisztein tul erésen
koti a vasat ahhoz, hogy a Fe(CN)2CO csoport at tudjon jutni a HupK-rél a Hup hidrogenaz nagy
alegységére. Osszehasonlitva a Tr C378A és a Tr C378A/F381C térzsek aktivitasat, arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy a 381-es helyen Iévé fenil-alaninnak kitlintetett szerepe van a
HupK mikodése soran. Ugyanis a két mutans kozotti kiilonbség csak a 381-es pozicidban lévé
aminosavban van, azonban a Tr C378A/F381C kb. 25%-kal mutat kisebb aktivitast, mint a Tr
C378A. Ezt a megallapitast tdmasztja ald a Tr F51C és a Tr F51C/F381C mutans torzsek aktivitasa
is. Ebben az esetben azonban kb. 60%-0s aktivitas kilénbség volt mérhet6, ami magyarazhato

azzal, hogy a HupK fehérjében kialakitott négy cisztein (Tr F51C/F381C) valdszindleg tul erésen
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koti a vasat ahhoz, hogy a Fe(CN).CO csoport at tudjon jutni a HupK-rdl a Hup hidrogenaz nagy

alegységére.

6.4. FOTOFERMENTATIV HIDROGENTERMELES SZERVES
SZUBSZTRATOKBOL

A hidrogendz enzimeken kivil a nitrogendzok is fontos szerepet jatszanak a
hidrogéntermelésben. Mivel a T. roseopersicina rendelkezik a hidrogén metabolizmus mindkét
kulcsenzimével, ezért azon kevés mikroorganizmusok kozé tartozik, melyek alkalmasak a két
enzim ugyanazon fajon beliili 6sszehasonlitasara. Csoportunk korabbi kutatdsi eredményei
bizonyitjak, hogy a nitrogenaz jelentés mennyiségli hidrogéntermelésére képes, rovid id6 alatt.
Ezzel szemben a Hox1 hidrogenaz egy nagysagrenddel kevesebb hidrogént termel naponta,
viszont erre akar két héten keresztiil is képes. Osszességében tehat a két enzim &ltal termelt
hidrogén mennyisége 6sszevethetd (Kovacs 2006).

A fotoheterotrof baktériumok a szerves szubsztratok széles skalajat képesek felhasznalni
szén-, illetve nitrogénforrasként, ezek kozil azonban csak kevés alkalmas arra, hogy bel6lik
hidrogén termel6djon (Koku 2002). A sotét fermentdcid leggyakoribb végtermékeit; az
ecetsavat, a borostyank&savat, a pirosz6l6savat és a tejsavat valasztottam ki, hogy
megvizsgaljam, a T. roseopersicina képes-e metabolizdlni ezeket a szubsztratokat. A
kisérletekben alkalmazott szerves sav koncentracidkat szakirodalmi adatok és a T.
roseopersicina tlir6képessége alapjan hatdroztam meg. A T. roseopersicina szamara a tioszulfat
az els6dleges elektrondonor, mind az anaerob fotoszintézishez, mind pedig a
hidrogéntermeléshez (Laurinavichene 2007, Rakhely 2007). Arra voltam kivancsi, hogy az
els6dleges elektronforrason kivil a fent emlitett szerves savakat is tudja-e redukaldszerként
hasznalni a sejtosztédas és/vagy a hidrogén termelés soran. Tovabba, hogy a szerves savak
hogyan befolydsoljak a két enzim in vivo hidrogéntermelését.

Annak érdekében, hogy 6ssze tudjam hasonlitani a szerves savak Hox1 hidrogendzra és
nitrogendzra gyakorolt hatasat, két T. roseopersicina mutans torzset, az M539-et és a GB1121-

et hasznaltam.
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6.4.1. SZERVES SAVAK HATASA A Hox1 IN VIVO
HIDROGENTERMELESERE

A Hox1 hidrogenaz hidrogéntermelését a GB1121 T. roseopersicina torzs segitségével
tudtam nyomonkovetni. Ebben a mutansban a két membrankotott hidrogenaz strukturgénjei
(hynSL, hupSL) hidnyoznak, mig a masodik szolubilis hidrogenaz (Hox2), az alkalmazott
novesztési korulmények kozott, nem aktiv. llyenformdn a termelt hidrogén csak a Hox1l
mikddése soran keletkezhet.

Az alap, 16mM tioszulfatot tartalmazé PC tdpoldaton felndvesztett sejtek in vivo
hidrogéntermelését tekintettem kontrollnak. Ezt a tdpoldatot egészitetem ki kilonbdzé
mennyiségl ecetsavval (33mM, 66mM, 100mM), piroszélGsavval (22mM, 44mM, 66mM),
borostyank&savval (17mM, 34mM, 51mM) és tejsavval (11mM). A kilencedik napig megtermelt,

egy liter kulturara vonatkoztatott 6sszhidrogén mennyiségeket tiintettem fel a 14. dbran.

16
© 14
2 10
3
=
= 10
\C
@ 8 -
.
T 6
2
E 4
: | w1
0 | | | | Ea. Em | 1 | ll i K1
3 = = = = = = = = = =
= £ £ £ £ £ S S £ £ =
= ™ Qo o o~ < U] ™~ < — —
2 o © =} ~ < © — o a -
-
ecetsav piroszél&sav borostyankdsav | tejsav

14. abra: A Hox1 hidrogenaz altal termelt felhalmozédé hidrogén mennyisége, kiilonb6z6
szerves sav koncentracidk mellett

Kontroll: szerves sav mentes tapoldaton felndvesztett GB1121 hidrogéntermelése.
Az oszlopok a kilencedik napig megtermelt 6sszhidrogén mennyiségeket jeldlik, egy liter
kultdrara vonatkoztatva.

Az adatokbodl jél latszik, hogy nemcsak, hogy tobblet hidrogén nem keletkezett a szerves

savakkal valod kiegészités soran, de még a szubsztrat-mentes kontroll altal megtermelt hidrogén
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mennyiségét sem érték el. Ezek a nagyon alacsony értékek nem magyarazhatdak azzal, hogy a
sejtek nem tudtak szaporodni és igy a kevesebb biomassza kevesebb hidrogént termelt,
egységnyi térfogatra vonatkoztatva. Ugyanis az Osszfehérje mennyiségeket megmeérve, pont
ellenkezé eredményeket kaptam (az adatok nincsenek feltlintetve). Szerves savak jelenlétében
tobb biomassza keletkezett, mint a kontrollban. Tehat elmondhaté, hogy a GB1121 T.
roseopersicina torzs a kilonb6z6 szerves savakat a fotoheterotréof novekedéshez haszndlja fel,
mint szénforrdst, nem pedig a hidrogénképzéshez. Azt azonban meg kell jegyezni, hogy a Hox1
egy kétirdnyba m(ikédé hidrogenaz, nemcsak termeli, hanem vissza is veszi a hidrogént.
Valészind, hogy hatékonyabb hidrogéntermelés érheté el, ha a sejtkultura légterébél naponta

eltdvolitjuk a megtermelt hidrogént.

6.4.2. SZERVES SAVAK HATASA A NITROGENAZ IN VIVO
HIDROGENTERMELESERE

A nitrogendz enzim altali hidrogéntermelést az M539 T. roseopersicina torzsben
vizsgaltam, melyben a hypF gén transzpozonos mutagenezissel el lett roncsolva. A HypF az 6sszes
hidrogenaz éréséhez nélkilozhetetlen, pleiotrdp hatasu kisegité fehérje, tehat ebben a térzsben
egyik hidrogenaz enzim érése sem megy végbe (Fodor 2001). Nitrogénfixaldé koérilmények kdzott
(@ammonia nélkiil és elemi nitrogén jelenlétében) nevelve ezt a torzset, az in vivo keletkez6
hidrogén csak és kizardlag a nitrogenaztdl szarmazik.

A tapoldat kezdeti tioszulfat koncentracidjat lecsokkentettem 8 mM-ra, ill. 2 mM-ra és
vizsgdltam, hogy a hozzaadott szerves savak, kilénb6z6 kiindulasi koncentracidkban, milyen
hatdssal vannak a nitrogenaz hidrogéntermelésére. Szintén kontrollnak vettem a szerves sav
mentes, kilonb6z6 mennyiségl tioszulfatot (2 mM, 8 mM, 16 mM) tartalmazé NC tapoldaton
felnovesztett sejtek in vivo hidrogéntermelését. Ezt a tapoldatot egészitetem ki kilonbozé
mennyiségl ecetsavval (33 mM, 66 mM, 100 mM), pirosz6lGsavval (22 mM, 44 mM, 66 mM),
borostyankésavval (17 mM, 34 mM, 51 mM) és tejsavval (3,6 mM, 7,2 mM, 11 mM). A 15.
abran lathaté a kilencedik napig megtermelt, egy liter kultdrara vonatkoztatott dsszhidrogén

mennyiségek.
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Kivétel nélkil, mindegyik esetre elmondhatd, hogy a hozzaadott szerves sav (mindegyik
koncentracidban) jelentGs mértékben megnovelte a termelt hidrogén mennyiségét a

kontrollhoz képest, fliggetlendl a tioszulfat koncentraciétol.
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15. dbra: A nitrogenaz altal termelt felhalmozddé hidrogén mennyisége, kiillonb6z6
tioszulfat és szerves sav koncentraciok mellett

Kontroll: szerves sav mentes tapoldaton felndvesztett M539 hidrogéntermelése.
Az oszlopok a kilencedik napig megtermelt 6sszhidrogén mennyiségeket jelolik, egy liter
kultdrara vonatkoztatva.

Az ecetsav esetében lathaté, hogy a viszonylag alacsony, 33mM kezdeti ecetsav
koncentrdcio is elegendé volt ahhoz, hogy jelent6s mértékben megnodvelje a hidrogéntermels
aktivitast, mindegyik tioszulfat koncentraciéndl. A magasabb (66mM és 100mM) ecetsav
koncentraciok nem eredményeztek tobblet hidrogéntermelést. A tapoldatban visszamaradt
ecetsav mennyiségének meghatarozdsa ad magardzatot erre az eredményre. Ugyanis azt
kaptam, hogy a T. roseopersicina a kilencedik napig csak 33 mM ecetsavat volt képes a
tapkozeghbdl felvenni, még az ennél magasabb kiinduldsi ecetsav koncentracidk esetében is. A
tizennegyedik napig sem fogyott el a szerves szubsztrat teljes mennyisége.

2mM és 8mM tioszulfat mellett a pirosz6l6sav koncentracidjanak emelésével nétt a

megtermelt hidrogén mennyisége is, ez viszont nem volt megfigyelhet6 16mM tioszulfat esetén.
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A borostyankdsavval tortént kiegészités hatdsara ugyanaz a tendencia figyelhet6 meg az
in vivo hidrogéntermelésben, mint az ecetsav esetén. Azonban a megtermelt hidrogén
mennyisége egyik esetben sem éri el azt a szintet, amit az ecetsav hozzdaddsaval kaptam,
azonos tioszulfat koncentracidkat tekintve. Meg kell jegyezni, hogy sem a 44mM és 66mM
kezdeti pirosz6l6sav, sem a 34mM és 51mM kezdeti borostyank&sav teljes mennyisége nem
fogyott el, még a novesztés tizennegyedik napjara sem.

A 15. dbrdn az is jol latszik, hogy adott tioszulfat koncentracié mellett, ha emeltem a
tejsav kiinduldsi mennyiségét, akkor azzal parhuzamosan nétt a megtermelt hidrogén
mennyisége is. A szerves savak kozul egyediil a tejsav volt az, melyet a sejtek maradéktalanul
metabolizaltak, mar a kilencedik napra. A szerves savaknak az in vivo hidrogéntermelésre
gyakorolt hatasait 6sszehasonlitva megallapithatd, hogy a legmagasabb tioszulfat (16mM) és

tejsav (11mM) koncentraciok mellett mértem a legtébb hidrogént.

6.4.3. SZERVES SAVAK HATASA AZ M539 BIOMASSZA KEPZESERE ES
TIOSZULFAT FELHASZNALASARA

Annak érdekében, hogy kideritsem, hogy a szerves savakat az M539 torzs a
hidrogéntermelés mellett a sejtszaporodasahoz is fel tudja-e hasznalni, a kisérletek soran a
kultirdk sejtszdm valtozasat a teljes fehérje mennyiségének meghatdrozasaval kovettem
nyomon. Azért volt sziikség erre a mddszerre, mert a sejtekben felhalmozddd kén globulusok
befolyasoljak a sejtek fényelnyelését, igy az altaldanosan elterjedt optikai denzitds mérése nem
alkalmas a biomassza névekedés vizsgalatara.

A leoltdstdl szamitott 3., 6., 9. és 12. napon vett mintak, egy liter kulturara
vonatkoztatott teljes fehérje mennyiségét abrazolja a 16. abra. Altaldnossagban elmondhatd,
hogy alacsonyabb kiinduldsi tioszulfat koncentraciok mellett (2mM vagy 8mM), a sejtszam egyik
esetben sem, ha alternativ elektronforrasként nagy mennyiségl szerves sav allt a sejtek

rendelkezésére.
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16. abra: A szerves savak hatdsa az M539 kultura 6sszfehérje mennyiségére, kiilo6nb6z6
tioszulfat koncentraciok mellett

A: ecetsav, B: tejsav, C: pirosz6l6sav, D: borostyankdGsav.
Kontroll: szerves sav mentes tapoldaton felndvesztett M539 teljes fehérje mennyisége.
Az inkubcids id6 nulladik napjan tortént a leoltas.

Az is megallapithatd, hogy az ecetsavat (16.A abra), a pirosz6lésavat (16.C abra), és a

tejsavat (16.B abra) 2mM és 8mM tioszulfaton volt képes a T. roseopersicina a fotoheterotrof

novekedéséhez felhasznalni. Az alacsonyabb tioszulfat mennyiségeknél a borostyank&sav (16.D

abra) nem befolyasolta a biomassza képzést, de belGle szdmottevé mennyiségl hidrogén

keletkezett 8mM tioszulfat mellett (15. dbra). A tejsav viszont gatolta a fotoheterotrof

novekedést 16mM tioszulfat jelenlétében.
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Osszehasonlitva a 15. és a 16. abrak adatait elmondhaté, hogy alacsonyabb tioszulfat
koncentracional (2 és 8mM) a kontrollhoz képest kevesebb sejt, a kontrollhoz képest tébb
hidrogént termelt. Azonban magasabb tioszulfat koncentracidnal (16 mM) a kontrollhoz képest
tobb sejt, a kontrollhoz képest tobb hidrogént termelt

Fontos megjegyezni, hogy egyediil a 16mM tioszulfat és 11 mM tejsav jelenlétében volt
jelentés mértékben alacsonyabb a kultura fehérjetartalma, mint a szerves sav mentes kontrollé
(16.B abra). Ennek ellenére, az egy liter kultdrara vonatkoztatott hidrogéntermelése kb. a
négyszerese volt a kontrollénak (15. abra).

A tioszulfat, mint els6dleges elektronforrds tapoldatbdl valé fogyasanak
nyomonkdvetése is hasznos informacidkkal szolgalhat. Azt akartam megvizsgdlni, hogy a szerves
savak befolyasoljak-e a tioszulfat felhaszndldsanak sebességét. Azt az eredményt kaptam, hogy
sem az ecetsav, sem a borostydnk6sav nem volt hatdssal a tioszulfat fogyasara.
Koncentracidjuktdl fliggetlendl, a tioszulfat kb. 75%-at felhasznaltak a sejtek a harmadik napig,
és a kilencedik napig a teljes mennyisége elfogyott. Azonban ettdl eltéré tendenciat mutat az
els6dleges elektrondonor felhaszndlasanak kinetikdja pirosz6lGsav jelenlétében. Ugyanis a
pirosz6l6sav befolyasolta a tioszulfat fogyas sebességét, ha noveltem annak kezdeti
koncentraciodjat, akkor lassult a tioszulfat felhasznalds, azonban meglepé médon nem fogyott el
a teljes mennyisége a tdpoldatbdl a kilencedik napra sem. Hasonléan, a tejsav jelenléte is
befolyasolta a tioszulfat felhasznalas kinetikajat, mindegyik kezdeti tioszulfat koncentraciénal.
Amennyiben a szerves szubsztrat jelen volt, a tioszulfatot lassabban vették fel a sejtek, de a
kilencedik napra maradéktalanul elfogyott. A kapott eredmények alapjan elképzelhetd, hogy a
szervetlen redukalt kén és a tejsav, illetve a pirosz6l6sav felhaszndlasanak metabolikus

utvonalai k6zott kapcesolat van.

6.4.4. A TEJSAV HATASA A NITROGENAZ IN VITRO AKTIVITASARA ES
EXPRESSZIOJARA

A szerves savaknak a nitrogenaz in vivo hidrogéntermelésére gyakorolt hatdsa alapjan a
laktat tlint a leghatékonyabbnak. A T. roseopersicina egy liter kultdrara vonatkoztatott

hidrogéntermelése 16mM tioszulfat és 11mM tejsav mellett volt a legmagasabb (15. dbra).
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Tovabba a tejsav teljes mennyiségét metabolizadltak a sejtek, ami szintén nagyon fontos
szempont, hiszen az ipari alkalmazdsban nemcsak a hidrogéntermelés a lényeg, hanem a
sotétfermentdcids végtermékek és az ipari melléktermékek minél hatékonyabb hasznositasa.

A nitrogendz enzim in vivo hidrogéntermelése mellett az in vitro aktivitasat is
megvizsgdltam, acetilén redukcids moddszer segitségével. A mérés soran a gaztérbe juttatott
acetilént (C2Hz) a nitrogenaz enzim etilénné (CoHa) redukdlja. Az egy 6ra alatt keletkezd és 1mg
teljes fehérjemennyiségre vonatkoztatott etilén mennyisége hatarozza meg az enzim aktivitasat
(17. 4bra). Osszehasonlitva a tejsavat nem tartalmazé és a 11mM tejsavval kiegészitett mintak
nitrogendz aktivitdsat, ugyanazt a tendenciat figyelhetjiik meg, mint az in vivo hidrogéntermel6
aktivitasnal. Tejsav jelenlétében tobbszorosére emelkedik a nitrogendz acetilénredukald

aktivitasa is, tioszulfat koncentraciotdl fuggetlendl.
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17. abra: A nitrogenaz enzim in vitro acetilén redukalé aktivitasa, kiilo6nb6z6 tioszulfat és
tejsav koncentracidk mellett

A tejsavnak, a nitrogendz o és 3 alegységének kifejez6désére gyakorolt hatdsat is
megvizsgdltam (18. abra). Mivel 16mM tioszulfat jelenlétében volt a legnagyobb kiilonbség,
mind in vivo, mind in vitro a tejsav mentes és a tejsavval kiegészitett mintak kozott, ezért a
tovabbiakban csak ezt a két mintat vizsgaltam. A kvantitativ RT-PCR eredményei azt jelzik, hogy

mindkét alegység expresszidja a kétszeresére nétt a tejsav hatasara.
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18. abra: A nitrogenaz a és [ alegységének relativ mRNS szintjei, 16 mM tioszulfat jelenlétében, tejsav

hianyaban vagy jelenlétében

Az aktivitds mérések (15. és 17. abra) és az expresszids vizsgalatok (18. abra)
eredményei 0sszhangban vannak egymadssal és azt igazoljdk, hogy a T. roseopersicina képes a
tejsavat metabolizalni és hatasdra a nitrogendz enzimrendszerével jelent6s mennyiségi
hidrogént termelni. Valamint a sejtek a tejsavat els6sorban hidrogéntermelésre hasznaljak fel,
mivel a szerves sav mentes kontrollhoz képest kevesebb biomasszat képez.

Osszességében tehat elmondhatd, hogy az M539 T. roseopersicina térzs alkalmas lehet
a sotétfermentacidban keletkez6 tejsav tovabbi hasznositasara, és nitrogenaza altal, figyelemre

mélté mennyiségl hidrogén termelésére.
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OSSZEFOGLALAS

A T. roseopersicina tobb szempontbdl is alkalmas modellorganizmusnak a biohidrogén
termelés kutatdsdhoz. Nemcsak azért, mert nitrogenaza és [NiFe] hidrogenazai altal képes
hidrogént termelni, hanem fotoheterotréf ndvekedése soran szerves sav melléktermékeket is

tud metabolizalni.

A [NiFe] hidrogenazok bonyolult metalloenzimek, melyeknek komplex strukturdja sejten
beliil spontdan mddon nem tud kialakulni, hanem szdmos kisegit6 fehérje 6sszehangolt
mUkodésére van sziikség. A hidrogendz enzimek érésének kutatdsa sordn tdbb kisegit6 fehérjét
sikerllt azonositanunk T. roseopersicina-ban, melyeknek ismerete feltétleniil sziikséges az
enzimek struktura-funkcié vizsgalatdhoz. Az egyik ilyen kisegité6 fehérje a HupK, melynek
funkciojardl keveset tudunk, azonban homoldgjarél, a HoxV fehérjérél R. eutropha-ban
bebizonyitottdk, hogy a membrankotott hidrogenaz aktiv centrumdnak Osszeszerelésében
jatszik fontos szerepet, a Fe(CN)2CO csoportot juttatja a nagy alegységhez. A hupK/hoxV gének
kifejeztetése mas organizmusban hasznos informacidkkal segitheti az érés folyamatanak
tanulmdanyozdasat, megértését.

- A R. eutropha hoxV mutdns torzsét komplementdltam a T. roseopersicina-bdl szarmazd
hupK génnel és mértem a membrankotott hidrogenaz in vitro aktivitasat. Ezzel a
kisérlettel bizonyitottam, hogy a HupK fehérje funkcionalisan konzervalt annyira, hogy
képes egylittmikodni a R. eutropha kisegit6 fehérjéivel a hidrogenaz érése soran.

- Heteroldg gazdaban, a hupK mutans T. roseopersicina térzsben sikeresen expresszaltam a
HoxV fehérjét. A két membrankotott hidrogenaz in vitro aktivitasa alapjan elmondhaté,

hogy a HoxV, mind a Hyn, mind a Hup hidrogendz érésében részt tudott venni.

A HupK fehérje szekvencidjat 6sszehasonlitottam a HoxV és a T. roseopersicina Hup
hidrogenazanak nagy alegységének szekvenciajaval. Két olyan motivum is taldlhaté, melyekben
[évé négy cisztein mindegyik membrankotott hidrogendz nagy alegységben megtalalhaté, és
bizonyitottan az aktiv centrum koordinaldsdban van szerepiik. Viszont a HupK és a HoxV

fehérjékben csak kettének a helye konzervalt (Cys54 és Cys378 a HupK-ban), melyeknek
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szerepe feltételezhet6en a vasion megkotése. A masik két ciszteint fenil-alanin helyettesiti
(Phe51 és Phe381) a HupK-ban. Azért, hogy részletesebb ismereteket szerezziink a konzervalt
aminosavak molekuldris szerepérdl, egy mddszeres irdnyitott mutagenezis tanulmanyt
végeztem.

-A HupK fehérjében taldlhaté konzervalt aminosavakat pontmutaciéval sikeresen
kicseréltem egy mds karakterl aminosavra, majd a Hup hidrogenaz in vitro
hidrogénfelvevd aktivitasan keresztlil megvizsgdltam, hogy ezeknek az aminosavaknak
milyen hatdsa van a Hup érésére.

- Bizonyitottam, hogy a Cys54 jelent6s szereppel bir a HupK fehérje megfeleld
mUikodésében, mivel alaninra vald cseréje (Tr C54A) drasztikusan, 4%-ra lecsokkentette
a Hup hidrogenaz aktivitdsat. Western hibridizaciés mddszerrel kideritettem, hogy a
C54A HupK kifejez6dik, a pontmutacid csak kis mértékben befolyasolta a mutans
fehérjék proteolitikus stabilitasat, tisztdztam, hogy a tapasztalt aktivitasbeli kiilonbség
nem magyardzhato kizardélag a C54A HupK elégtelen expresszidjaval.

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

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

- Osszehasonlitva a Tr C378A és a Tr C378A/F381C, valamint a Tr F51C és a Tr F51C/F381C
mutdns torzsek aktivitasat, arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a 381-es helyen |év§
fenil-alaninnak kitlintetett szerepe van a HupK mi(ikodése soran. Valamint a HupK
fehérjében kialakitott négy cisztein (Tr F51C/F381C) valdszinlileg tul erésen koti a vasat
ahhoz, hogy a Fe(CN),CO csoport at tudjon jutni a HupK-rél a Hup hidrogendz nagy

alegységére.

A fotoszintetikus baktériumok egy egészen valtozatos csoportja képes a szerves savakat
szén- és energiaforrasként metabolizalni. Egy kétlépcsés hidrogéntermelési rendszerben ezek a
mikroorganizmusok tovabb hasznosithatjak a sotétfermentacid szerves sav melléktermékeit.

Munkam célja az volt, hogy kideritsem, a T. roseopersicina alkalmas-e erre a feladatra és, hogy
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Osszehasonlitsam a Hoxl és a nitrogendz hidrogéntermelését négyféle potencialis
szubsztratbol, az ecetsavbdl, a pirosz6l6savbol, a borostyankésavbél és a tejsavbol.

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

- Osszehasonlitva a szerves savak nitrogendz enzimre gyakorolt hatdsit arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy kivétel nélkiil, mindegyik szubsztrat jelentés mértékben
megnovelte a termelt hidrogén mennyiségét a szerves sav mentes kontrollhoz képest,
fliggetlenl a tioszulfat koncentraciétol.

- A szubsztrat hasznositasi eredmények alapjan megallapithatd, hogy az ecetsavat, a
pirosz6lGsavat, és a tejsavat 2mM és 8mM tioszulfat mellett volt képes a T.
roseopersicina a fotoheterotréf novekedéséhez felhaszndlni. Ezeknél a tioszulfat
mennyiségeknél a borostyankGsav nem befolydsolta a biomassza képzést.

- A dolgozatban vizsgdlt szerves savak koziil a tejsav hatdsara termel6dott a legtdbb
hidrogén. A nitrogendz aktivitds mérései alapjan megallapithato, hogy a tejsav, mind az
in vivo hidrogéntermelS, mind az in vitro acetilén redukaldé aktivitasat igen jelent6s
mértékben megnovelte.

- A nitrogendz alegységeinek expresszios vizsgalatdval bebizonyitottam, hogy a tejsav

fokozza azok kifejez6dését.
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SUMMARY

T. roseopersicina is suitable as a model organism in many different ways for
biohydrogen research. Not only because it is able to produce hydrogen using its nitrogenase
and [NiFe] hydrogenases but it can metabolize organic acid by-products during its

photoheterotrophic growth, as well.

[NiFe] hydrogenases are large metalloenzyme complexes unable to form spontaneously.
Concerted interactions of numerous auxiliary proteins are needed for this process. Several
accessory proteins, essential components in structure-function studies of these complexes, are
identified as a result of research on hydrogenase maturation in T. roseopersicina. HupK is
among these proteins but little is known of it, however it is proven that its homologue, HoxV in
R. eutropha plays a pivotal role in active centre assembly of membrane-bound hydrogenase. It
carries Fe(CN),CO group to large subunit. Forced expression of hupK/hoxV genes in other

organisms may help us study and understand better the maturation process.

- hoxV mutant strain of R. eutropha was complemented with the wild type hupK
derived from T. roseopersicina and in vitro activity of the membrane-bound
hydrogenase was measured. It was shown that HupK protein is functionally conserved
enough to cooperate with the accessory proteins of R. eutropha during the maturation
of hydrogenase complex.

- HoxV protein was expressed successfully in the hupK mutant T. roseopersicina host.
From the in vitro activities of Hup and Hyn hydrogenases, it can be concluded that the

HoxV could help the maturation of both hydrogenases.

| compared the sequence of the HupK protein to the sequences of HoxV and large
subunit of Hup hydrogenase of T. roseopersicina. Two motives can be found in which four
cysteines are highly conserved in large subunit of all membrane bound hydrogenases and form
a coordination sphere surrounding the [NiFe] centre. However, HupK and HoxV harbour two of

these four conserved cysteine residues (Cys54 and Cys378 in HupK), which presumably bind
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iron. The other two cysteines are substituted by phenylalanines (Phe51 és Phe381) in HupK. In
order to gain more insight into the molecular function of conserved amino acid residues, a
systematic site-directed point mutagenesis were performed.
- Conserved motives of HupK were replaced to amino acids with completely different
properties by site-directed point mutagenesis. Subsequently, effects of amino acid
changes on maturation of Hup were monitored via the Hup hydrogenase in vitro
hydrogen uptake activity.
- | proved that Cys54 of HupK has a fundamental function since its replacement by
alanine (Tr C54A) led to a dramatic reduction of Hup hydrogenase activity (to 4%). |
confirmed the expression of C54A HupK with Western-blotting and hybridization. It is
shown that the point mutation slightly influenced the proteolytic stability of the mutant
protein. Consequently, this clarified that the activity change of the mutant strain could
not be derived from the increased proteolysis or insufficient expression of C54A HupK.
- | proved that the function of Cys54 cannot be substituted by either Cys51 or Cys381
through the investigation of further point mutant strains (7r F51C/C54A és Tr
C54A/F381C).
- Slight hydrogenase activity reduction of Tr C378A indicates that Cys378 of HupK is not
an indispensable residue for the proper function of HupK.
- Activity comparison of Tr C378A with Tr C378A/F381C, and Tr F51C with Tr
F51C/F381C led to the conclusion that Phe381 of HupK is essential. Furthermore, four
cysteins in Tr F51C/F381C might bind iron so firmly that it might interfere with the

transfer of the Fe(CN),CO moiety from HupK to HupL.

A diverse group of photosynthetic bacteria can utilise organic acids as carbon and
energy sources. In a two-step hydrogen production system these bacteria can further utilise
organic acids generated from dark fermentation. The aim of my work was to show whether T.
roseopersicina is suitable for that role and compare the hydrogen production of Hox1 and
nitrogenase from different potential substrates (acetate, pyruvate, succinate and lactate).

-1 demonstrated that T. roseopersicina is unable to produce hydrogen by Hox1

hydrogenase enzyme from the examined organic acids.
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- Based on the comparison of the effect of organic acids on nitrogenase | concluded
that each substrate significantly increased the amount of produced hydrogen,
irrespectively of thiosulfate concentration.

- Substrate consumption data suggests that T. roseopersicina can utilise acetate,
pyruvate and lactate for heterotrophic growth in the presence of 2 and 8mM
thiosulfate. At these thiosulfate concentrations the succinate did not influence the
biomass accumulation.

- Among the examined organic acids, the highest hydrogen production was achieved
from lactate. Nitrogenase activity measurements revealed that lactate increased both
in vivo hydrogen production and in vitro ethyne reduction activity of nitrogenase.

- | also proved that lactate enhanced the expression of a and B subunits of nitrogenase.
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