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Bevezetés

A mikrobialis hidrogén anyagcsere meghatarozé komponensei
a hidrogendz enzimek, melyek a molekularis hidrogén reverzibilis
oxidaciojat katalizaljak. Tulnyomorészt prokariotdkban fordulnak
eld, de alacsonyabbrendii eukaridtak (algak) sejtszerveiben is
el6fordulnak. A molekuléris hidrogén energia és elektronforras a
kemolitotrof moédon nodvekvd sejtek szdmara, mig az anaerob
koriilmények kozt fermentativ anyagcserét folytatod
mikroorganizmusok gyakran szabadulnak meg a felesleges
elektronoktdl hidrogén forméajaban.

A jelenleg ismert hidrogendzok harom csoportba sorolhatok:
[NiFe]-hidrogenazok, [FeFe]-hidrogenazok és [Fe]-hidrogenazok. A
[NiFe]-hidrogenazokra jellemz6, hogy két alegységbdl allo
heterodimert alkotnak. Ez egy elektronokat tovabbito kis
alegységb6l (kb. 30 kDa), és az aktiv centrumot hordozé nagy
alegységb6l (kb. 60 kDa) all 6ssze. Az aktiv centrum egyedi
felépitésti, egy-egy Ni, Fe, CO és két CN™ csoportbdl épiil fel. A
kétatomos csoportok a Fe atomon talalhatoak, és a két fémet a nagy
alegység négy konzervalt ciszteinje koordinalja. A kis alegység vas-
kén kockakat hordoz, melyek az elektronok tovabbitasaban vesznek
részt az aktiv centrum és az in vivo elektron donor/akceptor kozott.
A proximalis [4Fe-4S] kocka képes a kozvetlen -elektron
atvételre/atadaasra a katalitikus centrummal, mindketté mélyen a

fehérjekomplex belsejében talalhato.



A Thiocapsa roseopersicina BBS egy Gram-negativ, anaerob
fototrof, bibor kénbaktérium, amely a Chromatiaceac csaladba
tartozik. Szamos [NiFe] hidrogenazat (HynSL, HupSL ¢és
HoxEFUYH) azonositottak és jellemezték korabban, ezek mind
lokalizaciojukban, mind in vivo funkciojukban ¢és stabilitasi
tulajdonsagaikban eltéréseket mutatnak. A T. roseopersicina teljes
genomszekvenalasa egy tovabbi, korabban ismeretlen [NiFe]
hidrogenaz génszintli jelenlétét bizonyitotta. ~ A tdrzs tehat
kiilonleges hidrogenaz halozattal rendelkezik, és hidrogén
metabolizmusanak komplexitasa is egyediilallo. Altalanos cél ezen
hidrogenaz halézat fiziologias szerepének feltarasa, az egyes
hidrogenazok bioszintézisének, kifejezddésének, funkcidjanak
molekularis szintli vizsgalata. E munka specifikus céljai a
kovetkezok voltak:

A HupC fehérje szerepének vizsgalata, mely informaciot
szolgaltathat a HupSL enzim pontos in vivo funkcigjarol.

A Hox2 hidrogenaz  enzim  részletes  jellemzése,
szervezOdésének, aktivitdsi és expresszids tulajdonsagainak
vizsgalata, fiziologias szerepének tisztazasa.

A Hox1 és Hox2 hidrogenazok 6sszehasonlito elemzése.



Modszerek

A DNS manipulacios eljarasokat az altalanos gyakorlatnak, illetve az
egyes gyartok utasitdasainak megfeleléen végeztem. A plazmidokat
E. coli-ba transzformalassal illetve elektroporaldssal, T.
roseopersicina-ba konjugacioval juttattam be. Vizsgalataimhoz
mutaciés  analizist, kiilonb6z6  hidrogenaz  aktivitismérési
technikdkat, valos idejii kvantitativ PCR kisérleteket hasznaltam.
Els6 1épésként deléciot hoztam létre a hupC és hox2H génekben,
majd ezen mutacidkat a megfeleld géneket plazmidon visszajuttatva
komplementaltam. Részletesen tanulmanyoztam a mutans torzsek
hidrogénfejlesztd és hidrogénfelvevd képességét mind in vivo (é16
sejteken) mind in vitro (sejtpreparatumokon). Kvantitativ PCR-t
alkalmaztam a hox2 gének kifejez6désének kovetésére kiilonb6zo
koriilmények kozott illetve kiilonboz6 torzseket vizsgalva. A Hox2
enzimkomplex funkcionalis vizsgalatanak fontos részét képezték a
szubsztratok mennyiségének iddbeli valtozasat kovetd mérések,
kiilondés hangsulyt fektetve a glikoz és tioszulfat szintek

valtozasanak nyomon kdvetésére a baktériumok novekedése soran.



Eredmények

T. roseopersicina hidrogén anyagcseréjében szamos [NiFe]-
hidrogenaz jatszik szerepet. Ezek az enzimek a sejt kiilonb6zo
bioenergetikai/redox folyamataival allnak kapcsolatban. Munkam
sordn a membrankotott Hup hidrogendz elektron transzport
alegységét (HupC) illetve a szolubilis Hox2 hidrogenazt vizsgaltam.

Kisérleteim eredményeit az alabbi allitasokban foglalom &ssze:

A HupC fehérje szerepének vizsgalatahoz 4hupC delécios
mutans torzset készitettem. Bizonyitottam, hogy a HupC
elektrontovabbitd alegységként része az in vivo funkcionalis Hup
hidrogenaz komplexnek. Emellett sziikséges a Hup hidrogenaz

stabilitasdhoz és membranhoz val6 kotodéséhez.

A HupC fehérje hianya hatassal van a hupSL gének expresszios
szintjére. Hianyaban feltételezhetéen elzarodik az elektronok ttja a
Hup hidrogenaztol a kinonraktar iranyaba, az oxidaltabb allapota
kinonraktar pedig pozitivan regulalhatja a Hup hidrogenazt kodold

géneket.

Bizonyitottam, hogy a sejtek szamara rendelkezésére allo kiilsé
elektron forras (tioszulfit) mennyisége a tapoldatban szintén
befolyasolja a hupSL gének expresszidjat. Ez a regulator hatas

valosziniileg a kinonraktaron keresztiil realizalodik.



A T. roseopersicina genomjaban azonositottam heterotetramer
citoplazmatikus [NiFe]-hidrogendz génjeit (hox2FUYH) és egy
feltehet6en Hox2 specifikus endopeptidazt kodolo gént (hox2W).

Optimalizaltam a novesztési koriilményeket a Hox2 hidrogenaz
in vivo aktivitasinak mérhet6ségéhez.  Csokkentett tioszulfat
koncentracio (2 g L) és glikoz egyidejii jelenléte sziikséges és
elégséges feltételek a Hox2 hidrogenaz mérheté in vivo aktivitasanak
megjelenéséhez. A Hox2 altal katalizalt hidrogéntermelés
fotomixotrof novesztési koriilmények kozott a stacioner novekedési

fazisban jelenik meg.

Vizsgaltam a tioszulfat ¢és a glikéz Hox2 hidrogenaz
aktivitasaban jatszott szerepét. Kimutattam, hogy a tioszulfat a sejtek
altal hasznalt elsddleges elektronforras az exponencialis ndvekedési
fazisban. A stacioner fazisban a gliikdz veszi at ezt a szerepet és a
glikolizisb6l szarmazo elektronok hasznalja - a mar korabban

szintetizalodott - Hox2 hidrogenaz a hidrogén termeléshez.

Bizonyitottam, hogy a Hox2 egy valdban két iranyban miikodo
hidrogenaz — ami képes az in vivo hidrogéntermelést és felvételt is
katalizalni. Az enzim a citoplazmaban lokalizalodik és képes in

vitro NADH- (de nem NADPH-) fliggé hidrogén termelésre.

Az expresszids vizsgalatok eredményei a hidrogenaz (hox2YH)

és diaforaz (hox2FU) alegységeket kodolod gének eltérd expresszios



szintjét tartak fel, ami két transzkripcios egységre vagy a hox2FU és
hox2YH géneket hordozo6 mRNS eltérd stabilitasara utal. A hox2YH
transzkript jelent6sen alacsonyabb szintje magyarazhatja a Hox2
hidrogendz alacsony hidrogéntermelé képességét. A hox2 gének
eltér6 transzkript szintje a vad tipusu és a Ahyn,Ahup,Ahox1H
hidrogenaz mutans tdrzsekben a jelenlévé hidrogenazok kozotti

Osszehangolt miikodésre utal.

Megvizsgaltam a szerkezeti kiilonbségeket a Hoxl és Hox2
hidrogenazok kozott, melyek a Hox-tipust hidrogenazok
csoportjdnak egy négy és egy Ot alegységes tagjat képviselik T.
roseopersicina-ban. Két miikodéképes, strukturalis felépitésében
kiilonb6z6  Hox-tipust  hidrogenaz egyidejii  jelenléte egy

organizmusban mindezidaig egyediilallo.

Bemutattam, hogy a Hoxl hidrogenaz hidrogéntermeld
aktivitdsa nagymértékben meghaladja a Hox2 enzimét és a hox1YH
gének expresszios szintje is jelentGsen magasabb mint a hox2YH
géneké. Ez a kiilonbség a diaforaz alegységeket kodold gének esetén

nem észlelhetd.

Bizonyitottam, hogy a Hox2 hidrogenaz csak a glikolizis
kezdete utan valik metabolikusan aktivva, mig a Hoxl egyarant
képes gliikkozt és tioszulfatot elektrondonorként felhasznalni

hidrogéntermelés soran.
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