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Roviditések jegyzéke

APS - ammonium-perszulfat

ATP - adenozin-trifoszfat

BSE - szivacsos agyveldgyulladas (bovine spongiform encephalopathy)
CJD - Creutzfeldt Jakob-kor (Creutzfeldt Jakob disease)

CSTR - folyamatosan kevert tankreaktor (continuously stirred tank reactor)
DEAE - dietil-aminoetil celluloz (diethylaminoethyl cellulose)

DCIP - 2,6-dikloro-indofenol (2,6-dichloro-indophenol)

DFT — molekuladinamikai szamolasok (density functional theory)

DLS — dinamikus fényszorodas (dynamic light scattering)

ENDOR - electron-nuclear double resonance (spectroscopy)

EPR - electron paramagnetic resonance (spectroscopy)

ESEEM - electron spin-echo envelope modulation (spectroscopy)

EXAFS - extended X-ray absorption fine structure (spectroscopy)

FPLC - fast protein liquid chromatography

FTIR - Fourier transform infrared (spectroscopy)

GTP - guanozin-trifoszfat

Hmd - Hp-forming methylentetrahydromethanopterin dehydrogenase

MES - 2-morfolin-etan-szulfonsav

NADH, NADPH - redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid, nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat

OREF - nyitott olvasasi keret (open reading frame)

PAGE - poliakrilamid gélelektroforézis (polyacrylamide gelelectrophoresis)
PICUP - photo-induced cross-linking of unmodified proteins

PCS - photo-correlation spectroscopy

QELS - quasi-elastic light scattering

SDS - natrium-dodecil szulfat

Tat - twin arginin transport

TCD - thermal conductivity detector

Tris - tris-(hidroxi-metil)-amino-metan



Bevezetés

Bevezetés

A hidrogenazok a lehetd legegyszeriibb reakciot katalizaldo enzimek, protonokbol
¢s elektronokbol hidrogént képesek 1étrehozni (hidrogén fejlesztés), illetve a hidrogént
protonokra és elektronokra bontjak (hidrogén oxidacio). Intenziv kutatasuk koriilbeliil
25 évvel ezelott kezdddott, s jelenleg is tart. Az alternativ energia eldallitasi lehetoségek
kutatasanak fontossagat a kifogyoban 1év6 kdolaj és foldgaz készletek is indokoljak és a
hidrogén igen ,.kdrnyezetbarat” energiahordoz6, oxidacidjakor csak viz keletkezik. A
biotechnologiai alkalmazasokban ugyanakkor a hidrogenazok hidrogén fejlesztd és
hidrogén oxidalé aktivitasat egyarant kihasznaljak. Hidrogént probalnak eléallitani in
Vvivo rendszerekben fotoszintetizald mikroorganizmusok segitségével, vagy mesterséges
rendszerekben immobilizalt hidrogenazzal. Hidrogén felhasznalasaval a hidrogenazok
redukalt kofaktorok eldallitasara képesek, felhasznaljak Oket denitrifikalasra ¢és
szennyviz kezelésére is. Az lizemanyag celldkban kivalthatjadk a hidrogén oxidalasara
hasznalt draga platinat.

Ahhoz, hogy egy enzim in vitro rendszerben hatékonyan miik6djon tudni kell,
hogy milyen koriilmények kozott miikodik megfeleléen és ismerni kell az enzim
miikddés mechanizmusat is. Annak ellenére, hogy a hidrogen4zokat mar az 1930-as
évek ota ismerjlik, aktivitds és szerkezet vizsgalatuk jelenleg is tart. Oxigénre nagyon
érzékeny fehérjék, és mar a korai aktivitas mérési kisérleteknél kideriilt, hogy nem
jellemezhetéek a hagyomanyos Michaelis-Menten kinetikaval. Az eltérd kinetikai

tulajdonsagokat a kozelmultban egy autokatalitikus mechanizmussal magyaraztak.
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1. Irodalmi attekintés

1.1. A hidrogenazok eléfordulasa, funkcidja és sejten beliili elhelyezkedése

A hidrogendzok a molekuléris hidrogén reverzibilis oxidacidjat és redukciojat
katalizal6 enzimek:

Hy=2H"+2¢

Els6sorban anaerob és aerob Archea mikroorganizmusokban, baktériumokban
fordulnak el6, de eukaridtakban is talaltak mar hidrogenazokat [Mazet 2008].
Eukaridtdkban a hidrogenazok elkiiloniilt sejtorganellumban, az Ugynevezett
hidrogenoszomaban, mig prokaridtakban szabadon, a citoplazmaban, a periplazméban
vagy membranhoz asszocialtan helyezkednek el. Egy mikroorganizmus tobb
hidrogenazzal is rendelkezhet, melyek elhelyezkedésiikben és funkcidjukban is
eltérhetnek egymastol [Cammack és mtsai 2001]. A hidrogenazok in vitro mindkét
(hidrogén fejleszt6 és hidrogén felvevd) iranyba képesek katalizalni a reakciot, azonban
egy adott hidrogenaz in vivo a sejtben altalaban csak az egyik iranyban miikodik a
mikroorganizmus igényeinek megfelelden.

A hidrogén felvevd irdny az energia konzervald reakciokhoz kapcsolodik (pl.:
NAD(P)H képzés, metantermelés), a hidrogén fejlesztd irdny pedig a felesleges
redukalo potencidlok megsziintetéséhez. A hidrogenazok fizioldgiai funkciojat tekintve
altalanosan elmondhatd, hogy kozponti szerepet jatszanak a mikrobialis energia
metabolizmusban, a hidrogén termelésének ¢és hasznositasanak a kulcsenzimei.
Leggyakrabban eléfordul6 jellemzd funkcidik a kdvetkezok:

— a hidrogén molekula oxidacidja, ami kapcsolddhat kiilonb6zo elektron
akceptorok redukciojahoz, példaul nitrat, szulfat, fumarat, szén-dioxid,

— proton redukcidja (hidrogén molekula képzése), amely példaul a piruvat
fermentacids folyamataban fontos,

— kémiai energia atalakitasa bioenergetikai folyamatokban azaltal, hogy a
citoplazmatikus ¢és periplazmatikus redukcié ¢és oxidacid6 soran
protongradiens alakul ki a biologiai membran két oldala kozott, melyet a
mikroorganizmus makroerg foszfat kotés kialakitasdra hasznal fol, és
metabolikus folyamataiban hasznosithat [Kovacs és mtsai 1990, Przybyla
¢és mtsai 1992].
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A hidrogenazok fémtartalmu fehérjék, tobbségiik a vas-kén kockdk mellett az
aktiv helyen egy nikkelt és egy vas atomot ([NiFe] hidrogenazok) vagy két vas atomot
([FeFe] hidrogenazok) tartalmaz. A [NiFe] hidrogenazok aerob ¢és anaerob
prokariotakban és archeakban, a [FeFe] hidrogenazok obligat anaerob prokariotakban,
archeakban, Clostridium fajokban és szulfat redukalokban illetve alacsonyabbrendii
eukariotakban fordulnak el6. A [NiFe] hidrogenazok a sejtben foként energia
konzervalo iranyban mikodnek, mig a [FeFe] hidrogenazokra a hidrogén termelés
jellemzo (kivételek természetesen eléfordulnak).

Metanogén archedkban egy mas tipusu hidrogenazt fedeztek fel és fémet nem
tartalmazo hidrogenaznak nevezték el 6ket [Zirngibl és mtsai 1992], mivel sem nikkelt,
sem vas-kén kockakat nem talaltak benniik. A jelenlegi kutatasok szerint azonban
miikodésiikhoz elengedhetetlen egy vas tartalmu kofaktor, igy Gjabban vas-kén kocka
nélkili (iron-sulfur cluster free hydrogenase) vagy [Fe] hidrogenazoknak nevezik 6ket
[Zirngibl és mtsai 1992, Thauer és mtsai 1996, Lyon és mtsai 2004, Korbas és mtsai
2006]. Ezek a Hy-képz6 metiléntetrahidrometanopterin dehidrogenazok (Hmd), melyek
szintézise megnd nikkel hidnyos koriilmények kozott és a metanogenezisben részt vevd
egyik [NiFe] hidrogenazt helyettesitik. A Hmd enzimek fehérje szerkezetiikben és
miikodésiikben is kiilonboznek a [NiFe] és [FeFe] hidrogenazoktol, de a vas atomot
koordinal6 ligandjaik mégis hasonlésagot mutatnak a NiFe és FeFe aktiv centrum vas
atomjanak ligandjaival [Shima és mtsai 2008]. Az aktivitasukhoz sziikséges Fe atom
nem redox aktiv €s nem katalizaljdk a molekularis hidrogén reverzibilis oxidaciojat. A
Methanothermobacter marburgiensis Hmd hidrogenaza két 38 kDa-os alegységbdl allo
¢s kettd vas atomot tartalmazé homodimer.

A tovéabbiakban a [NiFe] és [FeFe] hidrogenazokat jellemzem bdvebben.

1.2. A hidrogenazok csoportositasa

A hidrogenazok csoportosithatoak az aktiv centrum fémtartalma alapjan ([NiFe]-,
[FeFe]-, [Fe] hidrogenazok). A [NiFe] hidrogenazokhoz soroljak még a [NiFeSe]
hidrogendzokat is, ahol a Ni atomot koordinalé egyik cisztein helyett szeleno-cisztein
van. Az aminosav szekvencia és szerkezeti 0sszehasonlitasok alapjan elmondhatd, hogy
a [NiFe]-, [FeFe]-, és [Fe] hidrogenazok egymastol filogenetikailag is elkiiloniild
csoportot alkotnak [Vignais és mtsai 2001].

Az elsé osztalyozas a [NiFe] hidrogenazokat négy osztalyba sorolta. Az ismert

szekvenciak szamanak novekedésével ujabb felosztast javasoltak [Wu és mtsai 1993,
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Vignais ¢s mtsai 2001]. A nagy alegységek szekvencia dsszehasonlitasa soran két igen
konzervalt régiot talaltak az aktiv helyet koordinald két cisztein ligand koriil, kozel a C-
illetve az N-terminalishoz (L1 és L2 mintazat). A [NiFe] hidrogenazok ezen mintazatok
alapjan torténd csoportositasa Osszhangban van azok cellularis funkcio és teljes

szekvencia hasonlosag szerinti felosztasukkal is:

1. csoport — membran asszocialt 1€gzési uptake [NiFe] hidrogenazok

2. csoport — a. cianobakterialis uptake hidrogenazok

b. H; érzékel6 hidrogenazok

3. csoport — a. F420-redukald hidrogenazok
b. bifunkcionalis hipertermofil hidrogendzok
c. metil viologén redukald hidrogenazok

d. kétiranya NAD-dal kapcsolt hidrogenazok

4. csoport — membran kotott Hy fejlesztd hidrogenédzok.

1.3. A hidrogenazok szerkezete

A hidrogenazok alegységeik szamat és méretét tekintve a filogenetikailag egy
csoportba tartoz6 hidrogenazok hasonléak. Az alapvetd egységek, melyek sziikségesek
a mitkddésiikhoz a katalitikus centrum, ahol feltehetdleg a hidrogén hasitasa torténik és

az elektronszallitdsban szerepet jatszo vas-kén kockak.

1.3.1. A [NiFe] hidrogendzok szerkezete

A [NiFe] hidrogenazok altalaban heterodimer fehérjék, a nagy alegység 60 kDa, a
kis alegység 30 kDa koriili molekulastllyal rendelkezik. A tobb alegységes
komplexekben is egy hasonld heterodimer fehérje alkomplex talalhatd, amely a
hidrogenaz aktivitasért felelds. A Desulfovibrio gigas szolubilis [NiFe] hidrogenazanak,
a Desulfovibrio vulgaris [NiFe] hidrogenazanak és a Desulfovibrio fructosovorans
[NiFe] hidrogenazanak kristalyszerkezete ismert, ezeket tekintik a [NiFe] hidrogenazok
szerkezeti alapmodelljének [Volbeda és mtsai 1995, Volbeda és mtsai 2005].

A Desulfovibrio gigas szolubilis [NiFe] hidrogenaza egy kb. 3 nm sugarq,

globularis heterodimer fehérje (1. abra). A fehérje a periplazmaban helyezkedik el, kis
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alegysége 28 kDa, nagy alegysége 60 kDa. A két alegység nagy feliileten hat kdlcson
egymassal. A nagy alegységen talalhat6 a két fématomot tartalmazo katalitikus centrum,
amely négy cisztein tiolat kotése révén kapcsoldodik a fehérjéhez (2. abra b). A Kis
alegység kettd [4Fe-4S] kockat és egy [3Fe-4S] kockat tartalmaz, melyek majdnem egy

egyenes mentén, egymastol kb. 1,2 nm-re helyezkednek el.

1. dbra

[NiFe] hidrogenazok altalanos szerkezete, ami a D. gigas periplazmatikus [NiFe]
hidrogenazanak szerkezete alapjan késziilt [Szilagyi és mtsai 2002]. A nagy alegység (L)
mélyén talalhato a NiFe centrum, a kis alegység (S) a vas-kén kockakat (Fe-S)
tartalmazza.

Az aktiv centrumban a Ni a fehérjéhez két cisztein, a Fe atomhoz tovabbi két
cisztein aminosavon keresztiil kapcsolodik. A Fe atomnak két CN™ és egy CO ligandja
van, amiket infravords spektroszkopiaval (FTIR) és kémiai analizissel sikeriilt
azonositani [Pierik és mtsai 1999]. Feltételezések szerint oxidalt allapotban egy p-0Xo,
vagy hidroxo ligand koti 6ssze a két fématomot, redukalt allapotban ez a ligand
hianyzik a két fématom kozott [Lamle és mtsai 2004, Volbeda és mtsai 2005, Ogata és
mtsai 2005]. Az aktiv helyhez kozeli [4Fe-4S] kockat proximalis, a legtavolabbit
disztalis és a kett6 kozott 1évo [3Fe-4S] kockat medialis vas-kén kockanak nevezik. A
kis alegység N terminalis szekvencidja, amely a proximalis vas-kén kockat koti, a
[NiFe] hidrogenazoknal konzervalt, mig a tobbi vas-kén kockat kotd C terminalis rész
szekvencidja valtozd. A FeS kockak elhelyezkedése és spektroszkopiai mérések is azt
sugalljak, hogy az aktiv hely és a felszin kdzotti elektron transzferben van szerepiik. A
proximalis vas-kén kocka kozvetleniil tud elektronokat cserélni az aktiv hellyel, a
disztalis vas-kén kocka egy hisztidin ligandjanak imidazol gyiiriije pedig kozvetlen

kapcsolatban van a molekulat koriilvevo oldoszerrel. A medialis vas-kén kocka szerepe
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az elektronszallitasban magas redox potencialja miatt még kérdéses. Ugyanakkor
szerepe lehet az enzimre kdros szuperoxid kevésbé artalmas peroxidda redukalasaban
[Albracht és mtsai 1994]. Szuperoxid a redukalt Ni és oxigén reagalasakor keletkezhet
az aktiv helyen. Desulfovibrio vulgaris-ban ezt a [3Fe-4S] kockat mutagenezissel [4Fe-
4S] kockava alakitottak és az enzimatikus aktivitds nem valtozott, de az enzim sokkal

érzékenyebb lett oxigénre [Rousset és mtsai 1998].

@ oc 8 CN
NC ...:f'a; . m{ AN ¥ _aC0
/ \S N

(b} Cys-§ X CN

Current Opinion n Chemical Biclogy

2. dbra
A hidrogenazok aktiv centruma [Armstrong 2004]. A [FeFe] hidrogenazok aktiv

centruma (a) az Gn. H-klaszter, amit két Fe atom és egy Cys tiolat kotésen keresztiil
kapcsolodo [4Fe-4S] kocka alkot. A Fe® a vas-kén kockéhoz kozelebbi (proximalis), a
Fe® a tavolabbi (disztalis) vas atomot jeldli. Az L egy kicserélheté ligand (H,O), az Y
valoszintileg egy amino N atom. A [NiFe] hidrogenazok aktiv centrumat (b) egy Ni és
egy Fe atom alkotja, melyeket Cys aminosavak tiolat kotései koordinalnak. A Ni és Fe
atom ko6zott (X) oxidalt enzim esetében kétatomos oxigén ligand talalhato (oxo vagy

hidroxo csoport), redukalt enzimnél pedig egy hidrid.

Néhany [NiFe] hidrogenaz képes toleralni az oxigént miikddése kdzben és CO-ra
sem érzékeny. Ilyen példaul a Ralstonia eutropha NAD® redukdlé hidrogenaza,
amelynek aktiv centrumaban 4 cianid csoport talalhato, ezek koziil egy a Ni-hez, harom
pedig a Fe atomhoz tartozik [Happe és mtsai 2000, Van der Linden és mtsai 2004]. A
csokkent oxigén érzékenységért a Ni-hez kapcsolodo cianid csoport felelds.

A katalitikus centrum ¢€s a hozz4 kozel es6 proximalis FeS kocka mélyen a fehérje
felszine alatt helyezkedik el. A protonok valdsziniileg hisztidin és karbonil csoportok,
tovabba vizmolekuldk segitségével mozognak, az elektronok mozgasat a vas-kén
kockak biztositjadk. A Hy molekuldk hidrofob csatornakon keresztiil, diffizidval jutnak

el a katalitikus centrumig illetve a felszinig [Montet és mtsai 1997].
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A [NiFe] hidrogenazok aktiv centrumanak valtozasai magneseS rezonancia
technikdkkal (EPR, ENDOR, ESEEM) ¢és FTIR spektroszkopidval vizsgalhatok. EPR
technikaval a Ni kiilonb6z0 oxidacids allapotai azonosithatoak: a Ni(I) és Ni(II)
paramagneses, EPR aktiv forma, a Ni(II) és Ni(IV) diamagneses, EPR csendes forma.
FTIR spektroszkopiai mérésekkel fedezték fel a vas kétatomos ligandjait, a két CN” és a
CO csoportot [Bagley és mtsai 1995]. Az FTIR technika az EPR csendes allapotok

vizsgalatara is alkalmas.

1.3.2. A [FeFe] hidrogendzok szerkezete

A [FeFe] hidrogenazok altaldban monomer fehérjék és csak a katalitikus
alegységet tartalmazzak, bar ismertek tobb alegységes [FeFe] hidrogenazok is [Vignais
¢és mtsai 2007]. Az aktiv helyet tartalmazo6 katalitikus alegységiik mérete valtozo és
koriilbeliil 350 konzervalt aminosav talalhaté benne. Aktiv helyiik az un. H-klaszter,
amely két Fe atomot és egy [4Fe-4S] kockat tartalmaz (2. abra a). A vas-kén kockahoz
kozeli proximdlis Fe atom egy cisztein tiolatkdtése révén kapcsolodik a vas-kén
kockahoz, a masik disztalis Fe atom nincs kozvetlen kovalens kapcsolatban a fehérjével.
A proximalis és disztalis Fe atom egy kozds kén ligandon osztoznak. A disztalis Fe
atom egy szabad koordinacios hellyel rendelkezik, ahova a kompetitiv inhibitor
molekula, a CO ko6t6dni képes, ezért ezt gondoljak az enzim hidrogénkotd helyének is.
Mindkét Fe atomhoz egy CO és egy CN csoport kapcsolodik, melyek a fehérjével
hidrogén kotésben vannak.

Az elektronszallitasban részt vevo vas-kén kockdk altalaban tovabbi doméneken
talalhatoak. Az anaerob Gram pozitiv Clostridium pasteurianum szolubilis, monomer
Cpl [FeFe] hidrogenaza (3. abra) a katalitikus domén mellett még harom doménnel
rendelkezik, melyek két [4Fe-4S], egy [2Fe-2S] és egy 3 Cys és egy szokatlan His
ligand altal koordinalt [4Fe-4S] kockat hordoznak [Peters és mtsai 1998].
Elhelyezkedésiik alapjan az utobbi két vas-kén kocka valoszintileg a fiziologids elektron
donorral van kapcsolatban, a maradék kettd [4Fe-4S] kocka pedig az aktiv hellyel.

Ezeknél a fehérjéknél is mélyen a felszin alatt helyezkedik el az aktiv hely. A
proton transzfer a [NiFe] hidrogenazokhoz hasonléan Glu, Ser aminosavakon ¢&s
vizmolekulakon keresztiil torténhet. A H, molekulak hidrofob csatornakon jutnak el az

aktiv helyig.
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3. 4bra

A Clostridium pasteurianum Cpl [FeFe] hidrogenazanak szerkezete [Peters és mtsai 1998].

1.4. A hidrogenazok miikodése

A legtobb fizikai-kémiai kutatds, amely a hidrogendzok reakcié mechanizmusat
vizsgalja, [NiFe] hidrogenazokat hasznal. Ennek egyik oka, hogy a [FeFe] hidrogenazok
tisztitdsa nehézkes, érzékenyebbek az aerob koriilményekre. Az altalunk hasznalt
hidrogendz [NiFe] tipusi aktiv centrummal rendelkezik, ezért csak a [NiFe]
hidrogenazokrol beszélek a tovabbiakban. A kutatasban alkalmazott technikak féleg az
aktiv centrum redox valtozasait, illetve a Ni atom valtozasait mérik (EPR, ENDOR,
EXAFS). A Fe atom oxidacios allapota valdsziniileg nem valtozik az enzim miikodése
soran, mivel Mdossbauer spektroszkopiaval mindig 2+ oxidacios allapotban detektaltak.
A Fe atomhoz kapcsolodd CO és CN' ligandok infravords spektroszkopiaval (FTIR)
mérhetdek, igy az aktiv hely elektron szerkezete és az aktiv hely kornyezetének
valtozasai kovethetdk az EPR csendes allapotokban is. A kisérletes vizsgalatok mellett
elterjedt az elméleti modszerek hasznalata (DFT: density functional theory,
molekuladinamikai szamolasok) [Stein és mtsai 2001]. Modell vegyiiletek
tanulmanyozasaval is hasznos infomaciok nyerhetéek az aktiv hely szerkezetérdl [Li és
mtsai 2005, Li-Cheng és mtsai 2008].

A hidrogén kotése és képzése az aktiv centrumnal torténik. Hidrogén izotdp
kicserélodési kisérletekb6l ismert, hogy a hidrogén hasitasa heterolitikus [Krasna és
mtsai 1954], vagyis az enzim a hidrogén molekulakat a kovetkez6 egyenlet szerint koti

meg.

11



[rodalmi attekintés

H,+E = EHy; = HE +H"

A hidrogén molekulédk illetve valdsziniileg a protonok is specidlis csatornakon at
jutnak el a mélyen fekvd katalitikus centrumig. Az elektronok szallitdsaban a vas-kén
kockék vesznek részt. A disztalis vas-kén kocka ezenkiviil kdlcsonhatasba 1ép az
elektron donor illetve elektron akceptor molekuldval is. A katalitikus ciklust illetéen
szdmos modell sziiletett mar, melyek foként a fém centrumok kiilonb6z6 oxidacids

allapotaira épiilnek, ezekrdl a tovabbiakban beszélek részletesen.

1.4.1. Aktivalas

Régota ismert, hogy a [NiFe] hidrogenazok aerob koriilmények kozott inaktivak
¢és aktivalas sziikséges hatékony mitkodésiikhoz (redukeio, altalaban H; alatti inkubalas)
[Lissolo és mtsai 1984, Fernandez és mtsai 1985]. Az aktivalas soran a [NiFe] centrum
redox valtozasokon megy keresztiil, melyek EPR és FTIR technikéval kdvethetdek és
tobb enzimforma kiilonithetd el (4. dbra). Az enzimformdk reduktiv €s oxidativ
kezelésekkel egymasba alakithatoak.

A levegdn tisztitott enzim inaktiv, a Ni EPR jele alapjan két oxidalt enzimforma
keveréke (Niy* és Ni*, régebbi elnevezésik Ni-A illetve Ni-B). A Ni 3+ oxidacios
allapotban van. A csillag jel utal az EPR aktiv allapotra. A Niy *-t unready, a Ni*-t
ready allapotnak is nevezik. A Niy* allapotbol az aktiv forma kialakitasdhoz sziikséges
id6tartam tobb ora is lehet, ezzel szemben a Ni* allapotbol, ha nincs jelen oxigén, az
enzim mar rovid aktivalas utan is képes a H, oxidaciojat katalizalni [Fernandez és mtsai
1985, Kurkin és mtsai 2004]. A szerkezeti leirasnal mar emlitettem, hogy az oxidalt
formakban a Ni és Fe kozott valamilyen oxigént tartalmazé kétatomos ligand van jelen
[Lamle ¢és mtsai 2004, Volbeda és mtsai 2005, Ogata és mtsai 2005]. A Rontgen
krisztallografias kisérletek arra utalnak, hogy az unready formakban egy peroxid ligand
talalhato a Ni és Fe atom kozott, a ready forméakban pedig egy hidroxid csoport. Ezen
ligandok eltérd természete okozza a két inaktiv allapot kiilonb6zd viselkedését. Az
aktivalas folyamata soran a két oxidalt allapot EPR csendes intermediereken keresztiil
jut el a Niy;-C* allapotba (régi elnevezése Ni-C), ami az enzim teljesen redukalt,
katalitikusan aktiv formaja, ebben az allapotban eltiinik a Ni és Fe kozotti oxigén ligand
[Garcin és mtsai 1999] és egy hidrid kotédik a helyére [Brecht és mtsai 2003, Foerster
és mtsai 2003].
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4. abra

Allochromatium vinosum [NiFe] hidrogenazanak redox allapotai és egymasba alakulasuk
utvonalai [Kurkin és mtsai 2004]. Az u,r és a jelolések az unready, ready és active
kifejezéseknek felelnek meg. Az EPR aktiv, paramagneses formakat csillag jelzi, az EPR
csendes, diamagneses formakat az S jeloli. A CO ligand FTIR értéke az als6 indexben
lathatd. A Ni-A-nak a Niy*1g45, @ Ni-B-nek a Ni *1g43, @ Ni-C-nek a Ni-C* jelolés felel
meg. A felsé blokk az inaktiv, oxidalt enzimformakat mutatja, az als6 blokk a redukalt,

aktiv formakat. Az egy szinten 1év6 enzimformak azonos redoxpotenciallal rendelkeznek.

Az EPR csendes intermediereket S-sel jelolik, ezekben a Ni 2+ oxidacios
allapotban van (EPR silent). A Ni,-C* allapotbol az enzim egy redukalt, EPR csendes
formaba képes atalakulni (Niz-SR). Oxigén hatasara az aktiv enzim azonnal a kétféle
inaktiv formaba alakul at. 'O, alkalmazasival kimutattak, hogy ekkor az inaktiv
formak aktiv centrumaban megjelend kétatomos ligand az oxigéntdl szarmazik [Van der

Zwaan és mtsai 1990].

1.4.2. Enzim modellek

Az eddig leirt enzim modellek az EPR és IR spektroszkopidval azonositott
enzimformakon alapulnak [De Lacey €s mtsai 2000, Vignais és mtsai 2002, Armstrong
¢s mtsai 2004, Kurkin és mtsai 2004] és alapvetden kétféle tipustt modellre vezethetoek

vissza (5. abra). Mindkét modellben az oxidalt formak (Niy* és Ni*) két kiilon uton
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aktivalodnak és egy kozds enzimformaban egyesiilnek (Ni-Sig31). A triangularis
modellben az enzimciklust a Nia-slg31, a Nia-Snggﬁ és a Niz-Cio50* enzimformak
alkotjak. A dupla enzimciklusos modellben a két egymasba kapcsolodd ciklusban a

Nia-slggll Nia-C195o* és Nia-Sngg,e /Nia-C195o* formak vesznek részt.

A B
NIu_AI945* I\hr/_Bl943* Niu_Ams* Nir_BIOJS*
Niu_smx Nir_smu Ni, =8 45 Ni, =S,y
\ 1L,=S 03 Ni—§
lr 1931
H,
1~ um ¢, H??
} 19;1& ’
H,
1,=Cio50* 1,=Cios* 0
MSRM ) o
e. H+ SRl)é
9
5. abra

Kiilonboz6 kinetikai modellek.
A hidrogenéz reakci6 trianguléris (A) és dupla enzimciklusos (B) modellje [Osz és mtsai
2005]. A modellekben a 4. abran is lathatd, spektroszkopiailag elkiilonitheté enzimformak

szerepelnek.

A kozelmultban egy autokatalitikus enzim modellt javasoltak, amely a triangularis
modellhez hasonld, de az enzimciklusban egy autokatalitikus 1épés is talalhato a Ni-C*
és Niz-S formak kozott (6. abra) [Osz és mtsai 2005]. Feltételezésiik szerint a hidrogént
mar megkotott Nip-C* forma 1ép kolcsonhatdsba a Nip-S formaval és esetleg
konformacié valtozas révén indukalja abban a hidrogén kotését, igy a Ni-C* forma
(azaz onmaga) képz6dését. A modell alapjan az aktivalas soran torténik az oxigén
komponens eltavolitasa, majd az autokatalitikus 1€pés révén az enzimformék aranya

megvaltozik és a hidrogént kotd Ni;-SR enzimforma duasul fel.
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6. abra

Az autokatalitikus triangularis model [Osz és mtsai 2005]. Az 5. abran mutatott
triangularis modelltdl abban tér el, hogy a Ni,-S193; forma egy autokatalitikus

kolcsonhatas révén dnmaga képzodését segiti eld (piros nyil).

1.4.3. Hidrogenaz aktivitas mérésére szolgalo modszerek

A hidrogenéazok aktivitasat tobbféle modon mérhetjiik, az aldbbi négy modszer a

legaltalanosabb [Cammack és mtsai 1994].

1. Hidrogén termelés vagy redukcio a kdvetkez6 egyenlet szerint:
2Dred+2H+=2Dox+H2

A D az elektrondonor, ami barmilyen alacsony redoxpotenciallal rendelkez6 anyag lehet
példaul citokrém cs, vagy valamilyen redoxfesték (pl. metil-viologén). A redoxfestékek
ilyenkor az elektronmediator szerepét toltik be, redukéalasukhoz altaldban natrium-

ditionitot (Na;S,04) hasznalnak.
2. Hidrogén felvétel vagy oxidacio a kdvetkezd egyenlet szerint:

H2+2A0X:2H++2Ared
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Az A az elektron akceptor, ami lehet alacsony (pl. citokrom c3, metil-viologén) vagy
magas redoxpotenciallal rendelkez6 anyag (mint a metilénkék vagy 2,6-dikloro-
indofenol (DCIP)).

A fejlesztett ill. felhasznalt hidrogén mennyiségét mérhetjiik amperométerrel
(hidrogén elektroddal), gdz nyomas alapjan egy manométerrel vagy hovezetd képesség
érzékeldvel (TCD) rendelkezd gazkromatograffal. A reakcidt spektrofotometriasan is
kovetni tudjuk a D vagy A abszorpciovaltozasa révén, ha redoxfestéket alkalmazunk (a

redoxfestékek redukalt és oxidalt allapotban eltérd szintiek).

3. Deutérium vagy tricium kicserél6dés protonnal elektron akceptor vagy elektron

donor nélkul

A tricium kicserélddés tricium gazzal, vagy tricidlt vizzel torténik, a képz6dd
3 VRt PP ’ r1r ’ I I ; - . SRy I
H2O szcintillacids szdmlaloval, mig a tricium a gdz fazisban ionizéciés kamraval

mérhetd. A reakci6 deutériummal is lejatszodik:
’H, +2'H,0 = 'H, + 2'H*HO
’H, + 'H,0 = '"H’H + 'H’HO

Ilyenkor a két reakcié ardnya a hidrogenaz tipusatol, valamint egyéb koriilményektdl

fiigg, mint példaul a pH. A deutérium tomegspektrometrias analizissel mutathato Ki.

4. Hidrogén para-orto konverzidja
pH2 + H2O = oH2 + H20

A p és 0 a kotésben 1évo elektronok spin allapotat jelolik (para: antiparalell spinek,
orto: paralell spinek). A normal hidrogén gaz izomerek elegye, benne az orto hidrogén
és para hidrogén aranya 3:1. Az izomerek spontan atalakulasa igen ritka. A
hidrogenazok a para izoformat képesek orto izoformaba atalakitani. A reakcio elektron
donor, vagy akceptor nélkiill zajlik és a hdvezetd képesség valtozasanak mérésével
kovetheto.

Az aktivitasmérések mindig anaerob koriilmények kozott zajlanak, mivel a
hidrogenazok miikodésiikk kozben altalaban fokozottan érzékenyek az oxigénre. A
reakcioelegyet egy jol zarhatd edénybe helyezik és lecserélik a légterét vakuumpumpa
segitségével, vagy egyszerlien atfuvatjak gazzal. Hidrogén fejlesztd mérésnél nitrogént
vagy argont hasznalnak. Az esetleges maradék oxigén lekotésére kiillonbozdé oxigén

csapdakat lehet alkalmazni, ilyen példaul a gliikk6z/gliikéz oxiddz rendszer, ahol az
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enzim a glikéz oxidadlasa kozben felhasznalja a jelen levé maradék oxigént. A
redoxfesték redukaldsahoz haszndlt natrium-ditionit képes kis mennyiségii oxigén

redukélésara is.
1.5. Hidrogenazok bioszintézise és érése

A hidrogenazok ¢érése bonyolult, tobb 1épcsés folyamat, amely mindig a
citoplazméaban megy végbe. A [NiFe] hidrogendzok érését ismerjiik részletesebben
[Blokesch és mtsai 2002a, Blokesch és mtsai 2002b]. A folyamatot kisegité fehérjék
koordinaljak, melyek az érés soran megfeleldé konformécioban tartjdk a prekurzorokat és
a kiilonbozoé elemek beépitését végzik. Ezeket a fehérjéket kodoldo gének egyes
¢lélényekben a struktir génekkel egy operonban, masokban a kromoszoman szétszorva
helyezkedhetnek el. Vannak koztiik az organizmus tobb hidrogenazanak érésében
szerepet jatszoé Hyp (Hyp, hydrogen pleiotropy) fehérjék, vannak az adott hidrogenazra
specifikus érési fehérjék, mint példaul a nagy alegység C terminalisanak hasitasat végzo
endopeptidaz €s vannak olyan kisegitd fehérjék is, melyek mas fémtartalma fehérjék
(pl. nitrogenaz) szintézisében is szerepet jatszanak. Altalanosan elmondhato, hogy egy
[NiFe] hidrogenaz éréséhez legalabb hat Hyp segité fehérje (HypA, HypB, HypC,
HypD, HypE és HypF), egy specifikus endopeptidaz és a kis alegység FeS kockainak
beépiilését segitd fehérjék sziikségesek.

Részletesen az Escherichia coli harmadik hidrogenazanak (Hyc) érését vizsgaltak
[Forzi és mtsai 2007] és kisebb eltérésekkel ezt a modellt (7. abra) gondoljak
érvényesnek mas [NiFe] hidrogenazok érésére is.

Az E. coli genomja négy [NiFe] hidrogenazt kodol, ezek koziil harom hidrogenaz
kiilonb6z6 anaerob ndvesztési koriilmények alatt expresszalodik, mig a negyedik
feltételezett hidrogendz expresszalasahoz sziikséges novesztési koriillmények még nem
ismertek.

A Hyc egy format hidrogénlidz komplex tagja, ami a format szén-dioxidda és
hidrogénné alakitasat végzi [Rossmann és mtsai 1991]. A kis €s nagy alegység érése
kiilon torténik.

A nagy alegység polipeptidlancaba elobb a Fe atom keriill be a megfeleld
ligandokkal (CN™ és CO molekulak). A CN° ligandok karbamoil-foszfatbol
szintetizalddnak, a CO ligandok eredete még nem tisztazott [Forzi és mtsai 2007]. A
HypF fehérje ATP hidrolizis mellett egy adenildlt karbamoil-foszfat kialakulasat
katalizélja, aminek a karbamoil csoportja a HypE fehérjére keriil at, ahol ujabb ATP
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hidrolizis mellett dehidratalodik €s kialakul a cianid csoport. A Fe atom eredete szintén
nem ismert, a HypC és HypD fehérjékkel képez komplexet, amig a HypF és HypE
fehérjék kozremiikddése révén a CN és CO ligandok hozzékapcsolédnak. Ezutan a
nagy alegység prekurzoraval a HypC chaperon komplexet képez és a Fe atom ¢és
ligandjainak prekurzorba helyezését katalizalja. A Ni atom csak ezt kdvetden épiil be a
katalitikus centrumba a HypA és HypB fehérjék segitségével. A HypB fehérje C
terminalisan egy konzervalt GTP kotd motivum taldlhato és a GTPaz aktivitas
elengedhetetlen a Ni nagy alegységbe valo behelyezéséhez [Maier és mtsai 1995]. A Ni
megfeleld behelyezése utdn a HypC disszocial a nagy alegység prekurzorardl és egy
specifikus endopeptiddz, a Hycl egy 32 aminosavas peptidet hasit le a prekurzor nagy
alegység C terminalisardl [Magalon és mtsai 2000]. A lehasitott peptid mérete az egyes
hidrogenazoknal valtozo, a Hycl-vel homolog endopeptidazok egy konzervalt hisztidint
vagy arginint ismernek fel a C-terminalis CX,CX;H/R motivumban [Theodoratou és
mtsai 2000a, Theodoratou és mtsai 2000b]. A hasitas nagy konformaciés valtozast
eredményez, mely sordn a [NiFe] aktiv hely bezarddik és a nagy alegység végleges,
nativ konforméacioja kialakul.

A kis alegység polipeptid lancéba az érés soran vas-kén kockak épiilnek be. A
nitrogendz bioszintéziséhez sziikséges gének valdsziniileg minden vas-kén kockakat
tartalmaz6 fehérje érésében, igy a hidrogenazokéban is szerepet jatszanak. Leginkabb
ismertek a NifS-re és NifU-ra hasonlitd fehérjék (pl. IscS és IscU), melyek a kén
aktivalasat €s vassal torténd OsszerendezOdését katalizaljdk [Yuvanlyama és mitsai
2000].

Az érési folyamat végén a nagy alegység az érett kis alegységgel komplexet képez
¢s kialakul a miikddéképes heterodimer szerkezet.

Az E. coli-ban azonositott segité fehérjéket kodolo gének homologjait mas
organizmusokban is megtalaltak. Thiocapsa roseopersicina-ban két HypC (HypC; és
HypC,) fehérjét is azonositottak [Mar6ti és mtsai 2003]. Ralstonia eutropha-ban a
szolubilis [NiFe] hidrogendz aktiv helyén a Fe kettd helyett harom, a Ni egy CN’
liganddal rendelkezik. A hypX gén mutécidjakor a négy CN™ ligand helyett csak harmat
talaltak az aktiv centrumban [van der Linden és mtsai 2004, Bleijlevens és mtsai 2004].

Nem minden [NiFe] hidrogenaz érésekor torténik C-terminalis végi hasitas a nagy
alegységen. A H, érzékelé hidrogenazok (pl. HupUV Rhodobacter capsulatus-ban,
HoxBC Ralstonia eutropha-ban) és mas hidrogenazok (Ech Methanosarcina barkeri-
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ben és a CO indukalt Coo Rhodospirillum rubrum-ban) nem igényelnek proteolitikus

hasitast az érésiik soran.

7. abra
A [NiFe] hidrogenazok bioszintézise [Blokesch és mtsai 2002b]. Az abran a nagy alegység

kialakulasanak 1épései lathatoak.

A [NiFe] hidrogenazok bioszintézis¢chez a Ni és Fe felvételt biztosito
transzportrendszerek fehérjéi is sziikségesek [Cammack és mtsai 2001]. Ralstonia
eutropha-ban egy Ni?* specifikus permedz, amit a hoxN kodol, E. coli-ban a nik 16kusz
génjei sziikségesek a nikkel felvételéhez. A Fe felvételéhez Fe kelatorokat, Un.

szideroforokat szekretalnak a sejtek, és a Fe-sziderofor komplexeket tobb transzport

rendszer is megkoti.
1.5.1. Membran targeting és transzlokadcio

A periplazmikus és membrankotott hidrogenazok a Tat (twin arginin transport)
rendszer révén jutnak el fizioldgias helyiikre, a membranhoz illetve a periplazmaba. A

Tat rendszer a hidrogendzokon kiviill szamos redox kofaktort tartalmazé fehérje

kofaktort tartalmazd format-dehidrogendz [Sargent és mtsai 1998, Sargent €s mtsai

1999] illetve nitrat-reduktaz [Weiner €s mtsai 1998]. A transzport rendszert alkoto
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fehérjék génjei a baktériumok legtdbb csoportjaban, valamint a mitokondriumokban és
a kloroplasztokban is megtalalhatoak.

A periplazmatikus és membrankotott hidrogenazok altalaban heterodimerek, egy
kis és egy nagy alegységbdl allnak és a kis alegységiikon talalhatod egy targeting szignal
(szignal szekvencia), ami egy konzervalt RRxxFxK motivumot tartalmaz [Voorduw és
mtsai 1992, Wu és mtsai 1993]. A kis alegység csakis az érett nagy alegységgel egyiitt
jut at a membranon, mikézben a szignal szekvencia lehasitodik [Rodrigue és mtsai
1999].

1.6. A Thiocapsa roseopersicina jellemzése és hidrogenazai

A Thiocapsa roseopersicina egy Gram negativ baktérium, a gamma-
proteobaktériumokon beliill a fotoszintetizald6 bibor kénbaktériumok csoportjaba
(Chromatiales, Chromatiaceae csalad) tartozik. A sejtek gémb alakuak vagy ovoidok,
atméréjik 1-3 um (8. abra b). A tapoldatban egyesével, vagy kettd, négy, ritkan tobb
sejtb6l alld aggregatumok formajaban fordulnak elé. Az érett kultarak szine sotét
meggypiros (8. abra a). Fény jelenlétében anaerob koriilmények kozott fotoautrotrof
modon ndnek, szulfidot vagy tioszulfatot hasznalva elektron donorként a szén-dioxid
asszimilaciohoz. A szulfid oxidacio folyaman a sejtek id6legesen kenet raktaroznak. A
baktérium képes a 1égkori nitrogén megkotésére. Aerob koriilmények kozott sotétben is
tudnak szaporodni, ilyenkor fakultativ kemoautotr6f modon nének. Eléfordulnak
napsiitotte sekély allovizek oxigénszegény rétegeiben, homokos tengerpartokon, és

olyan szennyvizekben, amelyben van elegendd hidrogén-szulfid és szerves komponens.
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8. abra

Thiocapsa roseopersicina folyadékkultaraja (a) és elektronmikroszkopos képe (b).
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A Thiocapsa roseopersicina legalabb négy [NiFe] hidrogenazzal rendelkezik,
ezek pontos fiziologiai funkcidja még nem ismert. Ketté koziilik membran asszocialt,

periplazmatikus, kett6 pedig citoplazmatikus fehérje (9. abra).

9. abra
A Thiocapsa roseopersicina memban asszocialt (HynSL, HupSL) és citoplazmatikus
(HoxEFUYH, HupUV) hidrogenazai.

A két membran asszocidlt hidrogendz (HupSL és HynSL) 46 % aminosav
homologiat mutat [Kovacs és mtsai 2002, Colbeau és mtsai 1994]. A HupSL érzékeny a
hére és az oxigénre, ha eltavolitjuk a fotoszintetikus membranbdl. Szerepe valdszintileg
a nitrogénfixalaskor a nitrogendz altal termelt hidrogén felvételében van. A HynSL
hidrogenazt kiilon fejezetben jellemzem, mivel munkdm sordn ennek az enzimnek a
miikodését vizsgaltuk.

A  HoxEFUYH hidrogendz a citoplazmaban taldlhat6 heteropentamer
fehérjekomplex. A cianobakterialis NAD-redukalo kétiranya [NiFe] hidrogenazokkal
mutat szekvencia hasonlosagot [Rakhely és mtsai 2004, Rakhely és mtsai 2007,
Palagyi-Mészaros és mtsai 2008]. A HoxFU diaforaz aktivitassal rendelkez6 alegysége
redukalja a NAD-ot, a HoxYH alegysége a hidrogenaz aktivitasért felelds. A HoxE
alegység szerepe még nem tisztazott, de a komplex in vivo mitkodéséhez sziikséges.

A citoplazmatikus HupUV a hidrogén ¢érzékelé hidrogenazokhoz tartozik.
Hasonlit a Rhodobacter capsulatus HupUV [Dischert és mtsai 1999, Elsen és mtsai
2003] és a Ralstonia eutropha HoxBC hidrogenazahoz [Lenz és mtsai 2002], melyek

szerepe a baktérium tobbi hidrogendza szintézisének hidrogéntdl fliggd transzkripcios

21



[rodalmi attekintés

szintli szabalyozdsa. A hidrogén érzékeld hidrogenaz kolcsonhatasba 1ép egy
kétkomponensti szignal transzdukcids rendszer egyik elemével, egy autofoszforilaciora
képes hisztidin kinazzal (R. capsulatus-ban HupT, R. eutropha-ban HoxJ), amely a
szignal transzdukcios rendszer masik elemét, egy transzkripcids faktort (HupR R.
capsulatus-ban, HoxA R. eutropha-ban) aktival illetve inaktival foszforilacioval. A
transzkripciés faktor a baktérium mas hidrogenazainak expresszidjat indukalja.
Thiocapsa-ban azonositottak a szabalyozo rendszer tobb elemét (HupT és HupR), amely
a HupSL hidrogenaz expressziojat szabalyozhatnak, de eddigi ismereteink szerint a

Thiocapsa sejtek ezt a rendszert nem hasznaljak [Kovacs és mtsai 2005].

1.6.1. Astabil HynSL hidrogendz

A membran asszocialt HynSL (régi nevezéktan szerint HydSL) stabil hidrogenaz
régota ismert [Bagyinka és mtsai 1982, Kovacs és mtsai 1990], két alegységes fehérje
(64 ill. 34 kDa), a [NiFe]-hidrogenazok kozé tartozik. A Thiocapsa eddig ismert négy
hidrogendza koziil csak a stabil Hyn hidrogenaz tisztithatdo biokémiai és biofizikai
mérésekhez megfeleld mennyiségben és tisztasagban. Kristalyszerkezete még nem
ismert, de szamitogépes modellezéssel készitettek egy szerkezeti modellt [Szilagyi és
mtsai 2002]. Molekulanként két vas-kén kockat és egy [NiFe] centrumot tartalmaz. A
Ni a binukledris katalitikus centrumban helyezkedik el a nagy alegységen ¢€s legalabb
két cisztein tiolaton és két mas tipusi kotésen keresztiil kapcsolodik a fehérjéhez

[Bagyinka és mtsai 1993].
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10. ébra
A Hyn hidrogenaz hidrogén fejleszt6 (1) és hidrogén felvevo (2) aktivitasanak pH

fliggése 2 mM metil viologén, mint elektron akceptor jelenlétében [Zorin és mtsai 1996].
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Az enzim jellemzdje, hogy hdstabil, habar maga a baktérium nem termofil,
proteolitikus emésztésnek jol ellenall, és aerob koriilmények kozott is megérzi
aktivitasat [Kovacs és mtsai 1990, Kovacs és mtsai 1988]. E tulajdonsagaiban eltér mas
[NiFe]-hidrogenazoktol. A hidrogén felvevé és hidrogén fejleszté reakciot is képes
katalizalni (10. 4bra). Fizioldgias szerepe lehet a sejtben a HupSL-hez hasonldan a
nitrogendz rendszer altal termelt hidrogén eloxiddldsa és a membranpotencial
fenntartdsa, de fontos megjegyezni, hogy nem nitrogénfixald korilmények kozott is
jelen van a sejtben.

A sejtben a stabil hidrogenaz konstitutivan fejezédik ki. A két alegységet a hynS
(kis alegység) ill. hynL (nagy alegység) gének kodoljak, az elébbi egy 370, az utdbbi
egy 577 aminosavas fehérjét, melyekbdl az érett HynS (34,062 kDa) és HynL (63,892
kDa) lesz. A két gén kozé egy, nem az enzimet kodolo intergenomikus szekvencia
¢kelédik be (11. abra), igy a génelrendez6dés elég sajatos, mivel altalaban az egy
fehérje két alegységét kodold gének kozvetleniil egymas utdn kovetkeznek. Az
intergenomikus szekvencia két nyitott olvasasi keretet tartalmaz (ORF: open reading
frame). Az Ispl és Isp2 a feltételezett fehérjetermékek; az Ispl néhany transzmembran
doménnel és egy b-tipust hem kotéhellyel rendelkezik, az Isp2 pedig a heterodiszulfid
reduktazokkal mutat hasonlosagot [Rakhely és mtsai 1998, Dahl és mtsai 1999].
Mindkét fehérje sziikséges a hidrogendz in vivo miikddéséhez, ugyanakkor hianyukban
az enzim in vitro aktivitdsa nem valtozik [Palagyi-Mészaros és mtsai 2008], ezért a
jelenlegi feltételezések szerint a Hyn hidrogenaz redox partnerekkel torténé elektron

transzfer folyamataiban jatszanak szerepet.

— 2 e

mynS  ispl isp2 hynL

11. abra

A Hyn operon szerkezete. A struktargének (hynS és hynlL) k6zé egy intergenomikus

szekvencia ékelddik be, ami két nyitott olvasasi keretet tartalmaz (ispl és isp2).

Mas [NiFe] hidrogenazokhoz hasonléan EPR mérésekkel tobb enzimforma
azonosithatd: Niy*, Ni* és Ni;-C* [Cammack és mtsai 1989]. Kétdimenziés SDS
gélelektroforézis  kisérletekkel — kimutattak, hogy  kiilonb6zé  konformacidji
enzimformakat lehet elGallitani [Tigyi és mtsai 1986]. Két aktivitassal rendelkezd

enzimformat tudtak elkiiloniteni, egy 90 kDa-os latszélagos molsulyua és egy 49 kDa-0s
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latszolagos molsulyu format. A 90 kDa-os forma oxigénre érzékeny volt, mig a 49 kDa-
os forma oxigénnek jol ellenallt.

Az aktivitas mérési kisérletek soran dertiilt fény az enzim sajatos miikddésére, arra
hogy a hidrogenaz reakcioé autokatalitikus reakciokra jellemz6 tulajdonsagokat mutat.
Az enzim specifikus aktivitasa fiigg az enzimkoncentraciotol, és a hidrogén felvevo
reakci6 lag fazissal indul [Dér és mtsai 1985, Bagyinka és mtsai 1984, Osz és mtsai
2005a, Osz és mtsai 2005b], aminek a hossza forditottan ardnyos az
enzimkoncentracioval ¢és elég magas enzimkoncentracional el is tinik. A
hidrogénfelvevo iranyt reakcidban autokatalitikus oszcillaciot tapasztaltak [Bagyinka és
mtsai 2003]. A reakcidonak specidlis térbeli mintazata van, amely kiivettaban ¢és
vékonyréteg kisérletekben is jol megfigyelhets [Osz és mtsai 2005a]. Ez utobbi
esetében a reakcid (amit a kék redukalt benzil viologén megjelenése jelez) diszkrét
pontokbol indul el, melyek alland6 sebességgel nének, mig a teljes reakcidelegy be nem
kékiil. Allandé sebességgel haladd reakciofrontok az autokatalitikus reakciokra
jellemzéek [Showalter és mtsai 1981, Weitz és mtsai 1984, Bazsa és mtsai 1985]. A
reakcid startpontjdnak kialakuldsa indukalhatdo a hidrogénfelvételen mar atesett
reakcidelegy, vagy Hj-nel aktivalt enzim segitségével. A reakcid startpontjanak
indukaldsidra az alacsony koncentracidban hasznalt redukalt benzil viologén vagy
anaerob, de nem aktivalt enzim alkalmazasa hatastalannak bizonyult. Ez arra utal, hogy
az autokatalizator valosziniileg egy enzimforma és nem a termék, vagyis nem a redukalt
elektron akceptor. Az enzimre felallitott autokatalitikus reakciomodell szerint végzett
szamolasok aldtdmasztottak a kisérleti megfigyeléseket [Osz és mtsai 2005b] és a
hidrogenazok miikodésére elézéleg leirt modellek alapjan egy modositott
autokatalitikus triangularis enzimmodellt javasoltak. Ezt a modellt a hidrogenazok
miikodésérdl szo16 részben fejtettem ki bévebben.

Az autokatalitikus viselkedés nem csak a Thiocapsa roseopersicina HynSL
hidrogenazara jellemzd, csak nem mindig ismerték fel, hogy ez all a tapasztalt
jelenségek hatterében. A Desulfovibrio gigas periplazmatikus hidrogenazanak aktivitas
mérése soran szintén megfigyeltek lag fazist [Fernandez és mtsai 1985], tovabba leirtak
azt is, hogy a redukalt elektron akceptor megjelenése nem homogén a kiivettaban. A lag
fazis alatt a reakciot egy kordbban mar lejatszodott reakcioelegybdl vett mintaval
azonnal inditani tudtdk. A szerz6k ugyan leirtak ezeket a jelenségeket, de

megmagyarazni nem tudtak.
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1.7. Az autokatalizis

Tekintettel arra, hogy dolgozatom kozponti kérdése a hidrogendz enzim
autokatalitikus viselkedése, részletesebben is meg kell targyalnom ennek a jelenségnek
mibenlétét, meghatarozasat, és rola a kémia és a bioldgia teriiletén eddig Osszegytlt
ismereteinket, illetve, hogy a Hyn hidrogenaz esetében hogyan valdsulhat meg ez a
folyamat.

1.7.1. Autokatalizis a kemiaban

Az autokatalizis fogalmat el0szor kémiai reakcioknal irtdk le. Az elsé megfigyelt
autokatalitikus reakcié a szerves észterek savas kozegben lejatszodo hidrolizise volt.
Ezeknél a reakciokndl az egyik végtermék a katalizator, mely onmaga képzddését
katalizalja (autokatalizator) és ahogy az id6 haladdséval ndvekszik a koncentracidja,
ugy novekszik a reakciosebesség is, mig az egyensulyi allapot be nem all (12. abra). A
reakcid kezdetén az autokatalizator kis koncentracioban van jelen, ezért a
reakcidsebesség egy ideig alacsony. Ezt az id6tartamot nevezik indukcids idének (lag
fazisnak), mely az autokatalitikus reakciok egyik jellemzdje. A lag fazis alatt a
reaktansok koncentracigja alig valtozik, majd a reakciosebesség hirtelen novekedésével
parhuzamosan csokken. Tipikus tulajdonsdga az ilyen reakcioknak, hogy az
autokatalizator reakcioelegybe addsa noveli a reakciosebességet €s csokkenti a lag fazis
hosszat. Fontos azonban megjegyezni, hogy indukcids idé nem csak autokatalitikus
reakciondl jelenik meg. Konszekutiv reakcid esetén koztitermék alakul ki, ami a
végtermek megjelenését késlelteti és ez az oka az indukcids idonek. Egy masik
lehetséges eset, hogy a reakcioelegyben jelenlévé inhibitor egy mellékreakcioban lassan

elreagal, és ezt kovetden jelenik csak meg a termék.

Egy egyszerti autokatalitikus reakciot véve A = B, ahol az A a reaktans, a B az

autokatalizator és a végtermék egyben, ki a kinetikai allando, a reakcidsebességet a
kovetkezOképpen irhatjuk le: v =k; x A x B.

Vagyis egy reakcio autokatalitikus, ha a reakcidsebesség nemcsak a reaktans,
hanem a végtermék koncentraciojatol is fiigg. Tipikus autokatalitikus koncentracié-ido
gorbe lathaté a 12. 4dbran. Ezt a gorbetipust szigmoid gorbének nevezik, mely jol
jellemezheté harom paraméterrel [Bazsa és mtsai 1992]:

1. a gorbe inflexios pontjahoz tartozo tins érték,
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2. a tp id6ponthoz tartoz6 maximalis meredekség, ami a maximalis
reakciosebességnek felel meg (Vimax),
3. a maximalis konverzié, ami irreverzibilis reakcioknal 1, de autokatalitikus

reakcidkban altalaban nagyobb, mint 0,5.
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Tipikus autokatalitikus koncentracio-id6é gorbe [Bazsa és mtsai 1992]. Harom paraméterrel
jellemezhetd; a gorbe inflexids pontjahoz tartozo tins értékkel, a ti, iddponthoz tartozd
maximalis meredekséggel, ami a maximalis reakcidsebességnek felel meg (Vinax), €s a

maximalis konverzioval.

Az autokatalitikus rendszerek folyamatosan kevert tankreaktorban (CSTR), de
akar zart rendszerben is bistabilitassal, esetenként multistabilitassal rendelkezhetnek
[Bazsa 1992]. A komponensek oszcillalhatnak is tobb stabil allapot kozott, azonban ez
nem mindegyik autokatalitikus reakcidra igaz. Zart rendszerben csakis csillapitott
oszcillacio johet 1étre.

Egy autokatalitikus reakcid térbeli mintazatot mutat, amely egy dimenzioban
(példaul kémcsdben) és két dimenzidban (vékony rétegben, példaul egy Petri csészében)
is vizsgalhatd. Ha egy szubsztratot tartalmazo cs6 végébe autokatalizatort cseppentiink,
akkor abban a térfogatrészben elindul és lezajlik a reakcid, mig a szubsztrat el nem
fogy. A szomszédos térfogatrészben azonban nincs jelen autokatalizator, ezért hatalmas

koncentraciogradiens alakul ki, igy az autokatalizator gyors diffazidjaval a reakcio

26



[rodalmi attekintés

tovabb halad, végig a csé mentén. Ez az autokatalitikus hullam, amely végighalad a
csOvon, a reakciofront pedig az a tartomdny, amely el6tt felhalmozddott az

autokatalizator és mogotte pedig csak a szubsztrat helyezkedik el (13. abra).

Gr SO0 o> 5

13. 4abra

Autokatalitikus hullam terjedése [Bazsa és mtsai 1992]. A sotét cellakban (térrészben) nagy
autokatalizator koncentracio, a sziirke cellakban alacsony autokatalizator koncentracié van. A

fehér cellakban nincs jelen autokatalizator.

Vékonyrétegben vizsgalva a reakciot koncentrikus korként haladé frontot latunk,
0szcillalo rendszer esetén a frontok egymast kovetik. A kor kozéppontja az a pont, ahol
a reakcid spontan elindul, vagy ahol inditjdk a reakcidot az autokatalizator
cseppentésével, vagy mas modon, példaul elektroddal. Az autokatalitikus front
jellemzoje az allando haladasi sebesség [Showalter és mtsai 1981, Weitz és mtsai 1984,
Bazsa és mtsai 1985, Harrison és mtsai 1986, Needham és mtsai 1992, Epstein és
Pojman 1998].

1.7.2.  Autokatalizis a biolégiaban

Az autokatalizis a biologidban is megfigyelhetd. A sejtosztodas példaul egy
tipikus autokatalitikus példanak tekinthetd. A fehérje reakciokban haromféle tipusu

autokatalizist ismertiink:
1. Foszforilaz tipusu autokatalizis

Az inaktiv enzimforma az aktiv enzimforma szubsztratja.

Bizonyos kinazok autofoszforilaciora képesek, igy aktivalodnak és foszforilalni
képesek tovabbi fehérjéket. R. capsulatus-ban példaul a HupSL hidrogenaz
transzkripcidjat szabalyoz6 rendszer része egy hisztidin kinaz (HupT), amely

autofoszforilaciora képes.
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In vitro oszcillalo rendszert allitottak elé a cianobakterialis KaiA, KaiB és KaiC
fehérje ¢és ATP segitségével [Nakajima ¢és mtsai 2005]. A harom fehérje a
cianobaktériumok cirkadidn ritmusanak szabalyozésaban vesz részt, mas gének
transzkripcids-transzlaciés negativ  feedback szabdlyozasa révén. Nemrégiben
kimutattak, hogy egyiitt inkubalva a harom tisztitott fehérjét és ATP-t, a KaiC
foszforilacid szintje ritmikus valtozast, oszcillaciét mutat. A KaiC autofoszforilaciora és
autodefoszforilaciora képes, a KaiA fehérje elosegiti KaiC autofoszforilaciojat, mig a
KaiB a KaiA fehérje hatasat gyengiti. A kisérletes eredményeket egy autokatalitikus
1épést tartalmazo modellel lehetett jol leirni [Mehra és mtsai 2006].

2. Termék aktivalas tipusu autokatalizis

A reakci6 egyik terméke aktivalja az inaktiv enzimformat.

Ilyen példaul az allosztérikus szabalyozas egyik formaja, amikor az aktiv
konformaci6 kialakulasat a termék allosztérikus helyre kotdédése indukalja, amely hely

eltér az aktiv helytdl.
3. Prion tipusu autokatalizis

A fehérje kétféle konformacioban fordul eld és két eltérd konformacioban 1évo
fehérjeforma kolcsonhatasanak eredménye két azonos konformécioval rendelkezd

forma, azaz az egyik forma 6nmaga kialakulasat katalizalja.

A prionok fehérje természetli fertéz0 patogének, amelyek szamos letalis
neurodegenerativ betegséget okoznak, gy, mint a human Creutzfeldt—Jakob-szindroma
(CJD), a juhok kergekorja (scrapie), vagy a szarvasmarhak szivacsos agyveldgyulladdsa
(BSE) [Prusiner és mtsai 1998, Skhundina és mtsai 2008]. A prionok részt vehetnek
genetikai eredetli, fert6z6 vagy szorvanyosan eléfordulé megbetegedésekben. A
megbetegedések oka a normalis, cellularis PrP© fehérje forma atalakulasa a koros PrP*
formaba. A koros forma sokkal tobb P redd szerkezetet tartalmaz a normalis formahoz
hasonlitva és fizikai-kémiai tulajdonsagaiban is eltér téle, (1. tablazat), példaul a PrP*
monomerek polimerek (amiloid) képzésére képesek. Az atalakulas soran a koéros forma

templatként szolgél, igy dnmaga képzddését katalizalja.

PrP® + PrP% — 2 PrP%

28



[rodalmi attekintés

Tulajdonsag PrP“forma |PrP>*forma
Ultraibolya (UV), ionizalo | karosodik rendkivil ellenallo
sugarzas hatdasa
Proteolitikus emésztés degradalodik | rendkiviil ellenallo
hatasa
Hotiirés atlagos rendkiviil hotlird
a-hélix - f-redd szerkezet |40 % -kevés |30 % -45%
ardanya
Aggregacios hajlam szolubilis szabalytalan palca alak( aggregatumok
Lokalizacio intracellularis | extracellularis
Patogenitas természetes | patogén
sejtfehérje
1. tablazat

A PrP€ ¢és PrP* formak szerkezetének, elhelyezkedésének, patogenitasanak és

kiilonboz6 kiilsé hatasokkal szembeni ellenallasanak 6sszehasonlitasa.

Az atalakulas mechanizmusara tobb elmélet is van [Skhundina és mtsai 2008]. A
heterodimer modell szerint egy PrP® és egy PrP* forma kélcsonhatasa egy PrPCPrp>
heterodimert eredményez, ami PrP** homodimerré alakul, majd aggregacid révén
kialakul a polimer. A polimerizaciés modell szerint elészér egy PrP>* mag alakul ki, ami

egy oligomer szerkezet. Ezt a lassu folyamatot egy gyors polimerizacio koveti.
1.7.3. Autokatalizis a Hyn miikodése sordan

A  Hyn hidrogendz esetében a prion tipusi autokatalizis tlinik a
legvalosziniibbnek. A Hyn-nek kiilonb6zd konformacidban 1évé formai vannak, melyek
aktivitdsukban és oxigénnel szembeni ellendllasukban is eltérnek (lasd Hyn jellemzése).

Vizsgaltak egy lehetséges allosztérikus hely meglétét is [Osz Judit 2005].
Aktivitasra festett poliakrilamid gélben megfuttattak a hidrogenazt, a hidrogendz altal
megfestett kék csikot (redukalt benzil viologén) tartalmazé géldarabot anaerob iivegbe
zartak €s nitrogénre cserélték a légteret. Egy nap mulva hidrogén jelent meg az iiveg
légterében és a kék szin eltlint. A gélben a diffuzo gatolt, vagyis ha 1étezne allosztérikus
kotohely, akkor a hidrogenaz nem tudta volna felhaszndlni a meglévd redukalt benzil
viologént a hidrogén fejlesztésére.

Ha valdban a prionokhoz hasonléan két eltéré konformacidoban 1évé enzimforma
hat kodlcson egymassal az autokatalitikus 1épés soran, akkor rovid idore a fehérje-fehérje

kolcsonhatas miatt fehérje komplexek alakulnak ki. Ez a koOlcsonhatids a fehérje
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befolyasolhato.
1.8. A s6k Hofmeister sorozata

Franz Hofmeister a 19. szazad végén kimutatta, hogy a sok befolyasoljak a
fehérjék oldékonysagat [Hofmeister 1888]. Az altala vizsgalt kationokat és anionokat
sorba rendezte a fehérjékre gyakorolt stabilizald illetve destabilizalo hatdsuk alapjan
(14. abra), ezt nevezziikk Hofmeister sorozatnak [Cacace és mtsai 1997, Kunz és mtsai
2004, Dér és mtsai 2007]. Az anionok altal kifejtett hatas erételjesebbnek bizonyult a

kationokéhoz képest.

F~ ~ SO]” > HPO;™ > acetate > Cl~ > NO3 > Br~ > ClO; > I~ > ClO] > SCN~

14. abra

Az anionok Hofmeister sorozata.

A Hofmeister sorozat bal oldalan a kozmotrdp sok talalhatok, melyek a fehérje
stabilitdsat novelik, és az oldhatdsagat csokkentik, ezért a fehérje oldatbdl kivalasat
stabilizaljak, novelhetik egy enzim aktivitasat, de ennek ellenkezdje is eléfordulhat [Dér
¢s mtsai 1998].

A sorozat jobb oldalan a kaotrép sok helyezkednek el. Ezek a fehérje
oldékonysagat novelik (,,salting in” hatds) és csokkentik a fehérje stabilitdsat, emiatt

altalaban csokkentik egy enzim aktivitasat.
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2. Célkitiizések

Munkam célja az volt, hogy a Thiocapsa roseopersicina Hyn hidrogenazanak prion
tipusu autokatalizisét igazoljam ¢és 1) vékonyréteg kisérleti rendszer kialakitasaval
megvizsgaljam az autokatalitikus mintazatot eltér6 koriilmények kozott, vagyis

meghatarozzam az autokatalitikus 1épést befolyasolo faktorokat.
E célok eléréséhez a kovetkezo tennivalOkat és kisérleteket terveztem:

1. 0y vékonyréteg kisérleti rendszer kialakitasa, hogy a frontsebességet pontosan meg
tudjuk hatarozni,

2. a frontsebesség enzim koncentraciotol valo fiiggésének vizsgalata az 0j vékonyréteg
kisérleti rendszerben, hogy igazoljuk az autokatalizator fehérje természetét,

3. az autokatalitikus fehérje kolcsonhatas soran kialakuld fehérje komplexek
kimutatasa egy fehérje keresztkotési technika segitségével (PICUP, photo-induced
cross-linking of unmodified proteins),

4. konformdcio valtozéas kimutatasa a hidrogenaz hidrogénnel torténd aktivalasa soran
dinamikus fényszorodas (DLS, dynamic light scattering) mérésekkel,

5. a Hofmeister sorozatbol szarmaz6 anionok autokatalitikus mintdzatra ¢és
frontsebességre gyakorolt hatasanak a vizsgdlata az 1) vékonyréteg kisérleti
rendszerben,

6. a frontsebesség elektron akceptor koncentraciotol, hidrogén koncentraciotol és
hidrogénion koncentraciotol valo fiiggésének vizsgélata az 0j vékonyréteg kisérleti
rendszerben,

7. olyan reakciokoriilmények keresése, melyek kozott a hidrogenaz reakcio oszcillald
viselkedést mutat,

8. ujabb kinetikai modellek elemzésével az autokatalitikus kolcsonhatas elhelyezése a

hidrogenaz reakcioban.
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3.  Anyagok és mdodszerek

3.1. A Thiocapsa roseopersicina tenyésztése

A baktérium tenyésztésére hasznalt tapoldat Osszetétele 1000 ml desztillalt vizre
vonatkoztatva:

20 g NaCl

1 g KH,PO,

1 g MgCl,

1 g KCl

1 g NH,CI

2 g NaHCO3

2 g Na-acetat

2 g NayS,03 x 5 H,0

0,5 g Na,S

200 pl By, vitamin (100 g/ml)

1 ml NiCl; x 6 H,O (3 mM oldat)

1 ml mikroelem oldat

1 ml Fe-EDTA (3360,5 g/l)

Ezutan a pH-t 7,0-7,5-re kell allitani.

A mikroelem oldat dsszetétele 1000 ml desztillalt vizben:

Selecton B, 2975 mg
bérsav H;BO, 300 mg
CaCl, x 6 H,O 200 mg
ZnSO4 x 7 H,0 100 mg
MnClI;, x 4 H,O 30 mg
Na;MoOy4 x 2 H,0 30 mg
NiCl, x 6 H,O 20 mg
CuCl; x 2 H,O 10 mg

A baktériumokat 28 °C-on, lampaval megvilagitva tenyésztettiik csiszolt dugos
Erlenmeyer lombikban. A lombikokat sziniiltig toltve zartuk le, igy biztositottuk az anaerob
koriilményeket. Fehérje tisztitashoz a tenyészetet 75 literig szaporitottuk fel harom 1épésben,
az atoltashoz 10 %-os inokulumot hasznaltunk. A 75 literes kultirak novesztése 12,5 literes

muanyag Nalgene ballonokban tortént és altalaban 8-10 napot vett igénybe. Az érett kultara
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sOtét meggypiros szinli, a ballon falan szabad szemmel is jol lathatok a kénkristalyok. A
tenyészetbol G2-es sziirdvel eltavolitottuk a kénkristalyokat, majd ezutdn a sejteket atfolyos
centrifugaval (CEPA-LE) ilepitettiik ki, és az igy kapott nedves sejttomeggel (~300 Q)
dolgoztunk tovabb.

3.2. A stabil hidrogenaz tisztitasa

A tisztitas 75 literes folyadékkulturabdl indult. A lecentrifugalt nedves sejtszuszpenziot
-20 °C-os 100 ill. 90 %-os acetonnal kezeltiik, majd kiszaritottuk és igy kaptuk az acetonos

port, amely a denaturalt fehérjéket tartalmazta (15. abra).

acetonos por

!

DEAE anioncserélé kromatografia pH 7,5 (D450)

l

Butyl Sepharose hidrofob kromatografia pH 7,5 (DB)

!

Q Sepharose anioncser¢ld kromatografia pH 7,5 (DBQ)

!

Q Sepharose anioncserélé kromatografia pH 5,5 (DBQQ)

l

nativ preparativ gélelektroforézis (15 %-0s PAGE) (DBQQE)

!

Q Sepharose anioncserélé kromatografia pH 7,5 (DBQQEQ)

vagy
Phenyl S650 hidroféb kromatografia pH 7,5 (DBQQEP)

!

tisztasag ellenorzése nativ és SDS gélelektroforézissel (10-11 %-0s PAGE)
15. ébra

HynSL hidrogenaz tisztitas folyamatabraja. Az egyes tisztitasi 1épések utan zardjelben az

adott Iépés soran keletkezett minta elnevezése lathato.
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Az acetonos kezeléssel tavolitottuk el a membranalkotdkat és a membran szinanyagait.
Az acetonos port desztillalt vizben visszaoldottuk, lecentrifugaltuk, majd a feliiluszot egy
anioncseréld DEAE gyantara kotottiik. A kotés razatasos modszerrel tortént és 450 mM NaCl-
ot tartalmaz6 20 mM Tris-HCI pH 7,5 pufferrel eludltuk a hidrogenazt. A kdvetkezo 1épés egy
hidrofob kolcsonhatasti oszlopkromatografia volt. A mintdt 10 % ammonium-szulfat
jelenlétében kotottiikk fel egy Butyl-Sepharose oszlopra és a sdkoncentracid csokkentésével
eludltuk a hidrogendzt. Ehhez és az ezt kovetd kromatografias 1épésekhez egy Pharmacia
tipusu FPLC  késziiléket hasznaltunk. A  kovetkez6 két 1épés anioncseréld
oszlopkromatografias 1épés volt, Q-Sepharose gyantaval, eltér6 pufferekkel (Tris illetve MES)
¢s mas pH-n (pH 7,5 és pH 5,5). Ezutan a toményitett mintat 15 %-os nativ poliakrilamid
gélen megfuttattuk. A hidrogendz csikja altaldban jol elkiilonithetd aranysarga sav volt. A
gelbdl kivagtuk a megfeleld csikot, a gélt Osszetortiik és desztillalt vizben kevertetve
kioldottuk bel6le a hidrogenazt. Ezutan {ivegsziirdn lesziirtilk a mintat és Q-Sepharose vagy
Phenyl S650 oszlopra kotottiik. A sdkoncentracid novelésével illetve csokkentésével elualtuk
a hidrogenazt. Ezutan még tovabbi nativ ill. SDS poliakrilamid géleken megfuttattuk a kapott
mintat a tisztasadg ellendrzéséhez. A kisérletekhez részlegesen tisztitott vagy teljesen tiszta
hidrogenazt hasznaltunk. A fehérjekoncentracid6 meghatdrozdsdra a 280 nm-en mért

abszorpciot hasznaltuk. Altaldban 1-2 mg tiszta hidrogenazt kaptunk a tisztitas végén.
3.3. Moddositatlan fehérjék fény altal indukalt keresztkotése (PICUP)

Ez a fehérje keresztkotési technika egy fénnyel gerjeszthetd oxidanst hasznal az
asszocialt fehérjék gyors és hatékony Osszekotésére. A modszer elnevezése az angol
roviditésbol adodik: photo-induced cross-linking of unmodified proteins (PICUP) [Fancy és
mtsai 1999]. Az oxidans a trisz-bipiridil-ruténium dikation, amely lathat6 fénnyel gerjesztve,
ammoénium perszulfat, mint elektron akceptor jelenlétében képes a reakcidelegyben 1évo
fehérjék kovalens Osszekotésére. Ezen technika elénye a tobbi keresztkotési technikaval
szemben, hogy nem szilikséges hosszu ideig inkubalni a mintat, mégis a keresztkotott
produktumot tekintve joval eredményesebb, és lathatdo fényt hasznal. A feltételezett
keresztkotési mechanizmust a kovetkezoképpen irhatjuk le.

A Ru(I)bpys** egy igen hatékony fénygyiijté molekula, abszorpciés maximuma 452
nm-nél van vizben, molaris extinkcios koefficiense 14,700 M™. Fotolizise soran gerjesztett
allapotba kertil és képes egy elektront atadni a perszulfatnak, aminek kdvetkeztében annak O-

O kotése felhasad. A fotolizis eredménye tehat Ru(IIl), egy szulfat gyok és egy szulfat anion.
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A Ru(Ill) oxidalja a tirozil oldallancokat, igy tirozil gyokok alakulnak ki, amelyek képesek
masik tirozil oldallanccal kereszt kotni, ill. kozeli nukleofil lizil vagy ciszteinil oldallancok is
megtamadhatjak a gyokot és kereszt kothetnek vele.

Az eredmény kovalens kotéssel keresztkotott fehérje komplex lesz, amely poliakrilamid
gélen megfuttatva és megfestve (eziistfestés vagy Coomassie brilliant blue) lathatova teheto.

Az altalunk 6sszeallitott megvilagitasi rendszer a kdvetkez6 elemekbdl all (16. abra):

— fényforrds (NOVAFLEX Fiber Optic Illuminator, 150 W-os halogén izzdval),

— 1dozar (fényképezéshez hasznalt modell) ill. stopper,

— sziirke szlird (a fény spektralis Osszetételét nem véltoztatja meg, csupan a
fényintenzitas csokkentésében segit),

— mintatart6 (ebbe keriilt az 1,7 ml-es Eppendorf csd kinyitott kupakkal),

—  fénymérd (LI-250 Light Meter, a fényintenzitas mérheté vele pmol foton/s/m?
mértekegységben).

A rendszer révén szabalyozni tudtuk, hogy mennyi ideig és milyen intenzitast fényt
kapjon a minta. Mivel nem ismertik azt a fényintenzitds- és id6tartomanyt, ahol a
keresztkotés lejatszodik, ezért a modszert leird cikkben is alkalmazott glutation-S-transzferazt
(Schistosoma japonicum) hasznaltuk el6szor. A hidrogenazos kisérleteknél ezen eredmények
alapjan 50 pmol foton/s/m? fényintenzitast allitottunk be, és a mintat 1/2 s, 1s,2s,4s, 85, 16
S, 32's, 64 s, 128 s ideig vilagitottuk meg. A keresztkotési kisérleteket a hidrogenaz inaktiv és

aktivalas alatt 1év6 allapotdban (H; alatti allapot) végeztiik.
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Az egyes reakcioelegyek térfogata 20 pl volt. Minden kisérletnél az elegy a megadott
mennyiségben tartalmazott tiszta hidrogenazt (DBQQEQ), 20 mM Na-foszfat pH 7,5 puffert,
150 mM NaCl-ot, 0,125 mM Ru(bpy)sCl,-ot és 2,5 mM APS-t. A megvilagitas utan a reakciot
20 ul SDS mintafelvivd pufferrel allitottuk le. Az igy kapott mintakat, ezutan 10 ill. 20 percig
forraltuk és 10 %-o0s, 0,75 mm vastag SDS poliakrilamid gélen megfuttattuk [Maniatis ¢€s
mtsai 1989]. Ezutan a gélt eziisttel megfestettiik [Blum és mtsail987].

3.4. Dinamikus fényszorodas (DLS) mérések

A dynamic light scattering technika oldatban 1évé molekuldk szerkezeti analizisére
(molekula tomeg, méret, toltés) alkalmas. Elénye, hogy kis térfogatii mintat igényel és nem
invaziv modszer, azaz a mérés soran a minta sértetlen marad. Mas néven is ismert, példaul
photo-correlation spectroscopy (PCS) vagy guasi-elastic light scattering (QELS). Az oldatban
1évo részecskék méret szerinti eloszlasat (diszperzitasat) adja meg. Ha foként azonos méretii
részecskék talalhatok az oldatban, akkor monodiszperz, ha tobb méretpopulacié is talalhato,
akkor polidiszperz a rendszer. Ezt az informacidt a polimerekkel foglalkozé tudoményokban,
fehérje kristalyositasban és fehérje aggregacids vizsgalatokban hasznositjak.

A modszer alapja, hogy amikor a fény a hullamhosszahoz viszonyitva sokkal kisebb
molekuldkkal (< 250 nm) iitk6zik, minden irdnyban szorddik (Rayleigh szorodéas). Ha a
fényforras egy monokrém és koherens fényt 1étrehozd 1ézer, akkor a szort fény intenzitasa
1dofliggd fluktudciot mutat, amit a folyadékban 1évé kis molekuldk folyamatos Brown
mozgasa okoz. Az intenzitasfluktuacio i1d0 fliggését analizalva a molekula diffizios
koefficiense meghatarozhatd, a kozeg viszkozitdsdnak ismeretében a hidrodinamikai atmérdje
is kiszamolhat6, pontosabban kifejezve egy olyan gomb alaku molekula hidrodinamikai
atmérdjét tudjuk kiszdmolni, amely az adott oldatban azonos diffuzios koefficienssel
rendelkezik, mint a vizsgalt molekulank.

A technika fehérjék konformacié valtozasanak érzékelésére is hasznalhato, mivel
nagymértékii valtozas esetén a szdmolt hidrodinamikai atmérd valtozik [Dekker és mtsai
2001, Georgieva ¢és mtsai 2008].

A méréseket egy Malvern Nano ZS (modellszam: ZEN3500) tipust géppel végeztiik el
tiszta hidrogenazt (DBQQEP) egy 0,22 pum-es szlir6n atszlrtiik, hogy a mérést esetlegesen

zavard 220 nm-nél nagyobb részecskéktél megszabaduljunk. A specidlis kvarc mintatartd
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kiivettaba 1,5 ml enzimoldatot tettiink. A kiivetta felsd részén egy vékony cs6 volt kialakitva,
amire gumicsovet illesztve, nitrogént illetve hidrogént tudtunk dramoltatni a kiivettaba (17.
abra). Feliil egy Subaseal gumidugoval zartuk a kiivettat, amibe egy tlit szartunk, hogy
folyamatos legyen a gdzdramlas. A gazt, mieldtt a kiivettaba ért volna vizen buborékoltattuk
at, hogy a minta ne szaradjon ki a kiivettaban és egy hazilag készitett, felmelegitett réz-oxid-
hidroxid katalitikus oszlopon aramoltattuk 4t, ami a rajta atfoly6 gaz esetleges oxigéntartalmat
vizz¢ redukalta. Egy haromagu csap segitségével egy mozdulattal valtani tudtunk a nitrogén
¢s hidrogén gaz kozott. A levego alatti méréseknél a gazaramlas teljesen ki volt kapcsolva.

Az adatokat a késziilék gyartéja (Malvern Instruments Ltd.) altal ajanlott Dispersion
Technology Software 5.03 programmal értékeltiik ki.

.w

17. abra

A DLS méréshez hasznalt specialis kvarc kiivetta.

3.5. Vékonyréteg kisérletek

A vékonyréteg kisérletekhez egy specidlis liveglapot hasznaltunk, amibe egy kor alaku,
0,4 mm mély és 36 mm atmér6jii mélyedést poliroztak (18. abra A). A reakcidelegyet (410 pl)
ebbe a mélyedésbe pipettaztuk bele oly modon, hogy egy mindenhol egyforma vastagsagu
(0,4 mm) reakcioréteget kapjunk. A kisérletek soran részlegesen tisztitott (DPQQ)
hidrogenazt ¢és benzil viologén elektron akceptort hasznaltunk. Az tiveglapot ezutan egy alul
¢s feliil Plexi ablakkal zarhat6 anaerob dobozba tettiik (18. dbra B). A doboz fels6 miianyag
lapjaban egy gumi szeptum talalhatd, amibe tlit szarva a légtércsere soran a felesleges gaz
tavozni tud. A szeptum révén lehetdségiink van kiilonb6z6 anyagok bejuttatasara is a 1égtérbe,
illetve a reakcidelegybe. A reakcidelegyet alulrdl egy fluoreszcens ldmpaval vilagitottuk meg,
a doboz és a fényforras kozott elhelyezett vizréteg biztositotta a ldmpa hohatdsanak

csokkentését. A kisérletek mindig szobahOmérsékleten torténtek. A minta kiszaradasdnak
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megeldzésére a gazt vizen buborékoltattuk at mieldtt az anaerob dobozba ért volna, és az
eléz6leg emlitett oxigénmentesitd oszlopot is alkalmaztuk.

A reakciot egy Sony DCR-PC350E digitalis kameraval rogzitettik, a kamera
masodpercenként készitett egy felvételt. A frontsebesség szamolasara egy, Dr. Bagyinka
Csaba altal MATLAB-ban kifejlesztett programot hasznaltunk. A digitalis kamera felvételén
6 novekvo kort valasztottunk ki és képrdl képre megmértiik a kordk sugarat, ily mdodon
hataroztuk meg a frontsebességet. A kivalasztott pottyok frontsebességeit atlagoltuk és

hibaszamitast is végeztiink.

18. abra

A vékonyréteg kisérletekhez hasznalt tivegedény (A) és anaerob doboz (B).

A reakcidt tobbféle modon inditottuk, tobbnyire egyszerlien hidrogénnel fuvattuk at az
anaerob doboz légterét. A reakcio hidrogén fliggésének vizsgalatanal és az oszcillaciot mutatod
kisérleteknél nitrogénnel anaerobizaltuk a reakcid légterét, majd elzartuk a gazaramlast és

adott mennyiségli hidrogént fecskendeztiink be a szeptumon keresztiil.

3.5.1. A frontsebesség fiiggése az enzim koncentraciotol

A reakcidelegy 11,56-1000 nM enzimet (2/3-os higitasi sorozatban), 2 mM benzil
viologént és 20 mM Na-foszfat pH 7,0 puffert tartalmazott. A reakcidt a hidrogén aramlas
bekapcsolasaval inditottuk.

3.5.2. A frontsebesseg fiiggese az elektron akceptor koncentrdaciotol

A reakcidelegy 500 nM enzimet, 0,38-50 mM benzil viologént (2/3-os higitasi
sorozatban) és 20 mM Na-foszfat pH 7,0 puffert tartalmazott. A reakciét a hidrogén aramlas

bekapcsolasaval inditottuk.
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3.5.3. A frontsebesség fiiggése a hidrogeén koncentraciotol

A reakcidelegy 500 nM enzimet, 2 mM benzil viologént és 20 mM Na-foszfat pH 7,0
puffert tartalmazott. Az anaerob doboz légterét 10 percig nitrogénnel fuvattuk, majd elzartuk

a nitrogént és 0,5-20 ml tiszta hidrogént fecskendeztiink a 1égtérbe.

3.5.4. A frontsebesség fiiggése a hidrogénion koncentraciotol (pH)

A reakcidelegy 250 nM enzimet, 2 mM benzil viologént és valtozé pH-ju Mcllvaine
vagy Britton-Robertson puffert tartalmazott. A reakciot a hidrogén aramlas bekapcsolasaval

inditottuk.

Mcllvaine puffer készitése (pH 2,4-8,0)

Torzsoldatok: 0,2 M Na,HPO,4

0,1 M citromsav

vart pH Na;HPO,4 (ml) citromsav (ml) mért pH
2,4 4,24 18,76 2,65
3,0 4,11 15,89 3,28
3,4 5,70 14,30 3,68
4,0 7,71 12,29 4,32
4,4 8,82 11,18 474
5,0 10,30 9,70 5,38
54 11,15 8,85 5,76
6,0 12,63 7,37 6,33
6,4 13,85 6,15 6,74
7,0 16,47 3,53 7,22
7,4 18,17 1,83 7,62
8,0 19,45 0,55 8,21

2. tablazat
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A 2. tablazat szerint elkészitettik a kiilonb6zé pH-ju oldatokat. Egy pH mérd
késziilékkel (Jenway 3020 pH Meter) ellendriztiik a pH-t, ennek eredménye is a 2. tablazatban

lathat6. A kisérletben a puffert tizszeres higitasban hasznaltuk.

Britton-Robertson puffer készitése (pH 2-12)

Torzsoldatok: 0,04 M ecetsav
0,04 M foszforsav
0,04 M boérsav
A torzsoldathoz 5 n NaOH-ot adagoltunk és pH mérd segitségével allitottuk be a pH-t 2-
t61 12-ig 0,5-o0s 1éptékkel.

3.5.5.  Oszcillalo reakciok

A reakcioelegyben 500 nM hidrogenaz és 2 mM vagy 10 mM benzil viologén volt. A
reakcioelegy nem volt pufferelve. Az anaerob doboz légterét 10 percig nitrogénnel favattuk,
majd elzartuk a gdzdramlast és 5 ml illetve 3 ml tiszta hidrogént fecskendeztiink a légtérbe.
Egyes kisérleteknél, amikor ugy lattuk, hogy egyensulyba keriilt a rendszer, tovabbi 5 ml
tiszta hidrogént fecskendeztiink be.

3.5.6.  Veékonyréteg kisérlet gélben

A reakcidelegy 50 nM hidrogenazt, 2 mM benzil viologént és 1,6 % agardzt (Sigma
Low Melting) tartalmazott. Az agardzt enyhén felmelegitve, folyékony allapotban kevertiik
Ossze a fehérjével és a benzil viologénnel, majd egy kor alakt 6nt6formaba pipettaztuk, igy az
agardz megszilarduldsa utan egy 1 mm vastag, 25 mm atmérdjli, kor alaka gélt kaptunk. A
gélt egy milanyag rdacsra helyeztilkk, hogy minden oldalrél egyforman érintkezzen a

hidrogénnel. A reakcidt a hidrogén dramlas bekapcsolasaval inditottuk.

3.5.7.  Veékonyréteg kisérletek kiilonbozo sok jelenléteben

crer

koncentracioju NaCl, NaF és NaSCN sot tartalmazott 20 mM Tris-HCI pH 7,5 pufferben. A

kisérlet soran folyamatosan aramlott a hidrogén.
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3.6. Modellszamitasok

A modell reakci6 kinetikai egyenleteket Dr. Horvath Dezsd és Dr. Toth Agota irta le. A
kinetikai egyenletek megoldasat témavezetém, Dr. Bagyinka Csaba, Dr. Téth Agota és Dr.
Horvath Dezs6 végezte. A differencidlegyenleteket a CVODE illetve a MATLAB

programmal oldottak meg.
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4. Eredmények

4.1. A vékonyréteg Kisérleti rendszer

Az Anyagok ¢és modszerek részben részletesen leirtam, milyen eszkdzokkel és milyen
koriilmények kozott (megvilagitas, hdszlrd vizréteg stb.) végeztiik a kisérleteket. A reakciod
inditdsa tobbféle modon torténhet, az anaerob doboz vakuumozasa €s hidrogénnel valod
atfuvatasa adja a legpontosabb start idOpontot, de a vakuumozas alatt a reakcioelegy gyakran
kibuborékolt a specidlis livegedénybdl. Ezért tobbnyire egyszerlien hidrogénnel fuvattuk az
anaerob dobozt, és a lag fazisokat nem hasonlitottuk ossze a kisérletekben.

A hidrogenaz vékonyrétegben vizsgalt hidrogénfelvevo reakcidjanak sajatossagai (19.
abra A, B) a kovetkezok:

- areakcid diszkrét pontokbol indul, melyek egyre névekvd atmérdjii korokbe mennek
at,

- areakcio végén az egyes korok Osszeérnek, majd az egész reakcioelegy homogén kék
szinll lesz,

- startpontok a reakciotér barmely pontjan kialakulhatnak, s gyakran jelennek meg az
edény falanal,

- az egymassal kapcsolatba keriild kék korok érintkezd részén fehér vonal figyelhetd
meg, ami iddvel eltiinik,

- a korok novekedési sebessége, vagyis a front haladéasi sebessége az egyes
kisérletekben allando.

Az oszcillaldo reakciok és a Hofmeister anionok jelenlétében végzett kisérletek
kivételével a reakcidé mindig a fenti mintazatot mutatta. Eltérések a redukalt elektron akceptor
telitési értekében voltak, ezeket a kiilonbségeket azonban ebben a kisérleti elrendezésben nem
tudtuk kvantitativan (abszorpciokiilonbség) meghatarozni. Némely kisérletben hattérreakciod
indult be, azaz a ndvekvd kék korok kozott elmosodod kék szin jelent meg, ami utdna gyorsan
er6sodott és a korok kiteljesedése elott bekékiilt az egész reakcidtér. A jelenség pontos
magyarazatat nem tudjuk, azonban a reakcidedény alaposabb tisztitdsa (mosdszeres dorzsolés,
illetve etanolos lemosas) altalaban segitett ezen a probléman. A Hofmeister sorozat sdinak
jelenlétében ez a jelenség felerdsodott és az alapos tisztitds sem bizonyult elegenddnek, ezért

azt gondoljuk, hogy ilyen esetben egy parhuzamos, nem autokatalitikus folyamat indul be.
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19. abra

A Hyn hidrogénfelvevo reakcidjanak térbeli mintazata.

A frontsebesség meghatarozasahoz hat kiilonallé névekvo pontot/kort valasztottunk ki és ezek
sugaranak id6beli valtozasat mértiik (A). Az egymassal érintkezd frontok kozott fehér hatarvonal
figyelheté meg (B). A reakcié mintazata gélfazisban ugyanolyan jellegzetességeket mutat, mint

folyadékban (C).

A mintézat analizisére alkalmazott program hibahataron beliil azonos értékeket adott az

egy kisérleten beliili frontsebességekre. Erre a 20. abran lathat6 egy példa.

sugar (pixel)
o — (] ] N W
-] N =) [—] = =] (]
L L 'l 'l 'l L L

£y
N I

0 rrrryrrrrrrrrryrrrr[rrrrrfrrrrrrrrrrrrrrrrro

300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
1d6 (masodperc)

20. dbra

Egy kisérleten beliil a hat kivalasztott pont/kor sugaranak novekedése a reakcio soran. A frontsebességet a

gorbék meredekségébdl szamoltuk ki.



Eredmények 44

4.2. A prion tipusu autokatalizist igazolé kisérletek

4.2.1. A frontsebesség fiiggése az enzim koncentrdciojatol

Ezeknél a kisérleteknél azonos koncentracioji elektron akceptort és valtozo
koncentracioji hidrogendzt alkalmaztunk. A szamolt front haladdsi sebesség az
enzimkoncentracio fliggvényében a 21. abran lathat6. Ahogy vartuk, az enzim koncentracio
novelésével novekszik az autokatalitikus hullam haladasi sebessége. A ndvekedés nem

linearis; a sebesség enzim koncentraciotol valo fiiggése négyzetgyokos.

frontsebesség (mm/perc)

0,0l-l-|----|----|--l-|----|
0 200 400 600 800 1000

fehérje koncentracio (nM)
21. dbra
A frontsebesség valtozdsa az enzim koncentracio fiiggvényében. A ® ¢és 4 pontok mérési adatok.
A folyamatos vonal a mérési adatokra illesztett négyzetgydk fiiggvény, az x tengelyt pozitiv

értéknél (18 nM) metszi. A [ jel a gélfazisban mért frontsebességet jeldli.

4.2.2. Fehérje keresztkotési kiséerletek (PICUP)

A kereszkotési kisérleteket a hidrogenaz inaktiv (levegén tartott) és aktivalas alatt 1évo

(hidrogén alatt tartott) allapotaban végeztiik.
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Keresztkotési kisérletek hidrogendzzal levegon

A levegén, oxidalt fehérjével elvégzett kisérleteink szolgéltak kontrollként az aktivalt

fehérjén torténd mérésekhez. Ennek eredményét lathatjuk a 22. abran.

1 2 3 4
H f‘iﬂ
o7 kDa—
66 kDa~ 1 8 4 8
45 kDa=-— -
soma—nuuunw
fény (s) -1 Jaeleala2]1] 2 Ja]8]16[32]64] 128
Ru(bpy)sClo | - | - |+ | + | + [+ | + [+ |+ + [+ |+] +
APS | - |- - -+ [+ + |+[+]|+][+]+]| +
22. dbra

......

(1,43 uM fehérje, ~ 50 pmol foton/s/m?).

A kis és nagy alegység detektalhaté mennyiségi keresztkotott terméke 4 masodpercnyi
megvilagitas alatt alakult ki (22. abra, 8-as minta). 32 masodpercnyi megvilagitas utan
valamennyi kis és nagy alegység reakcioba Iépett egymassal és 128 masodperces
megvilagitasndl is még ugyanazok a keresztkotott termékek vannak jelen, melyek 32
masodperc esetében (22. dbra, 11,12,13-as minta). Ha dsszehasonlitjuk a 8-13-as mintakban a
keresztkotott kis és nagy alegységek savjat, akkor azt latjuk, hogy ez a sav fokozatosan
szélesedik, illetve a 10-es mintatol kezdve korabbi helyéhez képest lejjebb helyezkedik el a
gélen. Ez a jelenség azzal magyardzhatd, hogy a novekvd megvilagitasi id0 hatasara a két
alegység kozott tobb kiilonbozd helyen is ki tud alakulni keresztkotés €s az igy kialakult
kiilonb6zé helyeken kovalensen keresztkotott fehérje komplexek nem pontosan ugyanoda
futnak a gélen. 16 masodpercnél (22. abra, 10-es minta) a nagy alegység alatt kialakult egy
masik elmosodott sdv, ami két kis alegység keresztkotott termékének feleltetheté meg és az

elmosddottsag oka ugyanaz, mint az elobb leirt jelenségnek



Eredmények 46

Keresztkotesi kisérletek a hidrogenaz aktiv allapotaban

A hidrogén alatti inkubalast Bactron IV anaerob kamraban végeztiikk. A kamraban 5%
hidrogént tartalmazdé nitrogén gaz volt. A hidrogendz enzimet 12 6ra hosszat a kamra
légterében inkubaltuk. Ezen id6 alatt az enzim feltételezhetéen az aktiv allapotaba jut
[Cammack és mtsai 1994]. A keresztkotéses mérést ezzel az enzimformaval végeztiik el. Az

eredmény a 23. dbran lathato.

97 kDa=-—
66 kDa-—
45 kDa=-—

30 kba-—

——
Fény (s) - 1 1/2 | 128 | 1/2 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
Ru(bpy)sCl, - - + |+ | + + + + + |+ | + + +
APS - - - - + + + + + + + + +
23. 4bra

A hidrogenazzal, hidrogén alatt torténd keresztkotés eredménye

(1,38 uM fehérje, ~ 51,4 pmol foton/s/m?).

A gélen két érdekes valtozas tapasztalhato a levegd alatt elvégzett kisérlethez képest:

1. Rogton a kontrollok utan, méar az elsé megvilagitott minta esetében (1/2
masodpercnél), egy éles csikot kaptunk a nagy alegység alatt. Ez a csik 1 és 2
masodperces megvilagitasnal csak gyengén lathato, de a késébbi mintak esetében
mar gjra jol megfigyelhetd.

2. A Kis és a nagy alegység keresztkotése késébb (4 masodperces megvilagitas
helyett 8-16 masodperc kornyékén) alakult ki.

Amennyiben ez a fél masodperces megvilagitasnal megfigyelhetd csik egy ujonnan
kialakulo keresztkotott termék, akkor két kis alegység kapcsolodott Ossze, melyek

molekulatomege egylittesen 2 x 34 = 68 kDa. A megjelend sav latszolagos molekulatomege
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némileg Kisebb, mint a nagy alegységé (64 kDa) és kisebb, mint a két kis alegység Osszege,
ugyanis a keresztkotés miatt kialakulé effektiv polipeptidhossz (amit az SDS gélelektroforézis
valgjaban mér) kisebb lesz, mint a két alegység Osszege (a két kiegyenesitett palcika - az
alegység polipeptid lanca - nem a végénél, hanem egymashoz képest eltolva kapcsolddik
0ssze). Ugyancsak 0sszeegyeztethetd ez az elképzelés azzal is, hogy éles csikot kapunk, ami
spontan keresztkotések esetében nem varhatd. Spontan (vagyis iitkozések nyoman létrejovo)
keresztkotéseknél ugyanis a fehérjében megtalalhatd és a fehérje felszinén levé valamennyi
reakcidra képes (tobbnyire tirozinon 1év0) oldallanc részt vehet a keresztkotésben. Ha
specifikus kotddés alatt (pl. autokatalitikus reakci6 torténik két enzimforma kozott) jon 1étre a
keresztkotés, akkor abban csak azok az oldallancok vehetnek részt, amelyek éppen megfeleld
tavolsagra vannak egymastol. Ezért az ilyen tipusu keresztkdtések esetén nem elmosodott,

hanem éles csikokat varhatunk.

—-— — .-e
45 kDa -
30 kDba— .
— o — —
Fény (s) - 128 | - | 128 | - 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
Ru(bpy)sCl, - B T Y T +
APS - + - - + + + + + + + + +

24. bra

(3,33 uM fehérje, ~ 50,2 umol foton/s/m?).

Ugyanezt a kisérletet megismételtiik megnovelt enzimkoncentracidval, hogy az Gjonnan
megjelend fehérjesavot jobban lassuk. Az eredmény a 24. abran lathatd. E kisérletben a
varakozéasnak megfelelden a plusz sav hatarozottan felismerhetd volt. A kis és nagy alegység

keresztkotése (mint az eldz6 kisérletben is) 16 masodperces megvilagitas hatasara alakult ki.
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Ha megvizsgaljuk az egyes alegységek fogyasat, akkor azt latjuk, hogy a levegén elvégzett
kisérlethez viszonyitva a kis alegység sokkal gyorsabban fogyott, mint a nagy alegység,
melynek sdvja még 128 mésodperces megvilagitasnal is jol latszik. A kis alegység gyorsabb
fogyasa magyarazhatd azzal, hogy a kis alegységek tobbnyire egymassal kapcsolodtak 6ssze
(ennek kovetkeztében jelent meg a plusz fehérje sav) €s nem a nagy alegységekkel. Hosszabb
megvilagitasi id6knél tovabbi keresztkotott termékek is megjelentek a keresztkotott kis és
nagy alegységek folott, melyek valoszintileg legaldbb ketté nagy alegység ¢€s kis alegységek
keresztkotott termékei lehetnek. Az i1d6 novekedésével a keresztkotott termékek savijai

szélesednek és elcstisznak, amit mar lattunk a kontroll kisérletnél is.
4.2.3.  Konformacio valtozas vizsgadlata dinamikus fényszordssal (DLS)

Hidrogenazunkat hidrogén, nitrogén és levegd alatti allapotaban vizsgaltuk meg DLS

modszerrel. Az eredmény a 25. abran lathato.
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25. abra

A Hyn hidrodinamikai atméréjének valtozasa levegd (A ), nitrogén (m) és hidrogén (®) jelenlétében.
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Ha atlagot szamolunk az eltérd légtér esetén mért hidrodinamikai atmérdkre, akkor azt
latjuk, hogy nem tortént szamottevé valtozas (26. abra). Ez azt jelenti, hogy nincs
nagymértékii konformacios valtozas az enzim aktivalasa folyaman, azonban nem zarja ki egy
minimalis konformacié valtozas lehetdségét. A hidrogenazok alapvetéen merev szerkezeti
fehérjék, ¢és kismértéki aminosav oldallanc atrendez6dés mar elegendd lehet az

aktivalasukhoz.

8,4

8,2
s,u-f
7,8-3
7,6-5
7,4-f
7,2
7,0 ]

levegd nitrogén  hidrogén  nitrogén

hidrodinamikai atmérd (nm)

26. abra

A 25. abran lathaté mérési adatok atlaga.

4.2.4. Kiilonb6z6é Hofmeister sorozatbeli sok hatasa a frontsebességre

A vékonyréteg kisérletek soran tapasztalt mintdzat jellegzetességeit mar korabban
leirtam, és ott tettem egy megjegyzést, hogy néhany esetben hattér reakcid indult be az
autokatalitikus mintazattal parhuzamosan. Ezt a jelenséget altaldban a nem megfeleld
tisztitdsnak tulajdonitottuk, de a kiillonb6zd sok jelenlétében végzett kisérletek ravilagitottak,
hogy nem csak az elégtelen tisztitds a jelenség oka.

Mar alacsony sodkoncentracional megfigyeltiik, hogy a reakcid eldszor elkiiloniild
pontokbdl indult el, majd kialakul egy halvanykék folt, amely aztdn gyorsan sotétedik €s

elterjed a reakciotérben.



Eredmények 50

Azt tapasztaltuk, hogy mindharom tipust (kozmotrop, kaotrép és semleges) anion
esetén alapvetden ugyanaz a mintdzat alakul ki, de vannak eltérések. NaSCN-ot tartalmazo
reakcioelegyben a sé koncentracidjanak novelésével parhuzamosan egyre kevesebb startpont
alakult ki és inkabb az elegy egyidejii, homogén besotétedése volt a jellemzo.

A kiilonb6z6 sok jelenlétében mért frontsebességek a 27. dbran lathatoak.

0,8

0,7
0,6 A 2
0,5
0,4

0,3 {

0,2

frontsebesség (mm/perc)

0,1 H+-——r—+—"r+r-r—r—"rrrr—r—rrrrrrrr—r—rrrr———r

0 100 200 300 400 500 600 700 800

S6 koncentracié (mM)
27. ébra

Kiilonb6z6 sok hatasa a frontsebességre (- : NaCl, ®: NaF, m: NaSCN). A kaotrép NaSCN mar alacsony

koncentracioban jelentdsen lecsokkentette a frontsebességet.

4.3. Areakciéo mintazatot befolyasolo koriilmények vizsgalata

4.3.1. A frontsebesség fiiggése az elektron akceptor koncentraciotol

Az elektron akceptor koncentracidjat 50 mM-tdl 2/3-os higitassal 0,39 mM-ig

valtoztattuk és az enzim koncentracié végig 500 nM volt. Az eredmény a 28. abran lathato. A



Eredmények 51

crer

ami azt jelzi, hogy az elektron akceptor kolcsonhatasba 1ép az autokatalizatorral.

1,0

0,8 -

0,6 -

0.4 -

frontsebesség (mm/perc)

0,2 -

0,0 ——rrrr —— e ——rrr

0,1 1 10 100
benzil viologén (mM)

28. abra

Az elektron akceptor hatdsa a frontsebességre. A pontok e mérési adatok.

4.3.2. A frontsebesség fiiggése a hidrogén koncentraciotol

Ezekben a kisérletekben egy adott benzil viologén és enzim koncentraciot hasznaltunk
¢s a légteret levegordl eldszor nitrogénre cseréltiik le. Fecskendd segitségével juttattuk a
megfeleld mennyiségli hidrogént a 1égtérbe. Sajnos nem tudtunk széles hidrogénkoncentracio
tartomanyt megvizsgélni, mert a hidrogén mennyiség egy bizonyos szint alad csokkentése a
telitési redukalt elektron akceptor mennyiségét is annyira lecsdkkentette, hogy vizudlisan nem

lehetett értékelni a felvételeket. Az eredményeket a 29. abra tartalmazza.
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29. abra

s

folyamatos fekete vonal a folyamatos hidrogén aramlas mellett mért frontsebességet jeldli.

4.3.3. A frontsebesség fiiggése a hidrogénion koncentraciotol (pH)

Kétféle puffer rendszert hasznaltunk a kisérletek soran. A Mcllvaine rendszer a 2,4-t6l
8,0-ig terjedd6 pH tartomanyt fedi le és citromsavat és Na,HPO,-ot tartalmaz. A Britton-
Robertson puffer ecetsav, foszforsav és borsav felhasznalasaval késziil és 2-t6l 12-ig allithato
a pH-ja. Mindkét puffer esetén azt tapasztaltuk, hogy pH 6 alatt, illetve pH 11 felett a reakcio
felvétele értékelhetetlen a program szdmara. Foként hattér reakciot lattunk, és a redukalt
benzil viologén mennyisége annyira kevés volt, hogy a szinvaltozast szabad szemmel is

nehezen lehetett kdvetni.
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30. abra

A hidrogénion koncentracio (pH) hatésa a frontsebességre (- . Mcllvaine puffer, ®: Britton-Robertson

puffer).

A programmal kiértékelt eredményeket a 30. abra mutatja. Lathato, hogy a széls6séges
pH-knal fellépd probléma ellenére elég sok pH értéknél sikeriilt megmérni a frontsebességet

és a kétféle puffer rendszerrel a frontsebesség hasonlo valtozast mutat a pH fliiggvényében.

4.3.4. Kisérletek gélfazisban

A reakcid 1,6 %-os agardéz gélben ugyanazt a mintdzatot mutatta, mint folyadék
fazisban, elkiiloniild pontok, majd ezekbdl kék korok alakultak ki a reakciod soran (19. abra

C). A szamolt front haladasi sebesség a 21. abran lathato.

4.4. Oszcillacio

Az autokatalitikus reakciok bizonyos koriilmények kozott oszcillaciot mutatnak.

Hidrogendzunk esetében ez gy nyilvanulna meg, hogy az enzim a hidrogén felvevd és
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hidrogén fejlesztd irdnyu aktivitdsdnak megfelelden redukalnd, illetve oxidalna az elektron
akceptort, azaz kék és szintelen mintazat egymassal valtakozva alakulna ki.

A Hyn hidrogenaz kétféle iranyu aktivitdsdnak eltérd a pH optimuma. A 10. abran
lathat6, hogy hidrogén felvevd aktivitas pH optimuma 9-10-es pH koriil van, a hidrogén
fejlesztd aktivitasé pedig 4-5-0s pH koriil. Ez azt jelenti, hogy pH valtozas esetén az enzim a
pillanatnyi pH-t6l fiiggden az egyik vagy masik iranyban miikodik nagyobb hatékonysaggal,
de természetesen a szubsztratok (hidrogén gaz, elektron akceptor) koncentracidja is
meghatarozo tényezd. Az enzim miitkodése soran a hidrogén oxidalasabol hidrogén ionok (is)
keletkeznek, ami a reakcioelegy pH-jat eltolja a savas iranyba, ha nincs jelen puffer. Ezt az

effektust hasznaltuk ki ezekben a kisérletekben.

31. abra
A Hyn hidrogenaz oszcillalo reakcidja. Az egyes pillanatképek (A-L) idérendben egymast

kovetik.

A puffer nélkiili reakcioelegyet el6bb nitrogénnel fuvattuk, majd a gdzadramlast elzartuk,

¢s a zart anaerob dobozba kis mennyiségli hidrogént fecskendeztiink. Amikor folyamatosan
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aramlik a hidrogén (nagy a hidrogén koncentracid) az enzim féleg oxidalja a hidrogént és a
keletkezd protonok hatasat a reakcidelegyben 1€v6 puffer semlegesiti.

Mivel autokatalitikus reakcidordl van szo, az autokatalizator enzimforma eloszlasa a
reakciotérben a reakcid elején nem homogén (ez a térbeli mintézat, az autokatalitikus hullam
1étrejottének oka), de pufferelt kozegben az autokatalitikus hullam belsejében mar kialakul az
egyensulyi helyzet. Nem pufferelt kozegben ezt az egyensulyt megzavarja a lokalis pH
valtozas, ami a reakcio kinetikai allandoéit megvaltoztatja. A pH valtozas az autokatalitikus
térrész kozepén a legnagyobb, olyannyira, hogy a kinetikai allandok a térrész kozepén a
reakcidt az ellenkezd irdnyba hajtjak. Ezaltal, az el6bbivel ellentétes reakcioban egy jabb
ellentétes fazisu autokatalitikus hulldm alakul ki. Ennek belsejében a pH valtozas ellentétes
iranyu lesz, ami egy ujabb oszcillacié kezdetét jelenti. Az autokatalitikus reakcid lassu, ezért
makroszkdpikusan megfigyelhetd (perces periddus idejili) oszcillaciot varhatunk, ami egyre

csillapodé amplitadoval az egyensily bealltaig zajlik.

32. abra
A Hyn hidrogenaz oszcillalo reakciodja. Az egyes pillanatképek (A-I) idérendben egymast

kovetik.
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A 31. és 32. abran lathatoak két ilyen kisérletbol szarmazo pillanatképek. Sokféle
oszcillacids mintazatot tapasztaltunk a kisérletek soran.

Egyes esetekben a reakciotér homogén bekékiilése eldtt, a még novekvd kék korok
kozepén jelentek meg fehér foltok, melyek szintén novekedtek, majd ezek kdzepén ujabb
kékiilés kezdodott. Mas esetekben a reakciotér teljesen bekékiilt, és egy kis id6 mulva foként
a sz€Iétol egy vagy tobb szintelen hullam indult el (31. és 32. dbra D). Ezek a hullamok
haladasuk kozben néha iitkoztek egymassal vagy kettévaltak (31. abra G-L). Gyakran lattuk
azt, hogy a kék reakcidelegy szélén kicsi fehér hullam (volt olyan hogy kettd) halad korbe
(31. abra I-L; 32. abra H-1).

4.5. Modellszamolasok

A bevezetoben mar ismertetett autokatalitikus modellt ugy moddositottuk, hogy az
aktivalas lépései és az autokatalitikus 1épés megmaradtak, ugyanakkor a modell figyelembe
veszi az Ujabb kisérleti eredményeket, nevezetesen, hogy a front haladasi sebesség a teljes
enzim Koncentracié négyzetgyokével aranyos, és hogy a frontsebesség csokken, ha az
elektron akceptor koncentracidja novekszik. Az elsé megfigyelés alapjan az autokatalitikus
arra utal, hogy az elektron akceptor kozvetlen kdlcsonhatasban van az autokatalizatorral.

Ezekben a kisérletekben a hidrogén aramlas folyamatos volt a reakcid sordn, azaz a
hidrogén koncentraciot konstansnak vehetjiik, ezért az uj modellekben nem szerepel a
hidrogénkotd 1épés. Az enzimciklus sordn az enzim oxidaciods allapotanak vissza kell allnia a

kiindulasi oxidécios allapotba, ezért legalabb harom enzimforma alkotja az enzimciklust.

33. abra

Az 1. modell, melyben az autokatalitikus 1épést az enzimcikluson beliil helyeztiik el.
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Két modellt vizsgaltunk meg, melyek kozott az alapvetd kiilonbség az, hogy az E;
forma Es-ba torténd autokatalitikus konverzidja az enzimcikluson beliil (elsé modell 33. abra),

vagy azon kiviil (masodik modell 35. dbra) helyezkedik el.
45.1. 1. modell (autokatalitikus lépés az enzimcikluson beliil)

Az els6é modell (33. abra) egyenletei:

O[E1)/ 6t = Dy V2 [Eq] - Kuf[Ed]

O[E2)/ 6t = D, V? [E3] + Kuf[Ex] - Keaf[E2][Es] - Kaf[E2] + kao[Es] + Kot E4l[Mo]
O[E3]/ &t = Dg V2 [Es] + Koa E2][Es] + kaf[E2] - kab[Es] - kaf[Es][Mo]

O[E4]/ 8t = D4 V2 [E4] + kaf[Es][Mo] - ke[ Ea][Mo]

O[Mo]/ 0t = Do V2 [Mo] - ks[Es][Ms] - ke[ Ea][Mo]

O[M/ 0t = Dr V2 [M{] + Kai[Eg][Mi] + K[ E<][M].

Az E; a kiilonb6z6 enzimformak valtozatait, az M, és M, az elektron akceptor oxidalt
illetve redukalt formait jelolik. Az in vivo kisérletekben az M, frontsebességét mértiikk. A
reakcid axialis szimmetridji, ezért egy dimenziora irtuk fel az egyenleteket és dimenzid
nélkiili valtozokat vezettiink be. A kiilonb6z6 enzimformak diffuzios allandoi azonosak
(D1=D,=D3=Dy), a benzil viologén diffazioja lehet kicsit gyorsabb, de az oxidalt és redukalt
elektron akceptor diffuzios allanddja azonos (Do=D;). A szubsztrat koncentracié az
enzimkoncentraciohoz hasonlitva sokkal nagyobb, ezért eloszlasanak szerepe a reakciofront
viselkedésében ¢€s haladasi sebességében jelentéktelen, azt foként a kiilonbozd enzimformak
diffuzioja szabja meg.

Mivel a diffaziés konstansokat ugyanakkoranak vettiik, a tavolsag skalat &=
(kaaE1/D)Y?x kifejezéssel irhatjuk le. Az id8t (t) t=KzaErt formaba irtuk at. A koncentraciokat
a total enzim koncentraci6 (Et) szazalékdban adtuk meg: e=[Eil/ Er, mo=[M,}/Er,
m=[M]/Er.

fgy a kovetkezé egyenleteket irhatjuk fel:
de1/ot = 6°e1/OE? - kyp €y
0eolOT = %@l OE? + Kif €1 - €2 €3 - Kof €2 + Kob €3 + Kef €4 Mo
oeslot = 62e3/8§2 + €2 €3 + Kof €2 - Kop €3 - K3f €3 Mo
De4lOT = 0%e4lOE? + 13t €3 Mo - Kef €4 Mo
OMolOT = °MolOE? - st €3 Mo - Kef €4 Mo

om0t = 3*MJOE? + Kt €3 Mo + Ket €4 Mo,
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ahol «i=Ki/(Koar Et) az elsérendii kinetikai allandokra (kif, ko, K2p) €s Ki=Ki/Kosr @
masodrendii kinetikai allandokra (ksf, Kcf).

A szamolasok megkonnyitése érdekében néhany reakcidt egyszerusitettiink. Elsésorban
a frontsebesség alakulasa érdekel minket, igy az E; lassti E; formaba alakulasa (E; — Ey)
elhanyagolhaté, a kir allandot ezért nullanak vettiik. Az in vivo kisérletek alapjan az E, forma
E; formaba torténd nem autokatalitikus atalakulasa (E; — Es) lassu folyamat és nem
eredményez frontot, ezért a ks allandot is nullanak vettiik.

Az autokatalizis soran az M, koncentracidcsokkenése azonos sebességgel torténik, mint
lényegében allandonak vehetd. Az Ejz visszaalakulasa E, formaba (E, < E3) nem

kiilonboztetheté meg az Ez forma E4, majd E, formaba alakulasatol (Es — E4 — Ey), ezért a

Kop allandot nullanak vettiik.

1,2

0.4 ]

frontsebesség (relativ egyseg)
&
&

0.2 1

0,0-""I""l""l""l""l
0 200 400 600 800 1000

fehérje koncentracio (nM)

34. abra
A modellek alapjan szdmolt frontsebességek az enzimkoncentracio fiiggvényében (piros: 1.

modell, zold: 2. modell).

k3 allando értékét ugy allitottuk be, hogy a szamolds eredménye a kisérletileg

megfigyelt enzim koncentracio kiiszobértékével megegyezzen (18 nM).
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A reakcio kezdeti értékei a 1=0 id6pontban, nulla fluxus peremfeltétel és 0,1 racspont
felbontas esetén a kovetkezok: 0-t0l 10-ig terjedd térbeli tartomanyban E,=(1-p)ET, Es=pET és
minden mas enzim komponens (Ej, E4) nulla, 10-t61 1000-ig terjedé térbeli tartomanyban
E,=Et és minden egyéb enzimkomponens (E;, E3, E4) nulla. A p paramétert 0,001 és 1 kozott
valtoztattuk, de nem volt kiilondsebb hatasa a frontsebességre.

A modell alapjan szamolt frontsebesség-enzim koncentracid fliggés két eltérd paraméter
beallitassal a 34. abran (piros), a frontsebesség-elektron akceptor koncentracié fliggés pedig

harom eltérd enzim koncentraci6é mellett a 36. dbran (piros) lathato.
45.2. 2. modell (autokatalitikus lépés az enzimcikluson kiviil)

A masodik modell egyenletei:
0 [E1)/ &t = Dy V? [Eq] - kaf[E4]
0 [E2)l 6t = D2 V2 [E2] + Kuf[E1] - Kol E2][E3] - ko E2] + Kab[Es]
0 [Es)l 6t = D3 V2 [Es] + Kaaf[E2][Es] + Kaf[E2] - Kan[Es] - Kat[Eal[Mo] + Kcf[Es]
0 [Es)! 6t = Dy V2 [Es] + Kai[Es][Mo] - Ka[Ea][Mo]
0 [Es)/ 6t = Ds V? [Es] + kaf[E4][Mo] — ket[Es]
8 [Mo]/ 0t = Do V2 [Mo] - kaf[Es][Mo] - Kar[Ea][Mo]
o [M]/ ot = D, V2 [M] + ka[Es][M/] + Kaf[E4][M].

35. abra

A 2. modell, melyben az autokatalitikus 1épést az enzimcikluson kiviil helyeztiik el.

Az elsé modell esetében is alkalmazott helyettesitésekkel:
de1/0t = 6°e1/OE? - kip €y
0210t = 0°2lOE? + K1t €1 - €5 €3 - Kof €2 + Kop €3
D30T = 0%3lOE” + €, €3 + Kof €5 - Kop €3 - Kaf €3 Mo + Kef €5

0640t = 5%4/8&2 + K3 €3 Mg - K47 €4 Mg
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deslot = 6%eslOE? + Kut €4 Mo - Kef €5
om/ot = °MolSE? - «caf €3 M - Kaf €4 Mo
om,/ot = *MIOE? - «csf €3 Mo - Kat €4 Mo,
A szamolasok soran az E1 — E2 és a nem autokatalitikus E2 — E3 Iépést nem vettiik

figyelembe, ahogy az els6 modellnél sem (k15 = 0 és kor = 0).

1,2

frontsebesség (relativ egység)

1

benzil viologén (mM)
36. abra

A frontsebesség alakuldsa a benzil viologén koncentracio fiiggvényében a modellek alapjan

(piros: 1. modell, z6ld: 2. modell).

Ha az autokatalizis az enzimcikluson kiviil torténik, akkor nem az autokatalizator Ej3
forma fogyasanak kinetikai allanddja (k3f) az, ami meghatarozza E3 koncentraciojat, hanem a
cikluson beliil a kinetikai allandok aranya. Ennél a modellnél az E, < Ej atalakulas kinetikai
allandgjat nem vettiik nullanak (1k2,#0). A sebességi allandokat az els¢ modellhez hasonléan
ugy éallitottuk be, hogy a szdmolds eredménye a kisérletileg megfigyelt enzim koncentracio
kiiszobértékével megegyezzen. A kezdeti koriilmények az elsé modell kezdeti koriilményeivel

megegyeztek.
Ebben a modellben két kiilonbdz6 hidrogénkotd 1épésnek kell lennie, egyiknek az

enzimcikluson beliil, a masiknak azon kiviil.
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Az ezzel a modellel szamolt frontsebesség-enzim koncentracié fiiggés a 34. abran
(zold), a frontsebesség-elektron akceptor koncentracio fiiggés harom eltérd enzim

koncentracional a 36. dbran (zold) lathato.
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5. Az eredmények megvitatasa

A Korabbi eredmények arra utaltak, hogy a Thiocapsa roseopersicina membrankotott
Hyn hidrogenézanak a hidrogénfelvevo reakcioja autokatalitikus folyamat [Bagyinka és mtsai
2003, Osz és mtsai 2005a, Osz és mtsai 2005b]. A reakci6 kiivettiban és vékonyrétegben is
térbeli mintazatot mutatott, ami az autokatalitikus reakcidkra jellemzd.

A mintazat masik lehetséges oka az autokatalitikus reakcid jelenlétén kiviil a
reakcioelegy alkotéinak nem homogén eloszlasa lehet. A benzil viologén vizoldékony
vegyiilet, egyenl6tlen eloszldsa igy kizarhato. A Hyn hidrogenaz vizoldékony fehérje,
ugyanakkor mivel membran asszocialtan helyezkedik el a sejtben, bizonyos foku aggregacid
elképzelhetd. Ha az elkiiloniild spontan reakcio startpontokat aggregalddott hidrogendz
fehérjék alkotndk, akkor a front haladési sebessége nem lenne allandd, mivel a reakcid csakis
a startpontok kozepén zajlana, és a keletkez6 redukalt festék kifelé iranyuld illetve az oxidalt
festék befelé iranyulo diffizidja hataroznd meg a frontsebességet és ez a diffuzio a reakciod
elérehaladtaval (a potty novekedésével) egyre jobban lassulna. Az Osszes kisérletiinkben
allando frontsebességet tapasztaltunk, ezért a fehérje aggregéaciot, mint a mintdzat okat
kizérhatjuk. Tovabbi lehetdség a hidrogén egyenldtlen eloszlasa. Kisérleteinkben a reakcid
elején az anerob doboz légterében levegd van, mely lassan kicserélddik a hidrogénnel, de a
vakuumpumpa alkalmazasaval pillanatok alatt hidrogénre cserélt légtérben ugyanilyen
mintdzatot mutatott a reakcid. A hidrogén diffuzidja sem eredményezhet nem homogén
eloszlast, mivel egy ilyen vékony folyadékrétegben 16 masodperc alatt a hidrogén
egyenletesen eloszlik a mintdban a diffuzios koefficiense alapjan szamolva, ami vizben 5 x
10™ cm?/s [Ferrel és mtsai 1967]. Ha a hidrogén folyadékrétegbe jutdsa nem egyenletesen,
hanem csatornakon keresztiil torténne, akkor a front haladasi sebessége nem lenne allando,
ugyanolyan indokok alapjan, mint amivel az aggregalt hidrogenazok esetében érveltiink..
Lezart iivegben, a reakcid el6tt alaposan felrdzva a reakcidelegyet, s igy egyenletesen
eloszlatva a hidrogént, szintén mintazat alakult ki.

Az 1,6 %-os agar6z gélben lejatszodd reakcid is mintdzatot mutatott, a front haladasi
sebesség allandd volt és jelentdsen nem csokkent a folyadékban torténd reakciohoz hasonlitva
(19. abra C, 21. abra 0), ezért a konvekcid szerepét kizarhatjuk ezekben a kisérletekben.

A fent targyalt lehetdségek kizarasaval belathatd, hogy a vékonyréteg kisérletekben
kialakuld mintdzat oka csakis egy, az enzim aktivdlasa vagy miikddése soran torténd

autokatalitikus reakcio lehet. A hidrogenaz oszcillalo reakcidja is egy fontos bizonyiték erre.
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Az autokatalitikus folyamatok gyakran oszcillalo jelenségek kialakuldsat okozzak, melyek
keverés nélkiil, vékonyrétegben vizsgalva kiilonféle periodikus mintdzatokat hoznak 1étre. Jol
ismert kémiai oszcillacios reakcio a Belouszov-Zsabotyinszkij reakcio, melyben a bromat és a
cérium (IIT) kozotti reakcioban a bromation autokatalitikus oxidacioja torténik és ez
vékonyrétegben mintazatok kialakulasat okozza (37. abra). A mintazat tobbféle lehet,
koncentracioés korok, vonulé hullamok, spirdlok alakulhatnak ki, a kozegtdl fiiggben. A
hidrogenaz esetében mindenféle mintazat eldfordult (kordk, hulldmok és spirdlok), s bar
egyeldre még nem tudtuk befolyasolni, hogy egy adott kisérletben milyen mintazat jelenjen
meg, az oszcillacid jelensége mégis egy igen fontos bizonyiték az autokatalitikus reakcid

létezésére, és ismereteink szerint ez az elsé dnmagéban oszcillaloé enzim.

37. dbra

Kémiai hullamok a Belouszov-Zsabotyinszkij reakcioban [Epstein és mtsai 1996].

A mintazat mellett megjelend hattér reakci6 mogott (amikor egy elmosddd kék folt
jelenik meg a novekvd korok mellett és homogénen bekékill a reakciotér) egy nem
autokatalitikus folyamat allhat, bar eleinte a reakcidedény nem megfeleld tisztitasat gondoltuk
a kivalté oknak. Ez utdbbinak is van igazsagtartalma, mert az el6z6 kisérletben hasznalt és
mar aktiv hidrogenaz egy része kitapadhat a reakcidedény aljara és egyszerli desztillalt vizes
lemoséssal nem biztos, hogy teljesen eltavolithat6. Sokszor azonban a legalaposabb tisztitas
sem volt elegendd. Az enzimkoncentracido csokkentésével is megsziintethetd volt a hattér
reakcid, ¢és a hidrogénion koncentracié ¢és a Hofmeister sorozatbdl szarmazod anionok
hatdsanak vizsgalatanal mar egyértelmiien latszott, hogy nem csak egy tisztitasi problémarol

van sz6. Mindhéarom tipust s6 esetén, illetve erdsen savas ¢és bazikus pH értékeknél erésodott
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ez a jelenség, a kaotrop NaSCN hatasara pedig szinte teljesen eltint a mintazat, és a
reakcioelegy egyidoben, egységesen bekékiilt, ahogy azt egy nem autokatalitikus
enzimreakciondl varnank. Az enzim modellekbe ezért beillesztettiink egy nem autokatalitikus
Iépést is, amivel a jelenség magyarazhatd, azonban a frontsebesség szamolasanal ezt a
reakciot nem vettiik figyelembe, mert az enzimkoncentraciot illetve az elektron akceptor
koncentraciot valtoztatd kisérletekben mindig kikiiszoboltiik a hattér reakciot.

Az irodalmi attekintésben szamba vettem az autokatalizis lehetséges mechanizmusait,
melyek a Hyn esetén szoba johetnek. A termékaktivalas és foszforilaz tipust autokatalizis
lehetdségét akkor kizartam. A redukalt elektron akceptor, mint termék a korabbi beoltasi
kisérletekben hatastalannak bizonyult. Az enzimkoncentracié valtoztatasaval kapott ujabb
eredmények pedig egyértelmiien egy autokatalizator fehérje forma létezésére utalnak. A
hidrogénion koncentraci6, mint termék hatasat a frontsebességre lehetdségiink volt
megvizsgalni, azonban nehezen értelmezhetd eredményt kaptunk (30. dbra). A hidrogénion
szerepe kettds, mivel a reakcid soran egyrészt, mint termék keletkezik, masrészt a fehérje
szerkezetére kozvetleniil is hatdssal van. A Hyn kiivettaban mért hidrogén felvevé és hidrogén
fejlesztd iranyu aktivitasanak pH optimuma a 10. dbran lathat6. A hidrogén felvevd aktivitas
optimuma pH 9,5 koriil van. Kisérleteinkben pH 7,5 és pH 9 k6z6tt minimumot mutatott a
frontsebesség. A pH 5,6 alatti és pH 11 feletti kisérleteknél a mintazat szinte teljesen eltiint,
csak a (nem autokatalitikus) hattér reakcidt lattuk. pH 6 koriil és alatt a hidrogénionok
koncentracidja magas, ezért azt varnank, hogy a reakciéo nem indul el, vagy legaldbbis lassul.
Ezzel ellentétben a reakcio meglehetdsen magas frontsebességgel haladt. Azt gondoljuk, hogy
itt a hidrogénion koncentracio fehérjeszerkezetre gyakorolt hatdsa nyilvanul meg.

A foszforilaz tipust autokatalizist a hidrogenaz esetében ugy lehetne elképzelni, hogy
az elektronnal rendelkezd autokatalizator enzimforma redukalja a nem autokatalizator
enzimformat. A hidrogendzok kis alegységén taldlhatoak az elektronszallitisban szerepet
jatszo vas-kén kockak, ezért a fehérje keresztkotési kisérletek, melyek szerint két kis alegység
hat kdlcson egymadssal, latszolag ezt a tipusu autokatalizist valoszintisitik. Ha végiggondoljuk
azonban, a két enzimforma ilyen kdlcsOnhatdsanak eredménye semmiképpen nem lehet
azonos az autokatalizator enzimformaval, mert az a kdlcsonhatas kozben atad egy elektront,
vagyis Onmaga is valtozdson megy keresztiil.

Ezek utan a prion tipusu autokatalizis tiinik a legvaldsziniibbnek, aminek soran fehérje-
fehérje kolcsonhatds és indukalt konformacid valtozas torténik. A fehérje keresztkotési
kisérletekben sikeriilt egymassal kolcsonhato kis alegységeket kimutatni (24. abra), de a

konformécio valtozas detektalasat célzdo DLS mérések nem hoztak egyértelmii eredményt (25.
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¢€s 26. dbra), ami azért nem zarja ki egy minimalis fehérjeszerkezet valtozas (néhany aminosav
atrendezdédése) lehetdségét, melynek soran a fehérje kiilsd mérete nem valtozik meg. Nehéz
meghatarozni azt a minimalis hidrodinamikai atmér6 valtozast, amelyhez mar biztosan fehérje
konformaécio valtozas kothetd. Egy hasonld, fehérje konformaciot vizsgalod tanulmanyban egy
négy alegységes fehérje konformacié valtozasat kovették NaCl jelenlétében [Dekker és mtsai
2001]. A szamolt hidrodinamikai atmér6 a DLS kisérlet soran koriilbeliil 20 %-kal valtozott
meg és a szerzOk a tetramer fehérje monomerjeinek rotacios elmozdulasat és a hidrofob
kolcsonhatdsok erdsodése miatt a szerkezet tomorebbé valdsat feltételezték. Hidrogenaz
esetében elegendd lehet néhdny aminosav atrendezddése, ami megsziinteti a proton-, vagy
elektronaramlas gatjat. Egy kismértéki konformacié valtozas lehetésége mellett szol a
Hofmeister sorozat anionjainak frontsebességre gyakorolt hatasa is (27. abra). A kozmotrop
NaF, ami a fehérje nativ szerkezetét stabilizalja, és ez altal az enzimek aktivitasat altaldban
noveli, az autokatalitikus reakciora a semleges NaCl-hoz hasonl6 hatassal volt és nem novelte
jelentdsen a frontsebességet, st 100 mM feletti koncentraciéban inkabb lassitotta azt. A NaF
szerint nem azonos azzal a fehérje konformacidval, amely a frontsebesség meghatarozasaban
(az autokatalitikus 1épésben) részt vesz. A kaotrop sok a fehérje szerkezetet instabilizalo
hatasuk miatt a konformdaci6 valtozast eldsegitik, ezért a hidrogenaz esetében azt vartuk, hogy
a frontsebesség novekedni fog NaSCN jelenlétében. Ezzel szemben a kaotrdp s6 mar alacsony
koncentracional a frontsebesség drasztikus csokkenését, magasabb koncentracioban pedig az
autokatalitikus mintdzat szinte teljes eltlinését okozta, azaz a hidrogendz szerkezetének tlzott
lazuldsa kimondottan gatolja az autokatalitikus lépést. A fehérje keresztkotési kisérletek, a
DLS mérések és a kiilonféle sok jelenlétében mért vékonyréteg kisérletek alapjan az
autokatalitikus 1épés soran két enzimforma hat kolcson és az autokatalizator forma
indukélhatja a masik, nem autokatalizator forma kismértékii konformacié valtozasat.

Az autokatalitikus reakcidoban részt vevd partnerek természetére nézve a korabbi
eredmények azt valdszinisitették, hogy két enzimforma hat kélcson egymassal. A beoltasi
kisérletek aktivalt enzimmel, vagy a reakcion mar atesett reakcioeleggyel sikeresek voltak, 1j
reakcid startpontok alakultak ki. Az egyik termék, a redukalt benzil viologén beoltdsa nagy
koncentracidban szintén inditott ugyan startpontot, azonban a reakcidelegyben 1év0 benzil
viologén koncentracidhoz hasonldé mennyiségii redukalt festék mar hatastalan volt. Ez utébbit
igazolta az a kisérlet is, melyben a reakcidelegyben gerjesztd 1ézer segitségével pontokban
redukaltak a benzil viologént, de 0j startpontok nem alakultak ki. A masik termék, a proton

autokatalitikus szerepe kizarhato, mivel a reakcio pufferelt volt igy mindig volt jelen proton.
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Egy hidrogenaz forma, mint autokatalizator szerepét bizonyitja, hogy kisérleteinkben az
enzimkoncentracié novelésével ndvekedett a front haladési sebesség (21. abra). A fliggés egy
négyzetgyok fliggvénnyel irhatd le. A mérési pontokra illesztett négyzetgyok fliggvény az x
tengelyt pozitiv értéknél metszi (18 nM), azaz 1étezik egy enzim koncentracid kiiszobérték,
mely alatt a reakcid soha nem fog elindulni. Egy ilyen kiiszobérték meglétét mar a korabbi,
egyszeriisitett enzim modellszamolasokban igazoltak [Bagyinka és mtsai 2003, Osz és mtsai
2005a, Osz és mtsai 2005b].

(28. abra). A frontsebesség csokkenése csak ugy allhat eld, ha a hidrogenaz koélcsonhatasa az
elektron akceptorral csokkenti az autokatalitikus enzimforma mennyiségét. A hidrogenaz
feltételezhet6en a disztalis FeS kockan keresztiil 1ép kolcsonhatasba az elektron akceptorral.

A hidrogén az enzim aktivalasahoz sziikséges ugyan, de mint szubsztrat az eredmények
szerint nem jatszik jelentds szerepet magaban az autokatalitikus reakcidban, bar viszonylag
szliik koncentracio tartomanyban tudtuk csak megvizsgalni a hatasat (29. dbra). Nehezitette a
kiértékelést, hogy alacsony hidrogén mennyiség esetén a keletkez6 redukalt elektron akceptor
mennyisége annyira lecsokkent, hogy a reakci6 felvétel kiértékelhetetlen volt.

A modellek alapjan végzett szamolasok mindkét modell esetében a frontsebesség
négyzetgyokos fliggését mutattak az enzimkoncentraciotol (34. abra). A szamolasok szerint
meghatarozhaté egy adott enzimkoncentracié (kiiszobérték), ami alatt a reakcid soha nem
indul el. Ilyen kiiszobértéket a mérési pontok is mutatnak (21. dbra). A modellekkel a hattér
reakcié szimuldlhato Ggy, hogy a nem autokatalitikus reakcié kinetikai allanddjat nullatol
eltéro értékre allitjuk.

A frontsebesség elektron akceptor koncentraciojatol vald fiiggése az in silico
kisérletekben egy szlik koncentracio tartomanyban mutatott nagymértékli csokkenést, mig az
in vivo kisérletekben ez a csokkenés szélesebb koncentracié tartomanyban tortént (36. és 28.
abra).

Osszességében elmondhatd, hogy mindkét modell analizise tobbé-kevésbé a mérési
eredményekhez hasonld jellemzoket mutatja, és nem erdsiti meg, de nem is cafolja azt a
feltevésiinket, hogy az autokatalitikus 1épés az enzimcikluson beliil torténik.

Joggal vetddhet fel a kérdés, hogy in vivo a Thiocapsa roseopersicina-ban hogyan
miikodik a hidrogenaz és hogy miféle elénye szarmazhat a baktériumnak egy autokatalitikus
mechanizmussal muikodd enzimbdl. Erre vonatkozd kisérletek nincsenek, ezért csak
feltételezésekkel élhetiink. A hidrogendzok a sejt metabolizmusaban fontos szerepet toltenek

be, de expresszidjuk és érésiik energiat és sok mas fehérje kozremiikodését igényld bonyolult
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folyamat. Aerob koriilmények kozott inaktiv allapotban a hidrogenazok hével és oxigénnel
szemben ellenalloak, de tobbségiik aktiv allapotaban igen érzékeny az oxigénre. Tobb
baktériumban a hidrogén szenzor hidrogenazok feladata annak szabalyozasa, hogy csak
anaerob koriilmények kozott expresszalodjon az adott sejt tobbi hidrogenaza. Thiocapsa-ban
ennek a rendszernek az elemei megtalalhatéak (HupUV, HupT, HupR), de a rendszer maga
nem mikodik. Az autokatalitikus mechanizmus révén a sejtnek elegendd csupan néhany aktiv
hidrogenaz format eldallitania, melyek azutan az el6zéleg mar létrehozott inaktiv
enzimformakat aktivaljak, ha megfeleléek a koriilmények, s igy a sejt nem pazarol idot és

energiat a szintézisre.
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7. Osszefoglalas

A hidrogenazok olyan fémtartalma enzimek, melyek a molekularis hidrogén reverzibilis
oxidaciojat illetve redukciojat képesek katalizalni: Hy = 2 H™ + 2e”. A hidrogén felvevé irany
az energia konzervald reakciokhoz kapcsolddik (pl.: NAD(P)H képzés, metantermelés), a
hidrogén fejlesztd irany pedig a felesleges redukaldé potencidlok megsziintetéséhez.
Elsdsorban archeakban és prokariotakban fordulnak eld. A [NiFe] hidrogendzok altalaban kis
(~30 kDa) és nagy (~60 kDa) alegységbdl felépiild heterodimer fehérjék. A hidrogén hasitdsa
¢és képzése a NiFe centrumban torténik a nagy alegységen, az elektronok szallitdsdban a kis
alegységen talalhat6 vas-kén kockak vesznek részt.

A hidrogenazok aerob koriilmények kozott inaktivak, miikodésiikhoz aktivalas
sziikséges, ami altaldban hidrogén alatti inkubalast jelent. Az enzim aktivalasa és miikodése
kozben a fémcentrum redox valtozdsokon megy at, melyek kiilonféle spektroszkdpiai
technikékkal (EPR, FTIR) kovethetoek. Ezek alapjan tobbféle enzimforma is elkiilonithetd. A
katalitikus ciklust illetden tobb modell sziiletett mar, melyek foként ezekre az enzimformakra
épiilnek.

A Thiocapsa roseopersicina egy Gram negativ baktérium, a gamma-
proteobaktériumokon beliil a fotoszintetizdld6 bibor kénbaktériumok csoportjaba
(Chromatiales, Chromatiaceae csalad) tartozik. A membran asszocidlt HynSL hidrogenaza
régota ismert, két alegységes fehérje (34 kDa és 64 kDa), egyeldre csak ezt az egy
hidrogenazt tisztitottak ki a baktériumbol. Az enzim jellemzdje, hogy hdstabil, habar maga a
baktérium nem termofil, proteolitikus emésztésnek jol ellendll, és aerob koriilmények kozott
is meg0rzi aktivitasat.

Az aktivitds mérési kisérletek soran deriilt fény az enzim sajatos mitkodésére. Az enzim
specifikus aktivitasa fiigg az enzimkoncentraciotdl, és a hidrogén felvevd reakcid lag fazissal
indul, aminek a hossza forditottan ardnyos az enzimkoncentracioval. Kiivettdban ¢&s
vékonyréteg kisérletekben térbeli mintazat alakul ki a reakcidé soran, utobbiakban allando
sebességgel haladd reakciofrontok figyelhetéek meg. E tulajdonsdgok alapjan egy
autokatalitikus 1épést feltételeztiink az enzim miikodése soran és az autokatalitikus
reakcidémodell alapjan végzett szamolasok alatdmasztottak a kisérleti megfigyeléseket. Alapul
véve a korabbi enzim modelleket ezért egy moddositott autokatalitikus triangularis modellt
allitottunk fel. Az autokatalizator természetére és az autokatalitikus 1épés helyére vonatkozoan

a korabbi kisérletek alapjan egy prion tipusu autokatalitikus 1épés képzelhetd el az
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enzimcikluson beliil. El6bbire azok a vékonyréteg kisérletek utalnak, melyekben kiilonb6zo
anyagokat oltva a reakcioelegybe 0 startpontok kialakulasat kaptuk. Az aktivalt enzimmel
végzett kisérletek sikeresek voltak, mig az aerob enzim ¢és a redukalt elektron akceptor
(termék) hatastalannak bizonyultak. Az aktivalt enzimmel végzett aktivitds mérések is lag
fazissal indultak, ezért az autokatalitikus 1épés valdszinlileg az enzimcikluson beliil
helyezkedik el.

A dolgozatban leirt munkaban tovabbi vizsgalatokat végeztiink, hogy meghatarozzuk az
autokatalitikus reakciora haté egyes faktorokat, é¢s hogy tovabbi bizonyitékokat szerezziink az
autokatalizis modjat és enzimciklusban elfoglalt helyét illetéen.

Vékonyrétegben vizsgaltuk hogyan alakul az autokatalitikus front haladasi sebessége és
a térbeli mintdzat kiilonbozd enzim-, oxidalt elektron akceptor-, hidrogén- és proton
koncentracio mellett.

Az enzim koncentracié valtoztatdsa egyértelmiien befolyasolta a frontsebességet, a
sebesség az enzimkoncentraciotol négyzetgyokosen fligg, ami a hidrogenaz, mint
autokatalizator  szerepét bizonyitja. Ugyanakkor az oxidalt elektron akceptor
vonhatjuk le, hogy az autokatalizatorral kozvetlen kdlcsonhatasban van az oxidalt elektron
akceptor. Egy hidrogenaz format feltételezve autokatalizatorként ez a kolcsonhatas a fehérje
kis alegységén taldlhatdo disztalis vas-kén kockan keresztiil képzelhetd el. Ezeket az
eredményeket alapul véve a korabbi autokatalitikus triangularis modelliinket modositottuk.
Kétféle modellt 1s felallitottunk, az egyikben az enzimcikluson beliill a masikban az
enzimcikluson kivill helyeztiik el az autokatalitikus 1épést. A modellek in silico analizisével
szandékoztunk eldonteni az autokatalitikus 1épés helyét, azonban a szadmoldsok
eredményeként azt kaptuk, hogy mindkét modell esetében a kisérleti adatokkal 6sszhangban
1év0 frontsebesség valtozas alakul ki, bar az oxidalt elektron akceptor koncentracid novelése a
modellek szerint sziitkebb koncentracidtartomanyban okozza a frontsebesség nagymértékii
csokkenéseét.
valtozast, mig a proton koncentracié (pH) valtoztatdsa érdekes és egyeldre nehezen
értelmezhetd eredményt hozott, aminek oka az lehet, hogy a hidrogénionok hatésa kettds,
egyrészt termékként szerepelnek a reakcidban, masrészt a fehérje szerkezetére, s igy az enzim
miikddésére is hatassal vannak.

Egy fontos eredmény, hogy sikeriilt olyan reakcié koriilményeket taldlni, mely

koriilmények kozott a hidrogenaz oszcillalé reakcidot mutat. Az autokatalitikus reakcidok
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gyakran vesznek részt oszcillald reakciokban, ezért ezt az autokatalitikus folyamat 1étezését
igazolo 1ényeges bizonyitéknak tekinthetjiik.

A hidrogenaz esetében a prion tipusu autokatalizist tartjuk valoszinlinek, mely soran
fehérje-fehérje kolcsonhatas és indukalt konformacié valtozas torténik. A hidrogenaz
kiilonboz6 allapotaiban (levegén illetve hidrogén alatt) végzett keresztkotési vizsgalatok
szerint valoban fizikai kolcsonhatas jon 1étre a fehérje molekuldk k6zott, s ez a kolcsonhatas a
kis alegységeken keresztiil torténik. A konformdacio valtozés feltételezésével Osszhangban
vannak a Hofmeister sorozatbol szarmazoé kiilonbozé anionok jelenlétében elvégzett
vékonyréteg kisérletek eredményei is, ugyanis a konformacid valtozast el6segité kaotrop so
hatasara 1ényegesen csokkent a frontsebesség, és a kozmotrop sé sem volt aktivald hatassal az
autokatalitikus reakcidra, s igy a front haladdsi sebességére. A konformacid valtozas
kimutatasat célz6 DLS mérések eredményeként azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy ha
torténik konformacio valtozas az autokatalitikus reakcid soran, akkor az csak egy minimalis
mértékii valtozas lehet.

Osszegezvén az elért eredményeket megallapithatjuk, hogy tovabbi bizonyitékokat
talaltunk, melyek a Hyn hidrogendz miikodésének autokatalitikus természetére utalnak. Az
autokatalitikus 1épés két enzimforma kolcsonhatasa €s a nem autokatalizator enzimforma
kismértékli konformécié valtozasa lehet. Az autokatalizatorral az oxidalt elektron akceptor
kozvetlen kolcsonhatasba 1ép. A korabbi modell mddositasaval uj modelleket allitottunk fel,

melyekkel az Gjabb eredményeket sikertilt alatdmasztani.
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8. Summary

Hydrogenases are metalloenzymes which catalyze the reversible oxidation and
reduction of molecular hydrogen: H, = 2 H" + 2¢". Hydrogen uptake is coupled to energy
conversation (producing NAD(P)H, methane), while hydrogen evolution is a way of releasing
excess reductants. Hydrogenases can be found mainly in Archea and prokaryotes. [NiFe]
hydrogenases are heterodimers consisting of a small (~30 kDa) and a large subunit (~60 kDa).
Cleavage of molecular hydrogen happens at the NiFe center in the large subunit, while iron-
sulfur clusters locating on the small subunit shuttle the electrons.

Under aerobic conditions hydrogenases are inactive; they need activation which is
usually done by incubating the enzyme under hydrogen. Redox changes at the active sites
during activation and function can be monitored by different spectroscopic methods (EPR,
FTIR) and different enzyme forms can be distinguished. Based on these enzyme forms several
enzyme models were constructed.

Thiocapsa roseopersicina is a Gram negative photosynthetic purple sulfur bacteria, it
belongs to gamma Proteobacteria (Chromatiales, Chromatiaceae). It contains several [NiFe]
hydrogenases. One of them is the HynSL hydrogenase which is a membrane associated
heterodimer protein consisting of a small and a large subunit of 34 kDa and 64 kDa
respectively. Only Hyn hydrogenase could be purified from Thiocapsa in a sufficient amount
for biophysical investigations. The enzyme shows stability against oxygen, proteolytic
cleavage and heat, although the bacteria itself is not thermopbhilic.

During activity measurements Hyn hydrogenase shows special Kinetics. Its specific
activity depends on protein concentration, the hydrogen uptake reaction starts with a lag
phase, whose length decreases by increasing enzyme concentration. The reaction shows
special spatial pattern both in bulk and in thin layer, fronts propagating by constant velocity.
Based on these characteristics and considering previous enzyme models we constructed an
autocatalytic enzyme model which explains the experimental results. Regarding the nature of
the autocatalyst and location of the autocatalytic reaction we suggest a prion type
autocatalysis inside the enzyme cycle.

In the present work we have performed further investigations to determine the factors
affecting the autocatalytic process in hydrogenase enzyme reaction and gain further evidences

for the type and location of the autocatalytic step.
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We have investigated the effect of different enzyme-, electron acceptor-, hydrogen- and
proton concentrations on the front velocity and the reaction pattern observed in thin layer
reaction chamber.

As anticipated, the front velocity increased as a square root function by increasing
enzyme concentration, which proves the role of hydrogenase as autocatalyst. Increasing
electron acceptor concentration caused a decreasing front velocity which implies that the
substrate reacts directly with the autocatalyst form of the enzyme. This interaction takes place
through the distal FeS cluster in the hydrogenase. Focusing on these new experimental
observations we constructed a modified autocatalytic triangular enzyme model. Two generic
models were presented: first one considered the autocatalytic step within the enzymatic cycle,
while in the second one it was outside the enzyme cycle. According to in silico analysis both
models supported experimental observations, although the transition from full velocity to zero
by increasing electron acceptor concentration in both cases was sharper than that was
measured experimentally.

Different hydrogen (substrate) concentration did not caused significant change in front
velocity, while different proton concentrations (pH) resulted in an interesting and hardly
explicable changes, which can be explained by dual roles of protons, first as products of the
autocatalytic reaction and second as factors affecting protein structure.

Generating oscillations in the hydrogenase reaction was a very important achievement,
which again proved the existence of an autocatalytic process.

In the case of hydrogenase we hypothesized a prion type autocatalysis, which implies
protein-protein interaction and an induced conformational change. Protein cross-linking
experiments in different states of hydrogenase (under air and hydrogen) demonstrated an
interaction of two small subunits of hydrogenase molecules. Results of experiments in thin
layer reaction chamber in the presence of different kind of anion from the Hofmeister series
also favored this assumption. All type of salts (kosmotropic, chaotropic and neutral)
influenced the autocatalytic pattern, but only the chaotropic salt, which favors protein
conformation change, decreased significantly the front velocity. In DLS experiments we could
not detect significant changes in the hydrogenase conformation during activation, so the
conformation change should not significantly alter the hydrodynamic radius of the molecule.

Summarizing our recent results we concluded that there are further evidences for
autocatalytic mechanism of Hyn hydrogenase. The autocatalytic step is an interaction of two
enzyme forms and during this interaction a small conformational change should happen.

Electron  acceptor interacts directly with the autocatalyst enzyme form.
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