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Tartalmi osszefoglalo

A fosszilis energiahordozok készleteinek elkeriilhetetlen kimeriilése miatt egyre
nagyobb szerep jut a megljuld energiaforrdsok/energiahordozok kutatdsanak. Az 1j
alternativ energiahordozok koziil ki kell emelniink a hidrogént, mivel égése soran csak viz
keletkezik, szén-dioxid nem. Eldallitdsara az ipar is szamos kémiai és fizikai modszert
ismer. Biologiai Gton torténd eldallitasa uj perspektivakat nyithat.

Régota ismertek a hidrogenazok, mint metalloenzimek, melyek a protonok
reverzibilis redukciojaval képesek molekularis hidrogént eléallitani. Hidrogenaz alapu
biohidrogén termelésre tobb megkozelités is 1étezik.

Ki kell emelniink a bibor kénbaktériumokat, melyek 6nmagukban szervetlen
szubsztratokbol képesek direkt fotobiohidrogén termelésre. Modellorganizmusunknak
ezen egyediilallo tulajdonsaga miatt valasztottuk a Thiocapsa roseopersicina BBS-t,
amely a Chromatiaceae csalad tagja. Szénforrasként szén-dioxidot igényel, és képes
kiilonb6zé kénvegyliletek felhasznalni és a beldlik szarmazéd elektronokbdl fény
segitségével hidrogént eldallitani. Legalabb négy aktiv [NiFe] hidrogendzzal rendelkezik,
melyek koziil kettd szolubilis NAD™ redukalé (Hox1, Hox2), és kettd membran kotott
periplazmatikus (Hyn, Hup). In vivo a Hox1 és Hyn enzimek reverzibilisek, a Hup pedig a
hidrogén felvételét végzi. A hidrogén termelés hatékonysadganak novelése érdekében meg
kell ismerniink, hogy a kénvegyiiletek asszimilacidja €s a hidrogéntermelés milyen
kapcsolatban vannak egymassal.

Ezért megvizsgaltam, hogy a Hyn és Hoxl hidrogenazok hidrogén termelése
hogyan kapcsolodik a kénanyageseréhez. Vizsgaltam a kiilonbozd kénvegyiiletek
kiilonallo és egyiittes hatdsat az enzimek hidrogén termelésére, mikdzben kovettem a
kiilonb6z6 anyagcsere termékek €s koztitermekek mennyiségi valtozasat.

Kisérleteim sordn kimutattam, hogy a kénoxidacio soran keletkezd elektronokbol a
Hyn és Hox1 hidrogenazok képesek hidrogént termelni, tehat van kapcsolat a kénoxidacio
¢s a hidrogéntermelés kozott. Tovabba megallapitottam, hogy elemi kén jelenlétében a
hozzaadott szulfit hatdsara a Hyn hidrogén termelése megnovekszik, a Hox1 hidrogén
termelése csokken. Eredményeim alapjan modellt allitottunk fol a hidrogenazok és a
kénanyagcsere kapcsolatara, melyben a kén oxidacidjanak €s a szulfit asszimilaciojanak

mas-mas szerepe van a hidrogenazok elektronokkal valo ellatasaban.

Kulcsszavak: kénanyagcsere, hidrogenazok, fototr6f bibor kénbaktérium, Hyn,
Hox1



Roviditések
AMP: adenozin-5’-monofoszfat
Amp: ampicilin
APS: adenozin-5’-foszfoszulfat
ATP: adenozin5’-trifoszfat
CN: cianid
CO: szén-monoxid
DMSO: dimetil-szulfoxid
dNTP: deoxiribonukleotid trifoszfat
Dsr: disszimilativ szulfit reduktaz
EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav
Er: eritromicin
EtBr: etidium-bromid
Fcc: flavocitokrom c
FeFe: vas-vas hidrogendzok
GC: gazkromatograf
Gm: gentamicin
Km: kanamicin
NiFe: nikkel-vas hidrogenazok
OD: optikai denzitas
PC: Pfennig-féle tapoldat

PCR: polimeraz lancreakcid



rpm: fordulatszam / perc

Sgp: kénglobulus fehérje

Sqr: szulfid kinon oxidoreduktaz
Str: sztreptomicin

TCD: hévezetdképesség detektor

Tris: trisz-(hidroximetil)-aminometan



Bevezetés

Napjaink egyik legnagyobb problémaja, hogy jelenleg energiaigényiink
legnagyobb részét nem megujulo energiaforrasokbol fedezziik. Mig
energiafelhasznalasunk folyamatosan novekszik, addig a nem megujuld energiaforrasok
készletei kimeriiloben vannak. Becslések szerint a fosszilis energiahordozok tartalékai
még évtizedekig kitartanak, azonban kitermelésiik fokozatosan gazdasigtalanabba valik,
ami az energia arak drasztikus emelkedését vonja maga utan. Végiil pedig a készletek
kimeriilésével Uj energiaforrasokat kell keresniink. Megoldast jelenthet erre a problémara a
megujuld energiaforrasok hasznositasa. Bar részardnyuk az energia-eldallitasban a
fosszilis energiahordozokhoz képest folyamatosan novekszik, azonban jelenlegi
részesedésiik még mindig csekély.

A legigéretesebb megtjuld energiaforras Nap. A Naprol a Foldre érkez6 sugarzas
tobb ezerszeresen meghaladja energiaigényiinket. Ez az energia azonban nem
egyenletesen érkezik hozzank, hanem nagyon valtozé intenzitdssal. Emiatt tarolasa egy
igen fontos, mdig nem kielégitden megoldott feladat. Ilyen szempontbol igéretes
energiahordozd a molekularis hidrogén, melynek égése soran viz keletkezik, igy az egyik,
ha nem a legkdrnyezetbaratabb energiahordozo6.

Az ipar tobb modszert is ismer a hidrogén eldallitasara. Az egyik ilyen eljaras
soran vizgdzt és tisztitott foldgazt engednek at nikkel katalizator feliileten 800-950 °C-on.
Ekkor hidrogén és szén-dioxid keletkezik (CH4 + 2 H20 <=> CO2 + 4 H2). A szén és olaj
oxidaciojakor tiszta oxigénnel torténd 1400 °C-os hevités hatdsara a szén szén-dioxidda
oxidalodik, mikoézben hidrogén szabadul fel. Fontos megemliteni tovabba a viz
elektrolizisét, azonban az itt felhasznalt villamos energia leggyakrabban fosszilis anyagok
elégetésébdl szarmazik.

Ezen nem t0l gazdasdgos és kornyezetbarat modszerekre lehetne alternativ
modszer a hidrogén biolodgiai uton torténd termeltetése. Ebben igen fontos szerepe van a
hidrogenaz enzimeknek, melyek molekularis hidrogén eldallitasara képesek.

Létezik olyan megkdzelités, ahol nem egész sejtes rendszereket hasznalnanak a
folyamatban. Ebben az esetben mesterségesen utanozzak a vizbontas kémiai folyamatat.
Megszintetizaljak a hidrogenaz katalitikus doménjét, tovabba egy olyan molekulat mely
képes elnyelni a fényt és a vizbontasbdl elektronokat juttatni a hidrogenazhoz. (Sun és

mts, 2004).



Lehetéségiink van azonban egész sejtes rendszerek hasznalatara is. Egyik, hogy a
mar meglévé biomasszabol sotét fermentacidval allitunk elé hidrogént. Ekkor kézvetve a
napfény energiajat hasznositjuk (Kovacs és mts, 2006). Kozvetleniil is tudjuk a napfény
energidjat hasznositani. Ezt megtehetjiik algakkal, melyekben a fotoszintetikus
vizbontasbol szarmazé elektronok tovabbitodhatnak hidrogendz enzimekre. Azonban a
vizbontas soran keletkez0 oxigén gatolja a hidrogendzok miikddését és expresszidjat
(Sawers, 1999). Tovabba az algakat kénmentes tapra kell helyezni, igy a folyamat
kétlépcsdssé valik, és hossza tavon nehezen fenntarthatd (Kovacs és mts, 2006).

A napfény energidjanak hasznositasara kinalnak alternativat a fototr6f bibor
kénbaktériumok. Ezen organizmusok nem a vizbontdsbol potoljak a fotoszintetikus
rendszerbe jutd elektronjaikat, hanem kénvegyliletek oxidacidjabol. Ennek a folyamatnak
nagy eloénye, hogy nem keletkezik oxigén, mely gatolna a hidrogéntermelést, tovabba az

organizmus altal hasznalt szervetlen kénvegyiiletek olcso alapanyagok (Frigaard és Dahl,

2009).
A fototrof bibor kénbaktériumok

Ezen baktériumok igen nagy 6kologiai jelentdséggel rendelkeznek a kén ciklikus
korforgasaban, mivel a szerves anyagok bontasabol szarmazoé szulfidot képesek szulfatta
oxidalni. Eléhelyiikon a fény és a szulfid forditott koncentraciéban fordul elé. Minél
mélyebben vagyunk, annal tobb szulfid all rendelkezésre, mely a szerves anyagok anaerob
lebontasabol szarmazik, azonban csdkken az ezen rétegekbe jutd fény intenzitasa. Ezért a
fototrof bibor kénbaktériumok ndvekedése egy viszonylag szlik zénara korlatozodik.
Ebben a zondban mind fény, mind szulfid rendelkezésre all, és nincs, vagy nagyon

minimalis az oxigén jelenléte (Frigaard €s Dahl, 2009).

Il-es tipusu fotoszintetikus rendszerrel rendelkezik, azonban ebbdl hidnyzik a
vizbont6é komplex, igy nem tudja fotoszintetikus rendszerének elektron igényét ebbdl a
1épésbol fedezni (Frigaard és Dahl, 2009). A bibor kénbaktériumok rendelkeznek ciklikus
elektron transzporttal, melyhez ciklikus ATP szintézis kapcsolddik, amit ciklikus
fotofoszforilacionak neveznek. Ennek sordn a gerjesztett bakterioklorofill molekula
elektronja menakinonra, majd innen ubikinonra keriil. Az ubikinolt (redukalt ubikinon) a
citokrom bcl komplex oxidalja, és ennek soran protonok pumpalddnak a citoplazmabdl a

periplazmaba. Az igy kialakul6 protongradiens mikodteti az ATP szintdz enzimet. Végiil
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(Madigan és Martinko, 2009)

pedig a citokrom2 molekula visszaszallitja a bakterioklorofillre az elektront

(Madigan és Martinko, 2009). (1. Abra)
Modellorganizmusunk a Thiocapsa roseopersicina BBS

A T. roseopersicina egy fototrof bibor kénbaktérium. Eredetileg a Jeges tenger 14
°C-o0s vizébdl izolaltdk (Bogorov és mts, 1974). Mind fotoautotrof, fotoheterotrof, és
mixotréf mdédon képes ndvekedni €s szaporodni. Ez nem meglepd, mivel eredeti él6helyén
a folyamatosan valtozo oxigénkoncentracionak, a valtozd6 homérsékletnek ¢és
kénkoncentracionak koszonhetden valtozatos anyagcsere utakkal rendelkezik.

Laboratériumi  koriilmények  kozott 26-29 °C  az optimélis ndvekedési
hémeérséklete. Folyadékkultiraban 5-6 nap alatt nd fel, lemezen koriilbeliil 2 hét alatt
képez telepeket.

Novekedése soran képes a kénvegyliletek oxidaciojabol szarmazo6 elektronokat
hasznalni a karbonat fixacidohoz, de szerves anyagokat ¢és molekularis hidrogént is
felhasznalhat. Nitrogén limitalt kdrnyezetben nitrogenaz enzimével nitrogénfixaciora is
végezhet. Képes oxigén jelenlétében is novekedni, azonban ekkor nem végez

fotoszintézist, mivel az oxigén gatolja a pigmentszintézisét (Kovacs és mts, 2003).



Kénanyagcsere fototréf bibor kénbaktériumokban és Thiocapsa

roseopersicina BBS-ben

A bibor kénbaktériumok nem képesek viz bontdsara, ezért fotoszintetikus
elektrondonorként leginkabb kiilonb6z6 kénvegyiileteket hasznalnak (2. abra). A csoport
Osszes tagja képes a szulfid és az elemi kén felhasznalasara (Frigaard and Dahl, 2009). A
metabolikusan kevésbé specializalt fajok ezen kénvegyiiletek mellett képesek tioszulfatot,
molekularis hidrogént, és szerves vegyiileteket is hasznositani (Frigaard and Dahl, 2009).
Az aldbbiakban ismertetem a kénvegyiiletek oxiddlasanak folyamatat a legredukaltabb
szulfidtol a legoxidaltabb szulfatig, A kénoxidalas folyamatat legintenzivebben
Allochromatium vinosumban tanulmanyoztak, mely organizmus kozeli rokonsagban van
modellorganizmusunkkal. A kdvetkezOkben leirt folyamatokban szerepld gének kivétel

nélkiil a T. roseopersicina genomjaban is megtalalhatoak.
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2. abra A fototréf bibor kénbaktériumok kénanyagcseréjének attekintése (Frigaard és
Dahl, 2009)

Az elemi kén keletkezése és raktarozasa.

A bibor kénbaktériumok szulfid, poliszulfid, tioszulfat és elemi kén felhasznalasa
esetén elemi ként raktaroznak kozti-termékként (Frigaard and Dahl, 2009). Ez torténhet

extracellularisan (Ectothiorhodospiraceae), vagy intracellularisan a periplazmatikus térben
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(Chromatiaceae). A. vinosumban és T. roseopersicind-ban vizsgaltak a kénglobulusok
kialakitdsaban részt vevo fehérjéket (Prange és mts., 2004). Az elobbi organizmusban 3
fehérjét azonositottak (SgpA, SgpB és SgpC), mig az utobbiban két fehérjét sikeriilt
kimutatni (SgpA, SgpC). Az aminosav szekvenciak vizsgalata soran megallapitottak, hogy
az A. vinosum SgpA és SgpB fehérjei és a T. roseopersicina SgpA fehérjéje homologok, és
ugyanez a helyzet az SgpC fehérjék esetén is. Az SgpC fehérje hianyaban a kénglobulusok
mérete jelentdsen csokkent, ugyanakkor a kénvegytiletek felhasznaldsanak kinetikaja nem
valtozott. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy az SgpC fehérjéknek a globulusok méretének
novelésekor van szerepiik (Prange és mts., 2004). Az Sgp fehérjék pontos szerepe még
nem ismert, fontossdguk azonban vitathatatlan, mivel a sejt dsszfehérjéinek 3,5 %-at is
kitehetik, és vélhetden strukturalis szereplik van a kénglobulusok kialakulasakor. Erre utal,

hogy mas egyéb strukturfehérjékkel mutatnak hasonlosagot.
A tioszulfat felhasznalasa.

A tioszulfat felhasznaldasdnak két lehetséges utvonalat azonositottak A.
vinosumban. Ezek koziil az egyik végterméke tetrationat, mig a masik Gtvonal végterméke
szulfat. A tetrationat két tioszulfat molekula oxidativ kondenzalasaval keletkezik, 2
elektron felszabadulasa mellett és a tioszulfat dehidrogenaz enzim katalizalja (TsdA). Ez a
reakcio igen elterjedt a mikroorganizmusok kozott, és kiillondsen nagy a jelentdsége a
savtlird ¢lolények kozott mivel ebben a pH tartomdnyban a tetrationat stabilabb, mint a
tioszulfat. Az A. vinosumban leirt TsdA fehérje egy 25.8 kDa-os periplazmatikus citokrom
c tipust molekula. Két hem csoportot kot, melyekben a vas atomok koordindlédsdban
hisztidin és cisztein vesz részt, mely azon fehérjékre jellemzd, amik a kénanyagcserében

vesznek részt (Denkmann €s mts., 2012).

Az A. vinosumban feltart masik tioszulfat felhasznalasi utvonal a periplazmatikus
Sox enzimrendszerhez kapcsolodik (Hensen és mts., 2006). Modellorganizmusunkban az
altalunk hasznalt novesztési koriilmények kozott ez az utvonal az abszolit dominans.
Ekkor kénglobulusok keletkeznek kozti-termékként. A tioszulfat felhasznalasa soran a
molekula eldszor kapcsolodik a SoxYZ heterodimer fehérje komplexben a SoxY fehérje
konzervalt cisztein aminosavahoz. Ezt a két elektron felszabadulasaval jard folyamatot a
SoxXA fehérjék katalizaljak. Ezutdn a SoxB fehérje hidrolitikusan lehasitja a termindlis
kénmolekulat szulfat formajaban. Az igy hatramaradt SoxY-hoz kapcsolodo perszulfid

molekula ezutan a kénglobulusba szallitodik, ezéltal regeneralddik a SoxY fehérjét és a
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folyamat megismétlédhet. A SoxY regeneralasaban a SoxL fehérje jatszik szerepet (Welte
¢s mtsai, 2009) (2. abra)

Azon mikroorganizmusok, melyek rendelkeznek a SoxCD fehérjéket kodold
génekkel, képesek a tioszulfatot koztes kénglobulus képzés nélkiil szulfatta alakitani
(Zander és mts, 2011). Ekkor a Sox enzimrendszer a tioszulfat két eltéré oxidacios
allapoti  kénmolekuldjat (+5, -1) szulfattd oxidalja. A kénglobulust nem képzé
mikroorganizmusok a SoxY perszulfid molekulan taldlhato terminalis ként szulfitta
oxidaljak Sox(CD), fehérjekomplexiikkel. Az igy keletkezett SoxY tioszulfonat molekulat
a SoxB fehérje hidrolitikusan hasitja egy szulfatta és az eredeti SoxY fehérjévé (Hensen és
mts., 2006). Az A. vinosum ¢és T. roseopersicina nem rendelkezik ezen fehérjékkel, igy a
tioszulfat felhasznalds sordn kénglobulusokat képeznek. A tioszulfat felhasznéalasa
kénglobulust nem képz6 organizmusokban 8 elektront szolgaltat, mig a kénglobulus
képzés esetén csak 2 elektron szabadul fel a Sox enzimrendszer miikddése révén, és a

maradék 6 elektront az elemi kén tovabbi oxidalasa szolgaltatja.
A szulfid felhasznalasa

A szulfid felhasznalasat a flavocitokrom c (Fcc) és szulfid kinon oxidoreduktdz
(Sqr) enzimek végzik (2. abra). Ezen enzimek a felszabadulo -elektronokat a
fotoszintetikus elektrontranszport lancba juttatjak, mig a keletkezd kén a kénglobulusokba
keriil. Az Fcc egy nagyobb katalitikus (FccA), és egy kisebb elektron transzportban
szerepet jatszd (FceB) fehérjébdl felépiild periplazmatikus enzim. A szulfid elemi kénné
oxidalasat az FccA alegység végzi. A keletkezd elektronok az FccB altal kotott citokrom-c
molekularol a kinon raktarba jutnak. Az Sqr egy membran kotott enzim, aktiv helyével a
periplazma felé néz. A szulfid 4talakitdsa sordn az elektronokat FAD kofaktoranak
segitségével kozvetleniil a kinon raktarba juttatja. T. roseopersicina-ban két kiilonbozo
csoportba tartozd sqr gén talalhato. Egyik egy SqrD tipusu fehérjét kodol, mig a masik a
z0ld kénbaktériumokra jellemz6 fehérjével homoldg Sqn-nek elnevezett SqrF tipusa

fehérjét kodol (Gregersen és mts, 2011).
Az elemi kén oxidalasa szulfitta

A kénglobulusokban raktarozott elemi kén ezt kdvetden szulfittd oxidalodik. Ezt a
4 clektron keletkezésével jaro folyamatot a disszimilativ tipusu szulfit reduktaz (Dsr)

katalizdlja. Ez az enzim csalad altalanosan eléfordul a kénoxidalé és szulfatredukalo
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organizmusokban is. Utobbi esetben a szulfit szulfidda alakitasat katalizalja, mig jelen
esetben az ellenkezé iranyl reakciot. A Dsr enzimrendszer katalitikus részét a dsrA és
dsrB gén altal kodolt fehérjék alkotjak. A. vinosumban ezen génektdl 3’ iranyban, velik
egy operonban tovabbi gének talalhatok, melyekrdl bizonyitott, hogy nélkiilozhetetlen
szerepiik van az elemi kén oxidalasaban (Pott és Dahl, 1998; Dahl és mts, 2005). Ebben az
organizmusban az operon a kévetkez6képpen épiil fel: dsSrABEFHCMKLJOPNRS. A dsr
operon bizonyos tagjai mind kénoxidaldé mind kénredukalé mikroorganizmusokban
megtalalhatéak. Ezek a gének alkotjdk az operon ,,magjat”, és az altaluk kodolt fehérjék
mind a szulfit oxidaciéjaban mind a kén oxidalasaban részt vesznek. Ezek a kovetkezoek a
dsrAB mellett: a dsrC, a dsrMKJOP és a dsrN. A dsrEFH és dsrL gének a kénoxidald, mig
a dsrD gén a kénredukalokra jellemz6. Az operon tagjai koziil a DsrAB fehérjével egyiitt
sikeriilt tisztitani a DsrC fehérjét a DstEFH ¢s DsSrMKJOP komplexet is A. vinosumban
(Dahl és mts., 2005). Ez a dsr operon génjei altal kodolt fehérjék nagyon szoros
egylittmiikodésére utal, azonban a kénoxidacié folyamatat még nem sikeriilt minden

1épésében tisztazni

A dsrR és dsrS gének nem altalanosak a kénoxidald organizmusok korében. Nem
feltétleniil egy operonban talalhatoak a tobbi dsr génnel, és nem is talalhatéak meg minden
organizmusban. A. vinosumban kimutattak, hogy mind a DsrR-nek (Grimm és mts, 2010),
mind a DsrS-nek (Grimm és mts, 2011) az operon génjeinek poszttranszkripcios

szabalyozasaban van szerepe.

A Dsr enzimrendszer katalitikus része a citoplazmaban helyezkedik el. Ahhoz,
hogy a periplazmatikusan tarolt kénglobulusokban 1év6 elemi kén ezen enzim szamara
hozzaférhetové valjon, sziikség van a bels6 membranon keresztiili transzportra. A szallito
molekula illetve a transzport folyamata maig nem ismert. Feltételezik, hogy a széllitasban
kis molekulastlyu tiol csoportot tartalmaz6 molekulak vehetnek részt. A DsrC és DSrEFH
fehérjék homologiat mutatnak az E. coli-ban leirt TusA és TusBCD fehérjékkel (Cort és
mts, 2008). Utobbiak egy kéntovabbitd rendszert alkotnak, mely a tiouridin szintézisben
vesz részt. A Dsr EFH fehérjék egy o2B2y2 szerkezetli szolubilis heterohexamer
komplexet alkotnak (Dahl és mts, 2008). In vitro bizonyitottak, hogy a DsrE fehérje
konzervalt 78-as cisztein aminosava képes a szulfid kénjét megkotni, majd azt a DsrC
fehérje konzervalt 111-es cisztein oldallancara tovabbadni (Stockdreher és mts, 2012). In
vitro a folyamat csak ebben az iranyban jatszodott le. A DsrC molekula konzervalt cisztein

aminosava a fehérje C termindlis végén talalhatd, mely az NMR kisérletek alapjan
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6nmagéban egy rendezetlen strukturat alkot. Valdszind, hogy ez a flexibilis C terminalis
vulgarisban sikeriilt a DsrAB fehérjét a DsrC fehérjével egyiitt tisztitani (Oliveira és mts,
2008). Ebben a komplexben a DsrC molekula C terminalis vége a DsrA és DsrB fehérje
kozott kialakuld arokszerti strukturaba nyult be. Ennek fényében vélhetden hibas volt az
eredeti feltételezés, hogy a DSrAB enzim szubsztratja a helyben felszabadul6 kén-hidrogén
¢és ugy tlinik, hogy a valodi fizioldgias szubsztrat egy fehérje kotott perszulfid molekula.
Amennyiben a DsrC kéti a kénoxidalo enzim szubsztratjat in vivo, akkor lehetséges, hogy
a keletkez6 szulfit egy diszulfid hid kialakulasa altal hasad le (Cort és mts, 2008). D.
vulgarisban megfigyelték, hogy amikor a DsrC kapcsolodik a DSrAB fehérjéhez, akkor a
100-as ¢és 11l-es pozicidban 1évd cisztein oldallincok megfelelden kozel keriilnek
egymashoz, hogy kozottiik diszulfid hid kialakulhasson. A forditott irdny reakcio jol
ismert és pH 7 f515tt reverzibilis: RS—SR+S03* >RS—+ RS—S03? ™ (Cort és mts, 2008).

o~
RSSH RSH
z ? 2e 2 CyS100-5 — S-Cysyy
: HS-Cys40 Cysuyi-SH (osrC HSO,
HS-Cysm Cysyg~ -SH “SS- Cysn CYS;S'SS' H

E[E NE[e)

F|F F HS- .

) ) HiH Y5100 Cysy;,-SY° HS-cys ~ .
HS-Cys,, Cys,-SH HS-Cys,, Cys,;-SH 0 Cysyy SSO3

w

3H,0 6o +H

3. abra A Dsr enzimrendszer miikiidésének legiijabb modellje (Stockdreher és mts, 2012)

A DsrMKIJOP fehérjék homologjait megtalaltak Archeoglobus. fulgidusban és D.
vulgarisban is (Sander és mts, 2006), és minden esetben hasonld tagok épitik fel a
komplexet. A komplex vélhetéen elektron transzport feladatot tolt be a Dsr enzim
miitkodésében. Tagjai kozott talalhatd egy periplazmatikus citokrom c alegység (DsrJ), egy

periplazmatikus vas-kén kockakat tartalmazé alegység (DsrO), egy integrans membran
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fehérje (DsrP), egy masik membran kotott fehérje, mely vélhetéen hem b-t tartalmaz
(DsrM) és egy citoplazmatikus vas-kén kockakat tartalmazd fehérje (DsrK). A DsrK
tovabba hasonlosagot mutat archeakbol izolalt heterodiszulfid reduktazokkal, a komplex
vélhetden képes a kénoxidaciobol szarmazd elektronokat a  fotoszintetikus

elektrontranszport lanchoz juttatni (Sander és mts, 2006).
A szulfit oxidacioja

A szulfit egy igen reaktiv vegyiilet. Ennek fényében nem meglepd, hogy a szulfit
oxidalasanak képessége igen elterjedt az ¢€ldvildgban. A bibor kénbaktériumok kétféle
médon képesek a szulfitot szulfattd oxidalni. Az egyik a szulfit egylépéses, direkt
oxidacidja, mely altaldban, de nem kizarolagosan a periplazmatikus térben zajlik. A masik
utvonal, azonban egy tobblépéses folyamat, mely AMP-t igényel, és a citoplazmaban
jatszodik le (2. abra).

A direkt oxidacids uUtvonalat egy oxidoreduktdz tipusu enzim katalizalja, mely
vélhetden molibdént tartalmaz (Kappler és Dahl, 2001).

Az AMP fiiggd tvonal esetén elGszor a szulfit aktivalasara van sziikség. Ekkor az
adenilil-szulfat-reduktaz egy AMP-bdl és szulfitbdl adenilil szulfatot (APS) képez, és 2
elektron szabadul fel, melyek sorsa nem ismert, de lehetséges, hogy a sejt kinonraktaraba
jutnak. Ekkor egy nagy energiajii kotés alakul ki (Sanchez és mts, 2001). Ezutan két
lehetdség van. Az APS AMP csoportja kapcsolodhat mind pirofoszfattal, mind foszfattal.
Elobbi reakciot az ATP szulfurilaz katalizalja, €s a szulfat mellett ATP keletkezik. Utdbbi
reakciot az adenililszulfat-foszfat adenililtranszferaz enzim katalizalja, és a szulfat mellett
ADP keletkezik, melyek ezutan az adenilat kinaz AMP-vé és ATP-vé alakit (2. abra)
(Kappler és Dahl, 2001).

Ugyan a direkt oxidacios utvonal esetén nem keletkezik ATP, azonban mégis ez az

utvonal tlinik elterjedtebbnek (Sanchez és mts, 2001; Kappler és Dahl, 2001).
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A hidrogenazok csoportositasa és altalanos jellemzése

A hidrogén metabolizmus kulcsenzimei a hidrogenazok, melyek az alédbbi

reverzibilis reakciot katalizaljak:
H2<=>2H"+2¢"

A hidrogenazok in vitro koriilmények kozott mindkét iranyban képesek a reakciot
katalizalni. Elektron donorok jelenlétében a hidrogén képzddését (hidrogén termelés /
hydrogen evolution), mig elektron akceptorok jelenlétében a hidrogén oxidalasat
(hidrogén felvétel / hydrogen uptake) katalizaljak. In vivo koriilmények kozott aktivitasuk
a sejt redoxpotencidljatol fiigg. Egy sejt tobb kiilonféle hidrogenazt is tartalmazhat. A
hidrogenazok éaltaldban érzékenyek a kornyezeti tényezdkre (oxigén, hdmérséklet), és
bizonyos anyagok (CO, CN-) jelenlétére és az aktiv enzim kialakitdsahoz tobb kisegitd
fehérje kozremiikodése sziikséges, ami jelent6sen neheziti ipari felhasznalasukat (Maro6ti

¢s mts, 2003).

A hidrogendzok csoportositisa altalaban aktiv centrumuk fémtartalma alapjan
torténik. Ennek megfeleléen megkiilonboztetiink vaskén kocka mentes (Fe), vas-vas
[FeFe] és nikkel-vas [NiFe] hidrogenazokat. Ezen enzimek kiillonb6z6 evoltcios fejlédési

agat képviselnek, és nem mutatnak egymassal hasonldsagot (Vignais €s Billoud, 2007)

A vaskén kocka mentes (Fe) hidrogenazok metanogén archeakban fordulnak el6.
Ugyan aktiv centrumuk nem tartalmaz fématomot, azonban kofaktorként egy vastartalmu
molekulat igényelnek katalitikus aktivitdsukhoz. A vas atom azonban redox szempontbol

nem aktiv (Zirngibl, és mts, 1990).

A vas-vas [FeFe] hidrogenazok két vasatomot tartalmaznak aktiv centrumukban.
Egyediiliként a hidrogenazok koziil eukaridtdkban is el6fordulnak. Monomerként illetve
tobb alegységes enzimként is megtalalhatoak. Hidrogéntermeld aktivitasuk meghaladja a
[NiFe] hidrogendzokét, azonban érzékenyebbek oxigén jelenlétére, és expresszidjuk,
illetve érésiik is kevésbé ismert, mint az utdbbi csoporté, ezért biotechnoldgia
felhasznalasuk jelenleg kevés elonnyel jar. A nikkel-vas [NiFe] hidrogenazokkal
ellentétben méretilk tdg hatarok kozott valtozhat. A katalitikus aktivitdshoz
elengedhetetlen 350 aminosav hosszisagh domén alkotja az enzim magjat, azonban a

molekula ezen kiviil tobb domént is tartalmazhat. A két kdzponti fématom egy vas-kén
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kockahoz kapcsolodik és mindkettéhdoz CO és CN ligandok kapcsoldédnak (Vignais és
Billoud, 2007).

A nikkel-vas [NiFe] hidrogenazok esetében nagyszamu haromdimenzids szerkezet
all rendelkezésiinkre, igy szerkezetiik sokkal ismertebb, mint a [FeFe] hidrogenazoké. A
nikkel-vas hidrogenazok heterodimer szerkezetlieck. A kis alegység atlagosan 30 kDa
méretll, és az elektrontranszportban szerepet jatszé vaskén kockakat tartalmaz (4. abra B),
mig a nagy alegység atlagosan 60 kDa méretli és ez tartalmazza a Kkatalitikus
heterobinuklearis fémkomplexet (4. abra A). A fématomok koordinalasaban
nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a nagy alegységben talalhaté C-X-X-C motivum. A két-
két konzervalt cisztein koziil az egyik csak a nikkel atomhoz, mig a masik mind a nikkel,
mind a vas atomhoz kapcsolodik. A vas atom rogzitésében emellett a sejtek szamara

egyébként toxikus CO és két CN- ligand is részt vesz. (Vignais és Billoud, 2007).
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4. abra A: A nikkel vas heterobinukleéris aktiv centrum felépitése. Az 1-es és 2-es szammal jelolt
ligaondok a cianod molekulik, mig a 3-as a szénmonoxid. B: A Desulfovibrio vulgaris [NiFe]

hidrogenazanak haromdimenzios szerkezete. (Fontecilla-Camps és mts., 1997)

A hidrogenaz aktiv centruma az enzim felszinétél tavol helyezkedik el. A
molekularis hidrogén hidrofob csatorndkon keresztiil jut el az aktiv centrumhoz. A
kiviilrél érkezd elektronok szdmdra a vaskén kockak jelentik a szallitasi Gtvonalat. A
protonok szamara kisérletesen eddig 2 csatornat irtak le (Dementin és mts, 2004; Sz0ri-

Doroghazi és mts, 2012).

Ezen hidrogenazok érése igen Osszetett, tobb 1épcsds folyamat. Szamos kisegitd

fehérje vesz részt benne. Egyesek esszencialisak minden hidrogenaz 0sszeszerelddéséhez
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(Maréti és mts, 2003), mig masok specifikusak egy-egy enzimre. A folyamat soran beépiil
a fehérjébe a heterobinuklearis fémcentrum, majd az ehhez kapcsol6dd ligandok. A
folyamat végén egy specifikus endopeptidaz lehasit egy szakaszt a fehérje C termindlis
végérol. Ezutan a kis és nagy alegység Osszeszerelddik és a hidrogenaz aktivva valik

(Mardéti és mts, 2010).

A Thiocapsa roseopersicina BBS hidrogenazai

periplazma

“. .."
ADP+P;, § ATP
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NAD*
H, NAD*
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NADH*+H*

2H*

2H*
NADH"+H*

5. abra A Thiocapsa roseopersicina hidrogenazai

A T. roseopersicina legalabb 4 kiilonb6z6 aktiv hidrogenazt tartalmaz (5. abra). Ez
valosziniileg annak koszOonhetd, hogy mind fotoautotrof, mind fotoheterotrof, mind
heterotrof metabolizmusra képes. Ezek a hidrogenazok kiilonboznek sejten beliili
lokalizaciojukban, stabilitdsukban ¢s funkcidjukban egyarant.(Kovacs és mts, 2005;

Maroéti és mts, 2010).
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A Hup hidrogenaz

A Hup hidrogendz egy membrankotott hidrogenaz, mely a periplazma fel6l
kapcsolodik a membranhoz. Feladata, melyr6l a nevét is kapta (hydrogen uptake), a
hidrogén felvétele a kdrnyezetbdl, példaul a nitrogén fixalas sordn keletkezé molekularis
hidrogént képes tjrahasznositani, illetve egyéb forrasbol szarmazd molekularis hidrogén
felvételével plusz redukald erdt biztosit a sejtnek. A hupSLCDHIR operon altal kodolt.
Ezen gének koziil a hupS és hupL a kis és nagy alegység génjeit kodoljak. A hupDHIR
gének a hidrogenaz szabalyozasaban ¢és érésében jatszanak szerepet. Mig a hupC génrél
bizonyitottdk, hogy az altala kodolt fehérje az enzim elektron transzportjaban jatszik

szerepet és részt vesz a membranhoz horgonyzasaban is (Palagyi-Mészaros és mts., 2009).
A Hox2 hidrogenaz

Ez a hidrogenaz egy szolubilis NAD" redukalo enzim. A hoxHYUF operon altal
kodolt és tetramer szerkezetet mutat. A hoxH és hoxY a kis és nagy alegység, mig a hoxU
¢s hoxF a diaforaz alegységet kodolja. Aktivitasat csak gliikoz jelenlétében sikerdilt
kimutatni (Mard6ti és mts., 2010).

A Hyn hidrogenaz

A Hyn hidrogenaz a Hup hidrogenazhoz hasonléan periplazmatikus, a
sejtmembranhoz kapcsolédva helyezkedik el. Nagyon ellenallo hével, proteazokkal és
oxigénnel szemben. A T. roseopersicina novekedési hémérsékleténél magasabb

hoémérsékleten a legaktivabb (Kovacs €s mts, 1988).

In vivo mind a hidrogén felvételét mind a hidrogén termelését képes katalizalni. A
hynSisplisp2hynL operonban kodolt. Itt a kis és nagy alegységet kodold hynS és hynL
géneket két fehérje kodolod szekvencia szakitja meg ispl-isp2 (Rakhely és mts, 1998). Ez a
szokatlan génelrendez6dés a Chromatiaceae csalad mas tagjainal is megfigyelheté (Dahl
és mts, 1999). Ezekr6l bizonyitottak, hogy sziikségesek az in vivo milkédéséhez,
feltehetleg elektron transzport szerepiik van, mivel hianyuk az in vitro enzimaktivitast
nem befolyasolja (Palagyi-Mészaros, 2009). Az ispl és isp2 fehérjék hasonlosagot
mutatnak a DsrK és DsrM fehérjékkel (Dahl és mts, 1999).
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A Hox1 hidrogenaz

A Hoxl hidrogenaz szolubilis enzim és a reverzibilis, NAD" redukalo
hidrogenazok osztalyaba tartozik. A hox1EFUYH operonban kodolt gének alkotjak
(Rakhely és mts, 2004). A cianobaktériumokban talalhaté hidrogenédzokhoz hasonléan
heteropentamer szerkezetet alkot. A hox1Y és hox1H a kis és nagy alegység génjeit, a
hoxlF ¢és hoxlU a diaforaz alegységet, mig a hox1E egy vélhetéen az -elektron
transzportban szerepet jatszo6 fehérjét kodol (Palagyi-Mészaros és mts, 2009). In vivo
koriilmények kozott mind hidrogén felvételre, mind hidrogéntermelésre képes, a sejt redox

allapotatol fiiggéen (Rakhely és mts, 2007).
A hidrogenazok anyagcsere kapcsolatai

A Hox tipusu hidrogenazok anyagcsere kapcsolatai

A Hox1 enzim hasonlésagot mutat a cianobakterialis reverzibilis NAD" redukalé
hidrogenazokkal. Ez tiikr6z6dik mind a fehérje szekvenciajaban, mind a heteropentamer
szerkezetében. Képes fényben kiilonboz6 kénvegyiiletekbol hidrogént termelni, tovabba
sOtétben szerves szubsztratok fermentacidjabol is. Az enzim képes a hidrogén felvételre is
nitrogénfixalé koriilmények kozott, illetve magas tioszulfat koncentracid esetén szén-

dioxid jelenlétében. (Rakhely és mts, 2007)
A Hyn tipusi hidrogenazok anyagcsere kapcsolatai

Archedkban (Laska és mts, 2003) ¢és eubaktériumokban (Guiral és mts, 2005;
Dietrich és Klimek, 2002) is leirtak mar olyan anyagcsere utvonalat, mely az elemi kén
redukalasat szolgalja a hidrogénbdl szarmaz6 elektronokkal. Ezen komplexeknek legalabb
3 tagja van. Ezek koziil az egyik a T. roseopersicind-ban is megtalalhatd periplazmatikus
Hyn tipusu hidrogenaz. Wolinella succinogenesben a hidrogenaz mellett a format-
dehidrogenaz enzim is szolgaltathatja az elektronokat a reakcidhoz (Dietrich és Klimek,
2002). Az elemi kén, vagy poliszulfid redukcidjat egy poliszulfid reduktaz katalizélja.
Ezen enzim génjének homologjai a 7. roseopersicind-ban is megtalalhatoak. A hidrogenaz
fgy ez a kénlégzés képes a sejteknek energiat szolgaltatni, mivel a kialakuld
protongradiensben tarolt energia ATP szintézisre forditddhat Archeoglobus fulgidusban és
W. succinogenesben (Dietrich és Klimek, 2002; Laska és mts, 2003).
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Célkituzések

Munkam soran célul tiztiik ki, hogy megvizsgaljam a Thiocapsa roseopersicina
Hyn és Hox1 hidrogenazainak hidrogén termelését kiilonboz6 kénvegyiiletek jelenlétében.
Megvalaszoljam, hogy a Hyn hidrogendz a kénanyagcsere melyik 1épésébdl kaphat

elektronokat fiziologias koriilmények kozott.

Osszehasonlitsam a Hyn hidrogen4az hidrogén termelését a Hox1 hidrogén
termelésével. Kovessem a hidrogén termelés ideje alatt a kiilonbozé kénvegyiiletek
mennyiségének valtozasat, és ez alapjan szolgaljak informacidkkal a hidrogéntermelés és a

kénanyagcsere kapcsolatdnak mechanizmusarol.

Célom volt tovabba, hogy az igy kapott adatokbol elektrontranszport modellt
allitsak fel a két hidrogenaz és a kénanyagcsere kapcsolatara vonatkozodan, majd

eredményeimet molekularis bioldégiai modszerekkel is megerdsitsem.
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Felhasznalt torzsek

Anyagok és modszerek

Név Genotipus referencia
E. coli torzsek:
NOVA BLUE recAl gyrA96 (F’lacl?Z) Tc' Novagene
S17-1 lambda pir 294 (recA pro res mod) Tpr Smr Herrero és
(pRP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7) mts.,1990
T. roseopersicina torzsek
BBS vad tipus Bogorov,1974
GB2131 AhupSL, AhoxH Er" Gm' Rakhely ¢s mts.,
2004
GB1121 AhupSL, AHynSL Sm' Gm' Rakhely ¢s mts.,
2004
GB112131 AhupSL, AhoxH, AHynSL Er'Gm' Rékhely és mts.,
Sm' 2004
M539 a hypF gén mutaltatva T. Fodor és mtsai.,
roseopersicina BBS-ben Km' 2001
pTHOESM plazmid a AhynSL,
PTHOESM AhupSL, AhoxH torzsben Er' Gm' Fodor Barna
Sm" Km'
GB2131+pK18DSRS1S2
Gm' Km'
GB1121+pK18DSRS1S2
Gm' Km'
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Felhasznalt primerek

DSRS1 CTGCAGGAAGCCGACAAGAT

DSRS2 GTCGCGTGAAGGAGCTTATT
M13Foward GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCG
M13Rewerse GCGGATAACAATTTCACACAGGA

Felhasznalt plazmidok:

Név Jellemzok Forras

pK18mobSacB ColE1, sacB, Kmr sziik Schafer és
gazdasepcifitasu integral6do mtsai., 1994.
vektor

pK18DSRS1S2 pK18mobSacB + DsrS1-DsrS2 Ez a munka.
fragment Smal helyre

Novesztési koriilmények

E. coli névesztési koriilmények:

Hasznalt oldatok:

e LB: 1000 ml tapoldathoz 10 g tripton, 5 g éleszt6 kivonat, 10 g NaCl

e Lemez: LB + 1,5% agar

e SOB+Mg?*: 1000 ml tapoldathoz 20 g tripton, 5 g élesztd kivonat, 0.5 g NaCl, 10 ml
10 M-o0s MgSO4

Novesztés 37 °C -on 16 éran keresztiil.

Alkalmazott antibiotikum koncentraciok: amplicilin 100 mg/ml, kanamicin 25 mg/ml.
T. roseopersicina novesztési koriilmények:

A Thiocapsa roseopersicina torzseket illetve a leoltasokhoz sziikséges startereket
25-28 °C-on, folyamatos megvilagitds mellett, teletoltott csiszolt dugds iivegekben,

Pfennig-féle tapoldatban novesztettem 5 napig. (Pfennig és mts., 1992)

Hasznalt oldatok:
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e Pfennig-féle tapoldat (PC): 1 literre: 20 g NaCl, 1 g KH2PO4, 1 g MgCl2, 1 g KCI, 1
g NH4CI, 2 g NaHCO3, 4 g Na2S203, 200 ml (200 pl B12 vitamin (100 pg/ml), 1 ml
20 mM Fe-EDTA, 1 ml mikroelem oldat (Pfennig és Triipper, 1991) Alkalmazott
antibiotikum koncentraciok amplicilin 100 mg/ml, kanamicin 25 mg/ml. Gentamicin 5

mg/ml Streptomicin 25 mg/ml (Pfennig és mts., 1992)

e Mikroelem oldat: 2975 mg Na2-EDTA, 300 mg H3BO4, 200 mg CaCl2.6 H20, 100
mg 2ZnS04.7H20, 30 mg MnCl2.4H20, 30 mg Na2Mo0O4.2H20, 20 mg
NiCI2.6H20, 10 mg CuCI2.2H20, 1000 ml vizben (Pfennig és mts., 1992)

Kémiai kompetens sejt készitése

A NOVA BLUE illetve S17-1 lambda-pir sejteket 60 ml SOB-ban ODs00=0,4-ig
novesztettem 22 °C-on, ezt kdvetéen 10 percre jégre raktam, majd 2500 g-n, 4 °C-on 10
percig centrifugaltam. Az 6sszegyllt sejteket jégen tartva 16 ml TB (Pipes 10 nM, MnClz
55 mM, CaCl 15 mM, KCI 250 mM pH 6,7) pufferben felszuszpendaltam, és Gjra 2500 g-
n, 4 °C-on 10 percig centrifugaltam. A sejteket 4 ml TB pufferben felszuszpendéltam, 300
pl DMSO-t adtam hozza és 10 percig jégen inkubaltam. Ezutan 100 pl-enként, elore
lehiitott mikrocentrifuga csovekbe szétosztva, folyékony nitrogénben fagyasztottam, majd

-80 °C-on taroltam &ket (Inoue és mtsai., 1990).
DNS manipulacios technikak

Genomi DNS izolalas 7. roseopersicind-bol

A genomi DNS tisztitasahoz Sigma ,,GeneElute Bacterial Genomic DNA Kit”
genomi DNS tisztitd kitet (kat. szam: NA2100-1KT) hasznaltam. A hasznalat soran a

gyarto utasitasai szerint jartam el.
Plazmid DNS tisztitas E. coli-bél

Plazmid izolalashoz antibiotikumot tartalmazé LB tapoldatba oltottam le egy
kivalasztott telepet majd egész ¢éjszakan at 37°C-on razatva ndvesztettem. Alacsony
kopiaszamu plazmid tisztitisahoz 100 ml-be oltottam le, és a QIAGEN ,,Plasmid Midi Kit”-et

(kat. szam: 12145) hasznaltam. A gyarté utasitasai szerint jartam el.
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Agarodz gélelektroforézis

Az analitikai és preparativ célokbol végzett gélelektroforézisekhez 1,0%-0s, 0.5
pug/ml EtBr-ot tartalmazo agaroz gélt hasznaltam. A DNS-t 1IXTAE (0,004 M Tris-acetat,
0,001 M EDTA) pufterben, 100 V fesziiltséggel futtattam 25 percig.

Fragment izolalas

Preparativ agaroz gélelektroforézist kovet6en a kivant DNS fragmentet steril penge
segitségével kivagtam és 1.5 ml-es mikrocentrifuga csébe raktam. A DNS izolalasat a
g¢lbol a Fermentas DNS exrakciods kitjével (Fermentas, Kat. szdm: KO513) végeztem el.
200 pl térfogatti géldarabhoz haromszoros mennyiségli Nal oldatot adtam és az agar6z
oldddasaig 55°C-on razattam. Szilikaport adtam az oldathoz és 5 percig 55 °C-on
inkubaltam, gyakran kevertetve. 2 perces centrifugalas (13000 rpm) utdn a matrixot
atmostam 500 pl mosoé pufferrel, majd 1 percig centrifugaltam 13000 rpm-en. A mosast
még kétszer megismételtem, majd az utols6é centrifugalas utan a szilikagélt levegén
szaritottam 2 percig. Ezutan a szilkaporra 10 pl desztillalt vizet raktam és 55 °C-on
inkubaltam 5 percig, gyakran keverve, majd centrifugaltam 2 percig 13500 rpm-en. A
feliiliszot masik centrifugacsdbe vittem &at. Az elicios folyamatot még egyszer

megismételtem, a feliiluszokat egyesitettem.
PCR reakcio

Eppendorf 5415R tipusu késziilékben végeztem a reakciokat. Az alabbi
(10pmol/ul), 2mM-os dNTP, 10 x DNS polimeraz puffer valamint 1 unit Pfu (Thermo
Scientific) DNS polimerazt adtam az elegyhez. Templat DNS-ként 1000* higitott plazmid
vagy genomi DNS-t vagy kolonia PCR esetében 2 pl sejtszuszpenziot (1 koloniat 100pul
vizben szuszpendaltam 10 percig 95 °C-on féztem) hasznaltam. 20 ul végtérfogatban
dolgoztam. Egy tipikus programciklus: 1 perc 95 °C, 1 perc 60 °C, 1 perc 72 °C. A
denaturacios, hibridizacios, elongacids lépéseket 30X ismételtem, majd a zardciklus: 5
perc 72 °C volt. Ezt a programot hasznaltam mind az inszert elé4llitasara, mind a koloniak
ellendrzésére. Abban az esetben, amikor a klonok ellendrzését végeztem DyNAzyme

(Thermo Scientific) enzimet hasznaltam.
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Restrikcios emésztés

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

gyari pufferében a gyartd itmutatasai alapjan. http://www.thermoscientificbio.com
PCR termék foszforilalasa.

A DNS molekulak 5’ végi foszforilalasat Fermentas T4 PNK (T4 Polynucleotide
Kinase) enzimmel végeztem a gyarto utmutatasai alapjan.

http://www.thermoscientifichio.com
Emésztett vektor defoszforilalasa (FastAP)

Az izolalt linearis vektorokat a Fermentas gyartmanyu FastAP alkalikus

foszfatazzal kezeltem a gyartod utmutatasai alapjan. http://www.thermoscientificbio.com
Ligalas

A ligéalési reakciok soran Fermentas T4 DNA ligaz enzimet hasznaltam 2U/reakci6

koncentracioban. A ligalast 18°C-on végeztem legalabb 16 6rén keresztiil.
Transzformalas

A betranszformalni kivant DNS-t 100 pl jégen felolvasztott E. coli NOVABLUE
kompetens sejtekhez adtam. 30 percig jégen tartottam majd 40 mésodperces 42 °C-0S
hésokk utan 900 ul SOB+Mg2*-ot adtam a sejtekhez. Ezutan 1-1,5 6ras 37 °C-on torténd

razatas utan, megfeleld antibiotikummal kiegészitett lemezre szélesztettem a sejteket.
Konjugalas

A konjugaciohoz a T. roseopersicina torzseket 28 °C-on és OD650=1,8-ig, az E.
coli-t 37 °C-on OD600=0,6-ig, rezisztencidjuknak megfeleld antibiotikummal kiegészitett
tapoldaton ndvesztettem. A sejteket centrifuga segitségével gylijtottem Ossze, majd kétszer
mostam 10 ml PC tapoldattal. A harmadik mosas alkalmaval, a centrifugalast kdvetben,
egy kevés PC tapoldatban szuszpendédltam a sejteket. Az igy kapott ,.sejtelegyet”
konjugacios lemezre cseppentettem és beszaritottam (Pfennig és mts., 1992). Ezeket a

lemezeket egy éjszakan at, fényen, levegdn, 28 °C-on inkubéltam.
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Masnap higitasi sort készitettem a kovetkezd modon: a beszaradt sejteket atvittem
1 ml séoldatba, felszuszpendaltam és ebbdl az oldatbol haromlépcsés 10x-es higitasi sort
készitettem sooldat segitségével. Ebbdl a sejtszuszpenziobdl 100-100 pl-t szélesztettem ki
antibiotikum tartalma szelektiv lemezekre. Az igy kapott lemezeket anaerob dobozokba
(Oxoid, melyet Oxiod anaerogen ANO0025A Kkatalogusszami anaerobizaloval
mentesitettem az oxigéntdl), helyeztem és folyamatos megvilagitas mellett 14 napig, 28

°C-on novesztettem.
Mérési modszerek

In vivo hidrogén termelés mérése

A baktérium torzseket modositott Pfennig-féle tapoldatba oltottam le, hypovial
iivegekbe, ezutdn nitrogén gdzzal anaerobizaltam a lezart iivegeket. Elemi kénen torténd
novesztés esetén 100 ml 0,25 g/l NaHCO3-ot és 5 uM NiCl,-ot tartalmazo, tioszulfat
mentes Pfennig-féle tapoldatot hasznaltam. Tioszulfaton torténd ndvesztés esetén 60 ml 5
uM  NiCl, tartalmi Pfennig-féle tapoldatba oltottam. A hidrogén termelés
meghatarozasahoz Hamilton fecskendével 500 pl-t fecskendeztem gazkromatografba
(Agilent 6890 gazkromatograf, Molekular sieve 5A (30m*0,53mm*530um) kolonna,
argon vivogaz, 16,9 ml/perc aramlési sebesség, 60 °C kolonna tér hdmérséklet, 160 °C
detektor hémérséklet, TCD detektor) a mintak légterébol
(http://www.restek.com/chromatogram/view/GC_PC00170/1333-74-).

In vivo kénhidrogén termelés és szén-dioxid mérése

Az in vivo hidrogéntermelés fejezetben leirt novesztési koriilményeket
alkalmaztam. Hamilton mikrofecskendével 100 pl-t fecskendeztem gazkormatografba
(Shimadzu GC-2010 tipust gazkromatograf, Split 0,5:1. 76,4 ml/perc aramlasi sebesség,
nitrogén vivogaz, PLOT-Q kolonna (30 m X 0,35 mm X 0,4 um), hévezetoképességi
(TCD) detektor, 150°C detektorhémérséklet) a mintak légteréb6l. A kénhidrogén
meghatarozasa esetén 120 °C volt a kolonna tér hémérséklete, a szén-dioxid
meghatarozasa  esetén 90  °C  (http://www.chem.agilent.com/en-US/products-
services/Columns-Sample-Preparation/GC-GC-MS-Columns/Capillary/HP-PLOT-
Q/Pages/default.aspx).
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Tioszulfat, szulfit mennyiség meghatarozasa

A tioszulfat és szulfit meghatarozasat folyadékkromatograffal végeztem. 1 ml
mintat vettem a kultirakbol, majd 13000 rpm, 10 perc centrifugalas utan HPLC kiivettaba
pipettaztam a feliiliszot. Az elvalasztdshoz Transgenomic IC Sep ANISC oszlopot
hasznaltam. Eluensként 1,7 mM NaHCOs-ot és 1,8 mM Na,COs-ot tartalmazo oldatot
alkalmaztam 1 ml/perc aramlési sebességgel. Az oszlop termosztat hdmérséklete 30 °C fok
volt. A detektalas a komponensek UV elnyelése alapjan tortént, didda soros detektorral. A
szulfit meghatdrozasat 207 nm-en, a tioszulfit meghatdrozasat 230 nm-en végeztem

(Matsumoto és mts, 2001; McFeeters és mts, 2003)
Szulfat mennyiség meghatarozasa

A szulfat meghatarozésat folyadékkromatograffal végeztem. 1 ml mintat vettem a
kultarakboél, majd 13000 rpm, 10 perc centrifugalas utan HPLC kiivettaba pipettaztam a
feliiluszot. Az elvalasztdshoz Transgenomic IC Sep ANISC oszlopot hasznaltam.
Eluensként 300 mM borsavat, 1,5 mM ftalsavat, 1,38 mM Trist-t tartalmazé pH 5.5
oldatot alkalmaztam 1 ml/perc aramlasi sebességgel. Az oszlop termosztat homérséklete
30 °C fok volt. A detektalas indirekt UV modban tortént 263 nm-en (Rethmeier és mts,
1997).
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Eredmények és megvitatasuk

Tioszulfat hatasa a T. roseopersicina hidrogenazainak hidrogén

termelésére

Korabban mar kimutattak, hogy tioszulfaton, mint egyediili elektronforras, torténd
novesztés soran mind a Hyn, mind a Hox1 hidrogendzok képesek hidrogéntermelésre
(Rakhely és mts, 2007; Palagyi-Mészaros és mts, 2009). Ebbdl azonban nem kovetkezik
egyértelmiien, hogy a hidrogenazok hidrogén termelését a tioszulfat asszimilaciobol
szarmazoé elektronok hajtanak meg, mivel ha tioszulfat van a rendszerben, akkor az elemi
kén és szulfit oxidacio egyidejlileg végbemegy. Ezért elképzelhetd, hogy a kapcsolodasi
pont az elemi kén vagy az ebbdl keletkez6 szulfit oxidacidja. Ezért megvizsgaltam, hogy

elemi kénen valo novesztés esetén hogyan alakul a hidrogenazok hidrogén termelése.
Elemi kén hatasa a Hyn hidrogenaz hidrogéntermelésre

A Hox1 hidrogenaz esetén mar kimutattak korabban, hogy képes elemi kénen, mint
egyediili elektronforrason hidrogént termelni. (Rékhely és mts, 2007) Megvizsgaltam,
hogy a pTHOESM to6rzs, melyben mérési koriilményeim kozott csak a rekombinans Hyn
hidrogenaz aktiv, képes-e az elemi ként egyediili elektron forrasként felhasznalni, €s
hidrogént termelni. Azt tapasztaltam, hogy a novekvd elemi kén koncentracid novelte a
Hyn hidrogenaz hidrogén termelését (6. abra). Tovabba azt tapasztaltam, hogy a nagyobb
koncentracioban adott elemi kén hatasara nem csak a hidrogéntermelés novekedett meg,

hanem a kénhidrogén termelés is (7. abra).
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6. abra A pTHOESM torzs hidrogén termelése 7. abra A pTHOESM torzs kénhidrogén képzése
eltéré elemi kén koncentraciok esetén, a tipoldat  eltéroé elemi kén koncentracidék esetén, a tapoldat

kiindulasi NaHCO; koncentraciéja 0,25 g/l volt. kiindulasi NaHCO; koncentraciéja 0,25 g/l volt
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Ugyanebben a kisérleti elrendezésben 0sszehasonlitottam, hogy az aktiv formaban
csak a vad tipusu Hyn hidrogenazt tartalmaz6 GB2131, a rekombinans Hyn-t tartalmazé
PTHOESM torzseknek, és a mérési koriilményeink kozott aktiv hidrogenazt nem
tartalmazé GB112131 torzseknek, hogyan alakul a kénhidrogén képzése. Azt tapasztaltam,
hogy a pTHOESM torzs esetében, mely tobb hidrogenaz enzimet tartalmaz, és hidrogént
termel, kisebb a képz6dott kénhidrogén mennyisége (8. abra). Eddigi eredményeim
alapjan kijelenthetjiik, hogy a Hyn hidrogenaz hidrogén termelésében szerepe van az elemi
kénnek, és a Hyn hidrogén termelése és modellorganizmusunk kénhidrogén képzése

kompetitiv folyamatok.
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8. dbra Kiilonboz6 torzsek kénhidrogén képzése 12,4 mM

pl kénhidrogén a
légtérben

elemi kén és 0,25 g/l NaHCO; tartalmu tapoldatban.

Elképzelhetd, hogy nem a kénoxidacio, és az ebbdl szdrmazo elektronok, hanem a
kénanyagcsere végsd 1épése, a szulfit szulfatta alakitisa, vagy a kénbdl szadrmazd
kénhidrogén felhasznalasa szolgaltatja az elektronokat a Hyn és Hox1 hidrogenazok
hidrogén termeléséhez. Ezen kérdésnek a megvalaszoldsa a késdbbi fejezetekben

olvashato.

Kénvegyiiletek hatasa a hidrogéntermelésre elemi kénen torténo

novesztés esetén

Szulfid hatasa a Hyn hidrogenaz hidrogén termelésére

Az alapjan hogy a Hyn hidrogenaz hidrogén termelése és a kénhidrogén képzddés
kompetitiv folyamatok, tovabba, hogy a tapoldatban megndvelt elemi kén mennyiség nem
csak a hidrogéntermelést, hanem a kénhidrogén képzodést is néveli megvizsgaltam, hogy

a tapoldatbol a karbonat, mint szénforras elfogyasa utan keletkezé szulfidnak van-e
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szerepe a Hyn hidrogenaz hidrogén termelésében. Megvizsgaltam a hozzaadott natrium-
szulfidnak a rekombinans Hyn-t tartalmazo PpTHOES5M t6rzs hidrogén termelésére
gyakorolt hatasat elemi kén jelenlétében. Azt tapasztaltam, hogy a ndvesztés 4. napjan a
kezelt mintak (natrium-szulfid oldat hozzaadas) esetén nem lathatd szignifikans eltérés a

hidrogéntermelésben a 6. napon, az altalunk vizsgalt koncentracié tartomanyban (9. abra).
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9. abra Natrium szulfid hatiasa elemi kén jelenlétében a pTHOESM torzs hidrogén

termelésére, 18,6 mM elemi ként és 0,25 g/l NaHCO;ot tartalmazo tapoldatban. 0

mg/l esetén tiszta vizet adtunk a mintiakhoz.

Ezen adatsoraink esetében rendkiviil nagy szorast tapasztaltam, és minden esetben
fennalld tendencialis kiilonbség sem volt megfigyelhetd, ezért nem tudom sem azt
kijelenteni, hogy a szulfid asszimilacionak szerepe van a Hyn irdnyaba torténd
hidrogéntermelésben, sem azt hogy nincs szerepe, ezért ezt a kérdést mas kisérleti

elrendezésben valaszoltam meg.
Szulfit hatasa a Hyn és Hox1 hidrogenazok hidrogén termelésére

Vizsgaltam, hogy a szulfit milyen hatassal van a Hyn hidrogenaz hidrogén
termelésére elemi kén jelenlétében. A szulfitrdl ismert, hogy abiotikus reakcioban képes a
szulfiddal tioszulfattd reagalni. Ennek megfeleléen azt tapasztaltam, hogy a natrium
szulfittal kezelt mintakban alacsonyabb volt a kénhidrogén mennyisége (10. abra). Azt
tapasztaltam tovabba, hogy a kezelés novelte a Hyn hidrogén termelését (pTHOESM
torzs) a 6. napra, (11. abra). Mivel a szulfit elreagaltatta a szulfidot a rendszerbdl, de
ennek ellenére novekedett a hidrogéntermelés, kijelenhetjiik, hogy a szulfid nem

sziikséges a Hyn hidrogenaz hidrogén termelés¢hez.
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A szulfid mennyisége lecsokkent ugyan a kezelt mintakban, azonban tioszulfat
keletkezett. Felmeriil a lehetdsége annak, hogy a tioszulfat szolgéltatta a megnovekedett

hidrogéntermeléshez az elektronokat. Korabban azonban mar bizonyitottak, hogy szulfit
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10. abra A pTHOE5M torzs kénhidrogén 11. abra A pTHOESM és GB1121 torzsek
képzésének valtozisa niatrium szulfit hozzdaddas  hidrogén termelésének valtozdsa natrium szulfit
utin. A tdpoldat  kiinduldasi NaHCO;  hatasira. A tdpoldat kiindulasi NaHCO;
koncentraciéja 0,25 g/l, az elemi kén  koncentriciéja 0,25 g/l, az elemi kén
koncentracidja 18,6 mM volt. (0 g/l esetén tiszta koncentraciéja 18,6 mM volt.

vizet adtunk hozza)

jelenlétében a tioszulfat asszimilacio kompetitiven gatolodik (Quentmeier és Friedrich,
2001). Ezt én is megerdsitettem, amikor a T. roseopersicina kultarak novesztését mind
szulfitot, mind tioszulfatot tartalmazé tapoldatban végeztem, mikozben a kénvegyiiletek
mennyiségét kovettem a tapoldatban (12. abra). Ekkor a sejtek szulfit jelenlétében alig
hasznaltak fel a tioszulfatot, és a szulfit fogyasa volt dominans. Tehat T. roseopersicing-
ban is fennall a tioszulfat asszimilacio szulfit altali gatlasa, igy a megnovekedett
hidrogéntermeléshez  sziikséges elektronok nem  szarmazhattak a  tioszulfat

asszimilaci0jabol.
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12. abra A natrium tioszulfat és natrium szulfit koncentraciéjanak valtozisa pTHOESM torzs esetén.

A tapoldat kiindulasi NaHCO; koncentracidja 2 g/l volt.
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Ugyanebben a kisérleti elrendezésben vizsgéaltam a Hox1 hidrogendz hidrogén
termelését is. Itt a Hyn hidrogenazzal ellentétes eredményt kaptam, ugyanis a kezelés
(natrium szulfit oldat hozzaadasa) csokkentette a Hox1l hidrogendaz (GB1121 torzs)
hidrogén termelését (11. abra). A két hidrogenaz eltéréen reagalt a szulfit hozzaadasara
elemi kénen torténd novesztés esetén, ezért modelliink szerint, kapcsolatuk a
kénanyagcserével eltér. Hogy ezt a kapcsolatot részletesebben jellemezzem, €s tisztazzam
azt a lehetOséget, hogy a szulfit szulfat atmenet soran felszabadulo elektronok hogyan
befolyasoljak a hidrogéntermelést, megvizsgéltam, hogy a szulfit Onmagaban

szolgaltathat-e elektronokat a hidrogenazok hidrogén termeléséhez.

Szulfit, mint kizardlagos elektron donor hatasa a Hyn és Hox1

hidrogenazok hidrogéntermelésre

A szulfiton, mint egyediili elektronforrdson nem sikeriilt az &ltalam tesztelt
koriilmények kozott felndveszteni a modellorganizmusunkat. Ugyanis a szulfit szulfat
atmenet tioszulfat asszimilacidhoz viszonyitott alacsony kezdeti sebessége miatt nem
biztositott elegendd elektront a sejtek megfeleld novekedéséhez. (12. 4bra) Ezért a
szulfitbol torténd hidrogén termelés vizsgalatara az eddigiektdl eltéré ndvesztési
koriilményeket kellett alkalmaznom. Elészor 4 napig novesztettem, 2 g/l tioszulfat
tartalmi PC tapoldatban a mérési koriilményeink kozott aktiv formaban csak a Hox1
hidrogenazt tartalamaz6 GB1121, és a csak rekombinans Hyn-t tartalmazé pTHOES5M
torzseket. Ekkor a negyedik napra a sejtek teljesen elhasznaljak a rendelkezésre allo
tioszulfatot, azonban a tapoldatban még talalhatdo karbonat, és nincs kénglobulus
akkumulacio. A rendelkezésre allo karbonat mennyiségének relativ valtozasat a légtérben
megtalalhaté széndioxid mennyiségén keresztiil kovettem. A 4. napon tortént kezelést
(natrium szulfit oldat hozzaadéasa) kovetden még 2 napig ndvesztettem a kulturakat, és
ezutan mértem a hidrogéntermelésiiket. A Hox1 és Hyn hidrogenazok esetén ellentétes
eredményt kaptunk. Mig a Hox1 hidrogenaz képes volt hidrogént termelni, addig a Hyn
hidrogenaz nem (13. abra). A szén-dioxidot azonban mindkét torzs elhasznalta szulfit
jelenlétében, mig azok a mintak, amikhez szulfitot nem adtam, nem hasznaltak el a
karbonatot (14. abra). EbbOl megallapitottam, hogy a szulfit felhasznalhatdé a T.
roseopersicina novesztésére, de csak abban az esetben, ha nem kizarolagos elektron
donor. Tovabba a Hyn hidrogenaz nem képes a szulfit felhasznalasabol szarmazo

elektronokat hidrogéntermelésre forditani, szemben a Hox1 enzimmel, ami igen (13. abra).
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Ezen adatokbdl, és abbdl, hogy elemi kénen torténd ndvesztés esetén a Hyn hidrogenaz
altal volt hidrogéntermelés (6. abra), arra kovetkeztethetiink, hogy a Hyn hidrogenaz és a
kénanyagcsere kozotti kapcsolatban a kénoxidacionak domindns szerepe van. Ezzel
szemben a Hox1 hidrogenaz szulfitbdl is képes volt hidrogént termelni. Ez azt bizonyitja,
hogy az ebbdl a 1épésbdl szarmazd elektronok is donorként szolgalhatnak a Hoxl
hidrogenaz altani hidrogéntermeléshez. Viszont az, hogy az elemi kén mellé adott szulfit
gatolta a hidrogéntermelést azt mutatja, hogy a kénoxidacio is fontos elektron donor a
Hox1 szamara (11. abra). A Hox1-rél fent leirt megallapitasok 6sszhangban vannak
Rakhely és mts, 2007, eredményeivel, mely szerint a Hox1 hidrogenaz a kénanyagcsere
Osszes 1épésébdl kaphat elektronokat, viszont eredményeim tovabb arnyaljak a képet,
miszerint a kiilonb6z6 szubsztratok eltérd fontossaguak. Tovabba eredményeim
ramutatnak arra az elséként leirt fontos érdekességre, hogy a Hyn hidrogenaz csak elemi

kén jelenlétében képes hidrogéntermelésre.
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13. abra A pTHOESM és GB1121 torzsek 14. abra A pTHOESM és GB1121 torzsek NaHCO;
hidrogén termelésének alakuldasa natrium asszimilaciéja natrium szulfit, mint kizarolagos elektron
szulfit, mint Kizarélagos elektron donor donor jelenlétében.

jelenlétében.

A dsrS gén mutagenezise.

Annak bizonyitasa, hogy a Hyn hidrogenaz a kénoxidaciobol kapja az elektronokat
¢s a Hox1 hidrogendz irdnyaba torténd elektron atadas is szerepe van a kénoxidalé Dsr
rendszernek, nem in frame mutagenezisbe kezdtiink, hogy inaktivaljuk a Dsr
enzimrendszer S alegységét. Mar munkatarsaim megprobaltak in frame delécios
mutagenezissel kiiitni a DsrK és DsrM alegységeket, hogy megvizsgaljuk hogyan alakul a

hidrogén termelés a Dsr elektrontranszport alegységeinek hianyaban, de az in frame
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delécios torzset nem sikeriilt elkésziteni, mert a K és M alegységek hidnya letalisnak
bizonyult. Tovabbi probalkozasok torténtek arra, hogy tanszékiink dolgozoi nem in frame
elroncsoljak a teljes dsr lokuszt GB1121 és GB2131 hattéren, bar ebben az esetben a

"o

torzseket sikeriilt eldallitani, azok novekedése, életképessége és karbonat asszimildcios
képessége jelentésen elmaradt a vad tipusétol, ezért hidrogéntermelési mérésekre
hasznalhatatlanok voltak. Azért a DsrS alegységnek a mutagenezisére esett a valasztas,
mert Allochromatium vinosumban leirtak, hogy a DsrS hianya 50% ban csokkenti az elemi
kén oxidéciojat. (Grimm és mts, 2011) Azért a leolvasasi keret eltoldsaval jar6 megoldast
valasztottuk, mert ez a dsr lokusz utolso tagja, és ez a modszer 1 homolog rekombinacios
1épést igényel, (15. dbra) ezért a mutans torzs nagyobb valdsziniiséggel elkészithetd, az
esetleges lassabb novekedése ellenére, mint a 2 homolog rekombinacios 1épést igényld in
frame delécios mutans. Az elkésziilt torzson pedig konnyen vizsgalhato a kénoxidacio
sebességének valtozdsa az esetleges ndvekedés gitlas és a hidrogéntermelésben bedllt
valtozas is. Ezekbdl az adatokbol pedig megallapithatjuk, hogy elkészithet6-e az in frame
delécios mutans tovabba, ugyanugy jellemezheto a DsrS fehérjét nem tartalmazo torzs kén

oxidacioja és hidrogén termelése.
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15. abra A dsrS gén nem in frame mutagenezisének vazlata

A konstrukci6 elkészitéséhez felsokszoroztam a DSRS1 és DSRS2 primerek kozé
esd genomi DNS szakaszt, majd a fragmentet kinaz kezelése utan, Smal enzimmel
emésztett defoszrorilalt pK18MobSacB plazmidba ligaltam. Az elkésziilt konstrukciot E.
coli XL1-Blue torzsbe transzformaltam, és PCR-el ellenériztem a klonokat (DSRS1-
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DSRS2). A klonokbdl folyadékkulturaban torténé névesztés utan plazmidot tisztitottam. A
konstrukciot szekvenalassal ellenbriztem, majd E. coli S17 torzsébe transzformaltam,
ahonnan konjugalassal 7. roseopersicina-ba juttattam. A kanamicint tartalmazé lemezen
feln6tt koloniakat PCR-el ellonériztem (DSRS1 - M13Forward). Jelenleg a mutansok -
GB2131pK18DSRS1S2, GB1121pK18DSRS1S2 torzsek- jellemzése folyamatban van, de

errdl szo6lo eredményeket még nem tudok bemutatni.
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Osszefoglalas

Osszefoglalasul elmondhatom, hogy sikeresen dsszehasonlitottam a Hyn és Hox1
hidrogenazok fotobiohidrogén-termelését  kiilonboz6  kénvegyiiletek  jelenlétében.
Eredményeim alapjan levontam azt a kovetkeztetést, hogy a Hyn hidrogendz hidrogén
termelésében a kénoxidacionak domindns szerepe van. Tovdbba a Hyn hidrogenaz
hidrogén termelésében nincs kdzvetlen szerepe sem a szulfidnak, és a szulfitnak is csak
akkor, ha elemi kén van a rendszerben.

Ezzel szemben a Hoxl hidrogenaz szamara a kén oxidacidja és a szulfit
asszimilacidja is szolgaltat elektronokat, tovabba megallapitottam, hogy ezen 1épések
eltérd fontossdguak. Mivel a szulfit csak a Hox1, de nem a Hyn hidrogenaz elektron
donora, és elemi kénen torténd ndvesztés esetén eltérden reagaltak szulfit hozzdadasara,
ezért kijelenthetjiik, hogy a két hidrogenéz kapcsolata a kénanyagcserével eltérd.

Jelenleg a szulfit hatdsanak pontos mechanizmusa nem ismert, azonban a
méréseinkbdl és irodalmi adatokbol felallitottunk egy modellt. A szulfit hatasanak egyik
mechanizmusa, hogy a szulfit, mint a kénoxidacio végterméke termékgatlast fejt ki a
kénoxidalo Dsr enzimrendszerre. A Dsr rendszer legijabb modellje szerint a dstrAB enzim
altal katalizalt reakcio
soran keletkezett SO3*
szulfit a dsrC \

molekulan kotve a--""
.. \ + S03% 5-503
talalhato (Oliveira és S

mts, 2008), ahonnan

egy reverzibilis
reakcio soran diszulfid m
hid képzdédése kozben S( )32

hidrolizal (Stockdreher ~ P#FFHH ﬁ
és mts, 2012). DstEFH-H

DsiB

Feleslegben adott

szulfit esetén nagyon

I o DsrB
valoszinli, hogy a
reakcid egyensulya 13, sbra A szulfit hozzaadas lehetséges hatismechanizmusa elemi kénen
eltolhatd  abba az torténé novesztés esetén.
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iranyba, amikor a dsrC szulfitot kot. Tovabba in vitro kisérletek soran bizonyitottak, hogy
a DsrC molekula redukalt formaja a kiils6leg adott szulfitot képes megkétni. Ebben a
formaban azonban nem képes egy jabb perszulfid csoportot szallitani az oxidacidhoz, igy
a kénoxidacio sebessége csokken (13. &bra). Ezen modell alapjan a Hoxl csokkent
hidrogén termelése a csékkent elektron felszabadulas miatt van, mivel a Hox1 hidrogenaz
szamara dominansan csak a szulfitbol szarmaz6 2 elektron allt ekkor rendelkezésre, mig
szulfit hozzadadas nélkill az elemi kén oxidéaci6jabol szdrmazd 4 és a tovabbi szulfit
oxidaciobol szarmazo tovabbi 2 elektron is rendelkezésre allt. fgy lehetséges, hogy a
szulfit csokkentette a Hox1 hidrogén termelését elemi kén jelenlétében. Modelliink masik
része szerint a két hidrogenaz kapcsolata a kénanyagcserével azért is eltér, mert a ciklikus
elektron  transzport mas elemeitl/energiaszintjér6l  szarmaznak az  altaluk
hidrogéntermelésre forditott elektronok. Mig az elemi kén oxidacidjabol szarmazo
elektronok citokrom tipust molekuldkon keresztil jutnak el a fotoszintetikus
reakciocentrumba (alacsony energiaszintre), ahol megvilagitas esetén energiat nyernek,

magasabb energiaszintre keriilnek, addig a szulfat/szulfit redox atmenet soran keletkezo
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transzportjanak vazlata (Madigan és Martinko, 2009).
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Hyn hidrogén termelése a szulfit hozzaadas hatasara, mert a hirtelen a kozegbe keriilo
nagy mennyiségli szulfit oxidacidjabol szarmazé elektron talteliti a ciklikus elektron
transzport lanc azon elemeit ahova a P870*-r6l jové nagy energidju elektronok
kerlilnének, és ezen nagy energiaji / alacsony redoxpotencialu elektronok egy részét

vezeti el Hyn a hidrogén termelés iranyaba.

Ezen modell ugyan 6sszhangban all a fotoszintetikus elektrontranszport lancrol és
a kénoxidaciorol rendelkezésre all6 ismereteinkkel, azonban a jovében meg kell
vizsgalnunk a Hyn ¢és Hox1 hidrogendzok hidrogéntermelését molekuldris bioldgiai
modszerekkel csokkentett kénoxidacid esetén. Tovabba vizsgalnunk kell, hogy a szulfit
valoban csokkenti-e a kén oxidaciojat, és ténylegesen kevesebb elektron keriil-e a ciklikus

elektron transzport lancba, ha szulfitot adunk elemi kén mellé.
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