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BEVEZETES

BEVEZETES

A novényi sejtfalat alkot6 poliszacharidok a Fold legnagyobb mennyiségben el6forduld
szerves molekuldi. Lebontasuk €és hasznositdsuk éppen ezért nagyon fontos. Ezen
poliszacharidok lebontdsa oriasi jelentGségili ipari, mezdgazdasagi és kornyezetvédelmi
szempontbdl is. A ndvényi sejtfalban felhalmozddé poliszacharidok energiatartalma 640
millié tonna nyersolajnak felel meg évente (Coughlan, 1985). Ez a megyjithatd
energiaforras a napenergiin és a névények széndioxid fixacijan alapul. A hemicelluldzokat
és celluldzokat takarméany-kiegészitként is alkalmazzak a bendds és az egyszerii gyomru
allatoknal, mert a n6vényi sejtfal lebontdsdval a tdpanyagok jobban feltarddnak €s jobb a
hasznositasuk (Gilbert és Hazlewood, 1991). Ezenkiviil a hemicellulazok alkalmazésa a
papiriparban a legnagyobb koltséget és kornyezeti veszélyt jelent§ klorvegyiiletek
felhasznalasat akar 90 %-kal is csOkkentheti (Clark és mtsi., 1989).

A novényi sejtfalat alkoté poliszacharidok két nagy csoportra oszthatdk, celluldzra és
hemicelluldézra. A cellulézt bonté enzimek a szubsztrat kémiai hozzaférhetetlensége miatt
nagyon kis aktivitissal rendelkeznek mas enzimekhez, enzimrendszerekhez viszonyitva
(Mandels, 1985). A hemicellulézbonté enzimek a szubsztrat felépitésébsl addddan
nagysagrenddel nagyobb aktivitdssal mikoédnek, mint a celluldzok. A hemicellulazok koziil
elsGsorban a xylanazok vizsgalata indult meg leginkabb, a nyilvanvald ipari haszon miatt
a papirgyartasban (Clark és mtsi., 1989). A hemicelluldzban a xyldnon kiviil a masodik
legfontosabb komponens a mannin. A mannanazok molekularis bioldgiajarél, struktirajarol
és miikddésérdl azonban nagyon kevés adat all rendelkezésiinkre.

Célkitiizésiink:

i)  Olyan baktérium izolaldsa, mely jol bontja a cellul6zt, valamint rendelkezik a
sejtfal bontdsidhoz sziikséges egyéb enzimekkel is

ii) A baktérium jellemzése, meghatdrozasa, azonositdsa

iii) A baktérium altal termel celluldzok (hidrolazok) tisztitisa, biokémiai jellemzése

iv) Az izoldlt baktérium celluldz (hidroldz) enzimeit kodolé gének klonozésa,
expresszidja, a géntermék tisztitasa, jellemzése

v) A gén szekvendldsa, a fehérje modellezése

Bakteridlis hidroldzok



IRODALMI ATTEKINTES

I. IRODALMI ATTEKINTES

I.1. A POLISZACHARIDOK FELEPITESE, SZERKEZETE

A poliszacharidok igen elterjedtek mind a novény- mind az A4llatviligban. A
felépitésiikben  résztvevé monoszacharidok vagy -, vagy p-glikozidos kotésekkel
kapcsolodnak Ossze. Az a-glikozidos kotéseket tartalmazd poliszacharidok elsGsorban
energiaraktdrozé szerepet toltenek be, a [B-glikozidos kotéseket tartalmazok viszont
szilarditd, védekez6 vazanyagok. A keményitd a-glikozidos kotéseket tartalmaz, amilozbol
és amilopektinb6l 4ll, elGbbiben a

gliikéz molekuldk kozott kizarolag _ p——
06-1,4 kOtéSCk talélhat(’)k, mig az +—— Ramnogalaktan
utdbbiban az «-1,4 kotéseken kiviil | e
e ———— Oprotem
a-1,6 kotések is eldfordulnak. «—— Arabinogalaktin

Hasonlé (X-l,4 és 0(.'1,6 kotések - = ——
AT=TrmrTrm —— Xylogliikdn

talalhatok az allatvilagban elterjedt

glikogénben. A B-glikozidos koté- 1 «—— Arabinin
sekkel felépiil6 poliszacharidok a — Pektin

PR T —
mikroorganizmusokban  taldlhat
eI, gIUkaHOk’ galaktanok, l.abra Az els6dleges novényi sejtfal vazlatos
xylanok, mannanok (3-1,2-; B-1,3-; szerkezete (Carpita és Gilbeaut, 1993).

B-1,4-; PB-1,6-glikozidos kotéseket

tartaimaznak), a rovarok pancéljat alkoté kitin (B-1,4 kotésekkel felépiild N-acetil-
gliikézamin) és a novényi inulinok (B-1,2 kotésekkel felépiils frukt6z ) mellett elsGsorban
a novények sejtfaldban talalhatok.

Kémiai szempontbdl a novények sejtfalat harom f6 anyagféleség épiti fel: celluloz,
hemicellul6z és lignin. E hiarom {6 alkotérészen kiviil a ndvények kisebb nagyobb
mértékben tartalmaznak egyéb anyagokat is, amelyek jelentGsen befolyasoljak a novények,
kiilonosen a fa tulajdonsagait. Ezek a jarulékos anyagok: hamu (4svanyi alkotOrészek),
gyantdk és zsirok, tanninok (cserzdanyagok), szinezGanyagok, proteinek €s alkaloidak.

A virdgos novények elsGdleges sejtfalinak modelljében a xyloglikdn monoréteg
hidrogénhid kotésekkel kapcsolodik a cellul6z mikrofibrillumokhoz. A szomszédos mikro-
fibrillumokat kovalens kotések kapcsoljak Ossze a kovetkez6 moddon: a xyloglikin
kapcsolodik az arabinogalaktinhoz, az arabinogalaktan a pektinhez, végiil a pektin a
hidroxiprolinban gazdag glikoproteinhez (1.abra). A ramnogalaktan tovabb kapcsolodhat
arabinin galaktin és arabinogalaktdn részekhez (Carpita és Gilbeaut, 1993).

Bakteridlis hidrolazok



IRODALMI ATTEKINTES

A novények szerves anyaganak jelentGs részét a celluléz alkotja, a 14gyszard ndvények
25-30 %-at, az érett fa 40-50 %-at, a gyapot 98 %-at (Brett és Waldron, 1990). A celluloz
egy linedris polimer, mely

g B-1,4-gliikozidos kotéssel kap-

on : csolodo B-D-gliikéz egységekbdl

CH - &
. 2 Oltii3H-0 z , 2 . P
m; on oo all. A szomszédos gliikéz mole-
o

- I ™ = kuldk 180°-os orientaltsaguak, az
o - o EE— g 0z
; : 2“2 ismétl6dé egység a cellobidz
% ° : (2.4bra). A hidrogénhid kotés
o '’lo_ CH =
o— I W\ %é segit mind a gliikozidos kotések-
CH, OH o 0\\
. S nél, mind a molekuldk kozott a
3 cellul6z molekula rideg, merev

1

: szerkezetének fenntartdsaban €s
az oldhatatlansag eldidézésében
2.abra A cellul6z molekula szerkezete. (Carpita és Gilbeaut, 1993). Ha
egyediil a glikozidos kotés hasad el, akkor a hidrogénhidak fenntartjak a térbeli szerkezetet,
mely elég a gliikozidos kotés visszaalakuldsdhoz. A szomszédos molekuldk Osszekap-
csolédnak hidrogénhid kotések és a van der Waal's féle er6k segitségével, s ennek
eredményeként pairhuzamos soraik alkotjak a cellul6z rostok kristalyos struktiirdjat (3.4bra).
A celluléz 1ancok celluléz rostokka alakulnak a hidrogénhidak és a Van der Waal's féle er6k
eredményeként, s a rostokban a kristalyos régidkat amorf régiok szakitjdk meg (Béguin €s
mtsi, 1987). Mivel a cellul6znak, mint megujithat6 energiaforrasnak jelentGs része ipari,
vérosi és mezdgazdasagi hulladékként jelenik meg, fontos, hogy megértsiik azokat a fizikai,
kémiai és 0koldgiai tényezGket, amelyek
lebontdsara hatnak. A celluloz felépi-

— ——
SV=
[ J

vegylilet. Természetes allapotban (noveé- Kristalyos régio  Amorf régio _ Kristalyos régi6

tésébdl és a természetben betoltott szere-

pébdl kovetkezik, hogy igen ellendlld

nyi sejtfal) hidrolizisét szdmos tényezl
befolyasolja, elsSsorban a t5bhi sejefil- 3.dbra A celluldz rostok szerkezete.
alkotoval kialakitott szoros kapcsolat (1.4bra).

A cellulézon kiviil B-glikozidos kotéssel felépiilé gliik6z polimer a lichenin, mely a
Cetraria islandica nevii zuzmoé termelte tartaléktapanyag. A B-1,4 kotés mellett (-1,3
kapcsolat is megtaldlhat benne. Egyéb [-glikdnt szdmos mikroorganizmus termel. A
Laminaria digitata tengeri algaban taldlhaté a laminarin, mely kizardlag [3-1,3-gliikozidos

kotéseket tartalmaz.

Bakteridlis hidroldzok



IRODALMI ATTEKINTES

A hemicellul6zok koziil a xylan szerkezete igen hasonld a cellul6zéhoz, a kiilonbség

minddssze csak annyi, hogy a

celluléz  hidroximetil csoportja
helyett a xylanban hidrogén ta-
lalhat6. A xylanok [B-D-xyl6zbol
elsGsorban 1,4-B-D-xylozidos ko-
tések épiilnek fel,
ritkdbban 1,3-B-D-xylozidos koté-

sekkel kapcsolédo B-D-xyloz eldga-

1étrejottével

zasokat is tartalmaznak. Tisztan [3-
1,3 kotést csak tengeri algdkban
talaltak (Dekker és Richard, 1976).
A keményfa 10-35%-at, a puhafa
10-15 %-4t xylan alkotja (Coughlan
és Hazlewood, 1993). A xylan az

4.4bra

ossze.

1515151K
/flﬁlﬁlﬁ
1515151

A poligalakturonsav szerkezete. A hirom
antiparallel lefutdsi ldancot a nem észterezett
savcsoporton keresztiil Ca®*

ionok kapcsoljak

«-1,2 kotéssel kapcsolédd gliikuronsavval ill. metilgliikuronsavval, mint xylogliikan, az

0" o~ o o~
o:c on  osc on  0:c o osc
o 0
o ] o ] [
o oH oM oK H on on
° ° ° °
o ° °
cw, on o:c on osc W osc u
1 o \ N o N =
° 3 o o
26
o oH
3
on
°
on o
C‘o
oM 9
o
a-L-aral(1-2);
o
o

cw,
OH ——— o-L-araf-(1-5)-o-L-araf-(1-5)-a-L-araf-(1-5) u—Lrnr/tI—S) a

o
o o
I5 o
c-o
oK 2
on
$ com
° on ——e— L"D‘QD‘P'(""'I"D'Qﬂ'P'(‘-4)-.‘-01.‘:"[)*('vd)vx«-quJ\p-ﬁvljvy.
o o
v
c-o
on e
o

°

a-L-araf-(1-3)-a-L-araf-(1-3)*

Arabinan

a-L-araf-(1-3)-a-L-araf-(1-3)*
Arabinogalaktan

[ on ~<—$-D-galp-(1-3)-B-D-galp-(1-3)-5-D-galp-(1-3)-8-D-galp-(1-3)-B
§-D-galp-(1-6)-3-D-galp-(1-6)-p-D-galp-(1-6)
A

7 -
c=or a-L-araf-(1-3)-a-L-araf(1-3)]
Arabinogalaktan

S.dbra Ramnogalakturonan és poligalakturonsav
Osszekapcesoldodédsa. Arabindn és/vagy arabinogalaktan
oldalldncok kapcsolédnak a ramnozil részekhez.

a-1,3 és a-1,5 kotéssel kapcsolodo

a-L-arabinofurandzzal, mint arabino-
xyldn (elsGsorban a puhafdban és a
flifélékben) vesz részt az elsddleges
(1.4bra). A

xyldnokban a xyl6z masodik hidroxil-

sejtfal  felépitésében
csoportja ~70%-ban acetil csoporttal
van észteresitve.

A masik fontos hemicelluléz a
mannan felépitésében elsdsorban [3-D-

-manndz egységekbdl 1,4-B-
-D-mannozidos kotésekkel felépiild

1,4-B-D-manndn a legjelent6sebb. A
manndz ritkdn 1,6-B-D-mannozidos ko-
téssel is kapcsolddhat a manndnhoz. A
mannanhoz kb. 25%-ban -1,4 kotéssel
gliikéz is kapcsolddhat, amit gliiko-
mannannak neveznek és elsGsorban a

keményfaban taldlhaté meg (Hazlewood

és Gilbert, 1993). Galaktézzal B-1,4 kotéssel galaktomanndnt képez. Xyloz €s arabindz

Bakteridlis hidrolazok



IRODALMI ATTEKINTES

B-1,6 ill. «-1,3 kotésekkel is kapcsolodhat mannanhoz (Brett és Waldron, 1990). A
mannanok elsdsorban a tiileveliek fas részében, csonthéjas magvakban és egyes gumdkban
talalhatok.

A hemicellulézok koziil még a pektint kell megemliteni. A pektin két f6 alkotdja a
poligalakturonsav és a ramnogalakturondn. A poligalakturonsav helikalis szerkezet{i homo-
polimer, mely a-D-galakturonsavbdl a-1,4 kotésekkel épiil fel. Az antiparallel lancrészeket
Ca’* jonok stabilizaljak (4.4bra). A poligalakturonsav kb. 200 galakturonsav egységet tartal-

H

|
H H-C-OH b) (|3H20H
I
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6.abra Lignin. a) a lignin szerkezetére jellemzd részlet.
b) szinapilalkohol. c¢) p-kumdralkohol. d) konferilalkohol.

maz0 helikélis részt képez. A ramnogalakturonan palcika alaka heteropolimer, mely 1,2-a-
-L-ramnozyl-1,4-a-D-galakturonsav diszacharid egységekbdl all (Lau és mitsi., 1985). A
ramnogalakturonan idénként megszakitja a hosszu poligalakturonsav ldncot. A ramnozil
részek 4. OH csoportjahoz arabinan, galaktdn ill. arabinogalaktan kapcsolddik (5.abra).

A lignin (latinul /ignum=fa) a novények elfasodott szoveteinek alkotérésze. A lignin
felépitésében harom fahéj-alkohol szarmazék vesz részt (6.abra) — a p-kumadralkohol, a
koniferilalkohol és a szinapilalkohol — és ezekbdl dehidrogenaz enzim hatdsdra képzddik
a makromolekularis lignin. A kiilonb6z6 fas struktiraju novények ligninje nem azonos, sot
egy és ugyanazon ndvény ligninje sem egységes szerkezetli polimerhomoldg molekulakbol
all, hanem az egyes molekuldkban a szerkezeti részletek sorrendisége kiilonbozd lehet (Brett
és Waldron, 1990).
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1.2. A POLISZACHARIDOK ENZIMATIKUS HIDROLIZISE
1.2.1. A katalizis mechanizmusa

A glikozidos kotés hidrolizise egy altalanos sav katalizis, melyhez két kritikus oldallanc
sziikséges: egy proton donorral rendelkezd és egy nukleofil (bazisos) csoporttal rendelkezd
oldallanc (Davies és Henrissat, 1995). Ez az altalanos savkatalizis kétféle iton mehet végbe.
Az egyik moédon a glikozidos kotés felbontdsdval keletkez6 anomer megtartja
mig ha a keletkezd anomer masik konfiguraciét vesz fel, felcserél6 mechanizmusu (inverting
mechanism) katalizisnek nevezik. A katalitikus oldallincokban szerepet jatsz6 aminosavak
elsGsorban a glutaminsav (GLU) és az aszparaginsav (ASP), de taldltak tirozin és
glutaminsav egyiittest is, a virdlis neuramiddz és a bakteridlis szialidaz esetében (Family 33,
34). Ha az oldallancok felépitésében GLU vesz részt, akkor els6sorban megtartd, ha ASP
akkor felcseréld mechanizmus szerint jatszédik le a hidrolizis.

Mindkét mechanizmusban a protondonor oldallinc helyzete meghatérozott, azaz a
glikozidos oxigént6l hidrogénhid kotésnyi tavolsdgra kell elhelyezkednie. A megtartd
(retaining) mechanizmusban a nukleofil (bdzisos) katalitikus oldallincnak az anomer
szénatom szomszédsagaban kell lenni, mig a felcseréld (inverting) mechanizmusban még
a nukleofil oldalldnc és az anomer szénatom kozé még egy vizmolekuldnak is be kell férni.
Igy adodik, hogy a két katalitikus oldallinc tivolsiga a megtarté mechanizmusban ~ 5,5 A,
mig a felcserélé mechanizmus szerint lejatszodé reakciéban ~ 10 A.

A megtarté mechanizmusban (7.abra A) a protondonor oldallanc hidrogénhid kotést
létesitve magahoz vonzza a glikozidos oxigén elektronjait, ezzel is gyengitve a glikozidos
kotést, masrészt a bazisos oldallanc nukleofil timaddst intéz az anomer szénatom ellen,
mely a glikozidos kotés hasadasat jelenti (Lawson és mtsi., 1998). A protondonor leadva
a protonjat nukleofil oldallancca vélik. Az anomer szénatommal kovalens kapcsolatot 1étesi-
tett nukleofil oldallanc lehasadasat az 1j nukleofilld valt oldallanc egy vizmolekula segitsé-
gével végzi el, teljessé téve a hidrolizist, visszanyerve az eredeti reaktiv oldallancokat. Igy
érthetS, hogy az anomer szénatom megtartotta eredeti konfiguracidjat (B-konfiguracio).

A felcserélé mechanizmusban (7.4bra B) a protondonor oldallanc szintén hidrogénhid
kotést létesitve magdhoz vonzza a glikozidos oxigén elektronjait, masrészt a bazisos
oldallanc egy vizmolekuldn keresztiil intéz nukleofil timadéast az anomer szénatom ellen
(Damude és mitsi., 1996). Igy a glikozidos kotés hasaddsa mellett 1étrejovd glikozidos OH
ellenkezG térallasu lesz («-konfiguracid) azaz az anomer szénatom nem tartja meg eredeti

s 20z
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7.4abra

A glikozidos kotés hidrolizisének kétféle mechanizmusa. (A) megtartd mechanizmus (retaining
mechanism). (B) felcserélé mechanizmus (inverting mechanism). Magyarézatot lasd a szovegben.
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Mindkét mechanizmus a glikozidos kotés hidrolizisét eredményezi. A lizozim volt az els6
glikozil hidrolaz, melynek haromdimenzids térszerkezetét felderitették és meghataroztdk a
katalizisben résztvevs oldallancokat (ASP, GLU).

1.2.2. O-glikozil hidrolazok

Az O-glikozil hidrolazok (EC 3.2.1.x) azon enzimek csoportja, melyek hidrolizdljak a
glikozidos kotést két vagy tobb szénhidrat vagy a szénhidrat és egy nem szénhidrét rész
kozott. Az JUB (International Union of Biochemistry) enzim némenklatira az O-glikozil
hidrolazokat szubsztratspecifitisuk alapjan csoportositja, figyelmen kiviil hagyva az enzim
hatasmechanizmusit valamint az enzim szerkezetét is.

Néhany évvel ezel6tt a glikozil hidroldzokat az aminosav szekvencia alapjan csalddokba
soroltdk (Family A - I), (Henrissat, 1991). KésGbb kideriilt, hogy kdzvetlen kapcsolat van
a szekvencia és a fehérje folding kozott, igy a fehérjék térszerkezetét is figyelembe véve,
az 1djabb besorolas szerint még tobb csaladot (Familyl - Family 66) kiilonbdztetnek meg
(Henrissat és Bairoch, 1993). Ezzel azt remélték: (i) hogy ez jobban tiikrozi az enzim
szerkezeti sajitossdgait, mint a szubsztratspecifitds, (ii) segit felfedni az evolucids
Osszefiiggéseket az enzimek ko6zott, (iii) alkalmas eszkéz az informéciék rendezésére.
Szamos enzimcsalidot a fehérje folder szerint csoportokba soroltak (Group A - I), mert ezek
jobban tiikrozik az Osszetartozast mint pusztin a szekvencia, és a hasonldsagok,
kiilonbségek is jobban kilitkoznek (Henrissat és Bairoch, 1996). Jénéhany glikozil hidrolaz
tobbféle csoportba is sorolhaté a katalitikus domén alapjén.

A glikozil hidrolaz csaladok (Family 1 - 66) koziil néhany fontosabbat kiemelnék.

5. csaldd (Family 5). 1de tartozik a legt6bb endogliikaniz (EC 3.2.1.4), B-mannaniz
(EC 3.2.1.78) és néhany exo-1,3-glikandz (EC 3.2.1.58). A katalizdlt reakcio
mechanizmusa megtarté mechanizmus (retaining mechanism). A katalitikus proton donor
glutaminsav (GLU), a katalitikus nukleofil bazis szintén glutaminsav (GLU). Mind
prokariétiak, mind eukariétak altal termelt enzimek is taldlhatok ebben a csaladban. A csalad
tagjai mind az A-csoportba tartoznak (Group A, régebbi némenklatira szerint Family A).
6. csaldd (Family 6). Endogliikanizok (EC 3.2.1.4) és cellobiohidroldzok (EC 3.2.1.91)
tartoznak ide. A katalizdlt reakcié mechanizmusa felcserélé mechanizmus (inverting
mechanism). A Kkatalitikus proton donor és a katalitikus nukleofil bazis aszparaginsav
(ASP). Régebbi némenklatira szerint Family B. Ebbe a csaladba tartozik a Cellulomonas
Jfimi CenA és a CexA is.

9. csaldd (Family 9). A legtobb endogliikanaz (EC 3.2.1.4) ide tartozik. A katalizalt reakcid
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mechanizmusa felcseréld mechanizmus (inverting mechanism). A katalitikus proton donor
glutaminsav (GLU) és a katalitikus nukleofil bazis aszparaginsav (ASP). Régebbi
némenklatira szerint Family E. Ebbe a csalddba tartozik a Cellulomonas fimi CenB és a
CenC is.
10. csaldd (Family 10). A legtobb xylandz (EC 3.2.1.8) ide tartozik. A katalizalt reakcid
mechanizmusa megtarté mechanizmus (retaining mechanism). A katalitikus proton donor
glutaminsav (GLU), a Kkatalitikus nukleofil bazis szintén glutaminsav (GLU). Mind
prokari6tdk, mind eukaridtdk altal termelt enzimek is talalhatOk ebben a csalddban. Ezen
csaldd tagjai is mind az A-csoportba tartoznak (Group A, régebbi némenklatira szerint F).
11. csaldd (Family 11). Sok xylandz (EC 3.2.1.8) tartozik ide. A katalizdlt reakcid
mechanizmusa megtarté mechanizmus (retaining mechanism). A katalitikus proton donor
glutaminsav (GLU), a Kkatalitikus nukleofil béazis szintén glutaminsav (GLU). Mind
prokariétdk, mind eukaridtak altal termelt enzimek is taldlhaték ebben a csalddban. Ezen
csaldd tagjai a régebbi némenklatira szerint Family G.
26. csaldd (Family 26). A legtoébb manndn-endo-1,4-B-mannoziddz (EC 3.2.1.78) ide
tartozik. A katalizalt reakcié mechanizmusa megtarté mechanizmus (retaining mechanism).
A Kkatalitikus proton donor glutaminsav (GLU), a katalitikus nukleofil bazis szintén glu-
taminsav (GLU). Csak prokariétak altal termelt enzimek talalhat6k ebben a csalddban. Ezen
csalad tagjai is mind az A-csoportba tartoznak (Group A, régebbi ndmenklatiira szerint I).
28. csaldd (Family 28). Ide a poligalakturonidzok (EC 3.2.1.15) tartoznak. A katalizalt
reakcié mechanizmusa felcserélé mechanizmus (inverting mechanism). A katalitikus proton
donor és a katalitikus nukleofil bazis nem ismert. Mind prokari6tdk, mind eukariétdk éltal
termelt enzimek is taldlhat6k ebben a csalddban. Ezen csaladd tagjait csoportba nem soroltak.
A Cellulomonas fajok kozil elsGsorban a C. fimi-vel foglalkoztak. A kovetkezd
enzimeket izolaltik és szekvendltik: endoglikanidz A (Family 6), endogliikandz B (Family
9), endogliikanaz C (Family 9), endogliikkanaz D (Family 5), exoglikanaz (Family 10),
exoglikanaz A (Family 6), exogliikanaz B (Family 48), endoxylanaz D (Family 11).
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1.2.3. Az enzimek biokémiai, molekularis biolégiai jellemzése
[.2.3.1. Celluldzok

A cellul6z enzimatikus lebontasa, a szubsztrat fizikai jellegébol kovetkezden igen nehéz
feladat. A sejtfalban a kristalyos cellul6z szdlakat egyrészt hidrogénhidak tartjdk Ossze,
masrészt a hemicelluléz és a lignin révén kémiailag is dsszekapcsolodnak. Ennek ellenére
a celluldz és a B-D-gliikan lebontdsa elterjedt mind a gombék, mind a baktériumok korében.
A celluléz lebontdsaban szerepld enzimeket két nagy csoportra lehet osztani:
endogliikanazokra, amelyek a molekulan beliili kotéseket hidrolizaljék és exogliikanazokra,
amelyek a molekula vége felSl hasitanak le gliikozt vagy cellobidzt, igy roviditve a polimer
molekulat. A glikozidos kotések hidrolizalasanak kiilonbozG lehetGségeit mutatja be a

8.abra.
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8.abra  Egy hipotetikus f-D-gliikdn molekula és a lebontasédban szerepl6
enzimek. 1. exo-1,4-fB-gliikoziddz, 2. exocellobiohidroldz, 3. endo-1,4-
-B-gliikanaz, 4. endo-1,6-B-gliikaniz, 5. endo-1,2-B-gliikandz, 6. endo-
-1,3-B-gliikanaz, 7. exo-1,3-p-glikozidaz.
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1.tablazat

A celluldzt és a B-D-gliikant bontd fontosabb enzimek dsszefoglaldsa.

Enzim neve

EC szam

Katalizalt reakcio

Cellulase
endo-1,4-B-glucanase

Endo-1,3-(1,4)-B-glucanase
laminarinase

Glucan
endo-1,3-B-D-glucosidase
endo-1,3-B-glucanase

Glucan 1,3-p-glucosidase
exo-1,3-B-glucosidase

Glucan endo-1,2-p-glucosidase
endo-1,2-B-glucanase

Licheninase
endo-1,3-1,4-B-glucanase

Glucan 1,4-p-glucosidase
exo-1,4-B-glucosidase

Glucan endo-1,6-B-glucosidase
endo-1,6-B-glucanase

Cellulose 1,4-p-cellobiosidase
exocellobiohydrolase

EC3.2.1.4

EC3.2.1.56

EC 3.2.1.39

EC 3.2.1.58

EC3.2.1.71

BC3.2.1.73

EC 3.2.1.74

BC3:2.1.75

BC3.2.1.91

Az 1,4-B-D-gliikkozidos kotéseket hidroli-
zélja a celluléz molekuldban (a B-D-
gliikan hasonl6 kotéseit is hidrolizélja).

Hidrolizalja az 1,3-B-D- illetve 1,4-B-D-
-gliikozidos kotéseket a 3-D-gliikdnban,
ha a redukal6 vég felSli B-D-glikoz 3.
szénatomja szubsztitudlva van. (Az en-
zim szubsztratja a laminarin, lichenin és
gabona (-D-gliikanja is).

Hidrolizalja az 1,3-p-D-gliikozidos kotése-
ket a p-D-gliikkanban, de az 1,3- -1,4-f3-
-D-gliikdn nem szubsztratja, igy kiilon-
bozik az EC 3.2.1.6-t6l.

Gliikozt hasit le az 1,3-B-D-kotéseket hid-
rolizdlva a [-D-glikdn nem redukald
vége feldl.

Hidrolizdlja az 1,2-B-D-gliikozidos ko-
téseket a B-D-gliikkanban.

Hidrolizalja az 1,3-B-D- illetve 1,4-B-D-
glitkozidos kotéseket a [3-D-gliikkanban
akkor, ha mindkét tipusi kotés jelen
van. (Az enzim szubsztritja a lichenin,
és gabona B-D-gliikdn, de nem bontja a
csak 1,3- vagy csak 1,4-B-D kotéseket
tartalmazo gliikant).

Gliikéz egységeket hasit le az 1,4-B-D-
-kotéseket hidrolizalva a celluléz (B-D-
-glikdn) nem redukdlé végérdl. A
cellobidzt igen lassan bontja.

Hidrolizalja az 1,6-B-D-gliikozidos koté-
seket a -D-gliikkdnban.

Cellobiéz egységeket hidrolizal le a cellu-
16z (B-D-gliikan) nem redukal6 végérol.

A cellul6z lebontasaban szerepet jatszo mikroorganizmusok (melyek képesek a kristalyos

cellul6z bontasara), tobbé-kevésbé Osszetett celluldz rendszerrel rendelkeznek. Ezek a

rendszerek kiilonboz6 specifitdsi €s mechanizmust enzimeket foglalnak magukba

(1.tablazat), hogy eldsegitsék a cellul6z lebomlasat (Béguin, 1990).

A gombadk celluldzai hairom f6 csoportba sorolhatok: a) cellobiohidroldzok (CBH),
melyek a cellul6z molekulat 1épésenként a nem redukdlé vége felSl hasitjak, cellobiozt
felszabaditva, b) endogliikanidzok (EG), melyek a B-gliikozidos kotéseket hidrolizaljék el
a cellul6z molekula kézbensé részén, c) -gliikozidazok, melyek a cellobiozt €s a kisméret
cellodextrin molekuldkat hidrolizaljak gliik6zza. E harom csoportba tartozé enzimek oly
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moédon segitik egymast, hogy az EG-ok a kristilyos celluléz amorf régioit tdmadjak,
(3.4bra) igy készitve nem-redukdl6 véget a CBH-nak, mely a celluldz rostnak kristalyos
régidit bontja. A B-glikozidizok fejezik be a folyamatot, utolsé 1€pésként az oldhatdva tett
cellobidz és cellodextrinek gliikdzza torténd bontasiaval, megel6zve ezek felszaporodasat,
ami gitolja a CBH-k miikddését. A gombdk celluldz rendszere koziil el@szeretettel a
Trichoderma fajok celluldzait tanulmidnyozzdk, elsGsorban a Trichoderma reesei-t.
Tisztitasukkal és jellemzésiikkel (Kim és mtsi., 1994 valamint Woodward és mtsi., 1994),
a CBH-k és EG-k miikodésével (Nidetzky €s mtsi., 1994a valamint Macarrén és mitsi.,
1993), a cellulazok kolcsonhatdsaival (Medve és mtsi., 1994 és Nidetzky és mtsi., 1994b)
foglalkoztak. A gombdk szamos faja kdziil emlitést érdemelnek még, Aspergillus sp. (Wang
és mtsi., 1994), Penicillium sp. (Koch és mtsi., 1993), Botrytis sp. (Stahmann és misi.,
1993), mely fajok celluldzait szintén tanulmanyoztak.

A bakterialis cellulazok kevésbé definidltak. A baktériumok altal termelt véltozatos
endogliikandzok altaldban kisebb aktivitdst mutatnak a kristalyos cellulézzal szemben, mint
a gombédké. Az aerob baktériumok (Actinomycetes, Cellulomonas) hasonlé mechanizmus
szerint bontjak a cellulézt, mint a gombak azaz a cellulolitikus komponensek nem képeznek
asszocidtumokat egymassal. Az anaerob baktériumok tdbbsége (bend§ baktériumok,
Clostridium termocellum) viszont szorosan kapcsolt ugynevezett multimolekularis
komplexeket (celluloszéma) alkot6 celluldz rendszerrel rendelkeznek.

A celluloszéma, melyet elsGsorban a Clostridium termocellum-ban tanulmanyoztak (Felix
és Ljungdahl, 1993), 45-50 kiilonféle polipeptidet tartalmaz 20-200kDa molekulatdmeg
méretben. A celluloszéma tartalmaz egy igen nagy molekulatomegii (210kDa) fehérjét, mely
celluléz kot6 fehérje és nincsen enzimaktivitisa. A celluldzok kozil tobb mint 10
endogliikaniz aktivitdsa kimutathaté. Koziilik nyolc endogliikandz gén mar ismert €s a gént
tisztitottik és meghataroztak a szekvencidjukat is (Yague és mtsi., 1990). Négy polipeptidrdl
deriilt ki, hogy cellobiohidrolaz aktivitassal rendelkeznek. B-gliikkozidaz aktivitds mellett
gyenge, de jelenlévé [(-xyloziddz, -galaktozidiz és B-mannozidaz aktivitds is kimutathatd
a celluloszémaban (Kohring és mtsi., 1990). Két xylanaz aktivitdssal rendelkezd fehérjét is
sikertilt izoldlni. A celluloszéma 8-12% szénhidritot is tartalmaz, mely xyl6z, manndz,
galaktéz, glikéz és N-acetil-glik6zamin monomerekbdl épiil fel. A celluloszoma a
sejtfelszinhez kotott. A celluloszéma nem korlatozodik kizdrdlag a Clostridium termocellum-
ra. Az anaerob baktériumok koziil az Acetivibrio cellulolyticus, Bacterioides cellulosolvens,
Clostridium cellobioparum, Clostridium cellulovorans valamint a Ruminococcus albus is
rendelkezik egy sejtfelszinhez kotott celluloszéma-szeri struktiraval (Felix és Ljungdahl,
1993).

A celluloszémaval nem rendelkez6 baktériumok kéziil a Bacillus, Thermomonospora,
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Ruminococcus, Erwinia, Pseudomonas és nem utols6 sorban a Cellulomonas genusokat kell
megemliteni. A Bacillus subtilis-b6]l harom kiilonbozd cellulaz gént sikeriilt izolalni,
ezeknek szekvencidja is ismeretes. Az enzimek 50°C-ig hdstabilak és pH 5,0-6,0 kozott
miikodnek (Kriiger és mtsi., 1993). A Thermomonospora fusca extracellularis celluldzai
igen aktivak (McGinnis és Wilson, 1993). Ruminococcus flavefaciens-bol sikeriilt egy
bifunkciondlis enzimet izolalni, mely celluldz és xylanaz aktivitassal is rendelkezett (Flint
és mtsi., 1993). Az Erwinia carotovora subsp. carotovora-bdl izolalt celluldz szerepet
jatszik a baktérium fitopatogenitdsaban is.

A Cellulomonas genus tagjai ko6ziil a C. flavigena-t (Silva és mtsi., 1988), a C. udat
(Nakamura és Kitamura, 1988) valamint a bakterialis cellulazok koziil legrészletesebben a
C. fimi-t tanulmanyoztik. A C. fimi-bdl leirtak egy exogliikanazt (cex) (Ong és misi., 1993),
egy cenA (Din és mtsi., 1994), egy cenB (Meinke és mtsi., 1991a, b), egy cenC (Coutinho
és mtsi., 1991), egy cenD (Meinke és mtsi., 1993) és egy cenE (Shen és mtsi., 1994)
endogliikanazt. A gének szekvencija is ismert.

A cellulazok egy részét proteolitikus hasitissal kétfelé bonthatjuk: (i) katalitikus
aktivitassal rendelkezd és (ii) cellul6z kotd részekre. A kettSt egy un. linker rész koti dssze.
A linker szekvencia (6-60 aminosav) prolinban vagy szerinben és treoninban vagy
glutaminsavban és aszparaginsavban gazdag (Giorda és mtsi., 1990).

Sok celluldaz kotédik a cellulézhoz, de a kotddés mechanizmusa még nem teljesen
vilagos. A celluldz kotésért felelés régié (CBD, cellulose binding domain) valamint az
enzim katalizisért felelGs régié jol elkiiloniil, pl. enziminaktivalds (N-brém-szukcinimid)
utin a CBD még miikddik. Ambar a CBD nem sziikséges a katalitikus aktivitdshoz, a
legtobb esetben az enzim aktivitdsit moédositja az oldhaté és oldhatatlan celluldz
szubsztrathoz. A bakteridlis CBD (i) kevés toltéssel rendelkezG aminosavat és (ii) sok
hidroxilaminosavat (treonin és szerin) tartalmaznak. A konszenzus szekvencidk rokonsagot
mutatnak az amilazok keményits ko6t6 doménjeivel és az éllati lektinek cukor felismer6
doménjeivel. A bakteridlis CBD-k 100-110 aminosavbdl allnak, a gombédké viszont csak 30-
33 aminosavat tartalmaz.

Tobb mint 80 celluldz és xylandz katalitikus doménjének a szekvencidja ismeretes. Az
aminosav szekvencia alapjan kluster analizis segitségével tobb csoportot (Family A-I)
kiilonboztetnek meg. Egy mikroorganizmus kiilénb6zd csoportokba tartozé celluldzokat is
termelhet (Gilkes és mtsi., 1991).

Bakteridlis hidroldzok
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1.2.3.2. Hemicellulazok
1.2.3.2.1. Xylandzok

A xylin egy komplex heteropolimer, melynek lebontdsdhoz szdmos enzim, f6- és
oldallanc bonté enzim sziikséges (9.dbra). Az enzimek kozott szinergizmus 1ép fel, a
tobbféle enzimet (2.tablazat) tartalmazo elegyek sokkal jobban bontjdk a komplex xylant
(Coughlan és Hazlewood, 1993).

Az aerob gombak koziil sokan képesek a teljes xylan hidrolizisére. Tisztitottak és részben

%N%

OH OH o} COOH

9.4bra  Egy hipotetikus xyldn heteropolimer €s a lebontdsédban szerepld
enzimek. 1. exo-1,3-B-D xylozidaz, 2. endo-1,3-f-D xylandz, 3. endo-
1,4-B-D xylandz, 4. acetilészteraz, 5. exo-1,4-B-D-xylozidaz, 6. a-L-
arabinofuraniddz, 7. o-gliikuronidaz.

jellemeztek enzimeket Trichoderma reesei-bsl (Torronen és Rouvinen, 1991), valamint
Trichoderma viride-bdl (Yaguchi és mtsi., 1992) is. Ezek az enzimek mind méretiikben,
mind szekvencidjukban hasonlitanak a Bacillus subtilis és B. pumilus (Hazlewood és
Gilbert, 1993) xylandzaira. Anaerob gombak koziil elGszor bend&bdl izolalt Neocallimastix
patriciarum-bol klénoztak és expressziltak E. coli-ban xylanaz gént (Gilbert és misi., 1992).

A bakteridlis xylanazok kiilondll6 enzimek, gyakran a baktérium a cellulazok mellett t6bb
xylanazt is termel. Az egyszerii felépitésii xylanazokon kiviil sok moduldris felépitésti enzim
is talalhat6, melyek a mar ismertetett modon épiilnek fel, azaz cellul6z k6t domént (CBD)
és katalitikus domént is tartalmaznak. A doméneket prolin/treonin gazdag részek (linker
szekvencidk) valasztjak el egymastol. A Cellulomonas fimi-b6l négy kiilonbdz6 endoxylanaz
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gént sikertilt izoldlni. Egyik génben a multifunkciondlis doméneket glicin gazdag linker

szekvencia valasztja el (Clarke és mtsi., 1991).

2.tablazat

A xylant és szarmazékait bont6 fontosabb enzimek Osszefoglaldsa.

Enzim neve EC szam Katalizalt reakcio
Endo-1,4-B-xylanase EC 3.2.1.8 | Az 1,4-B-D-xylan 1,4-pB-D-xylozidos koté-
1,4-B-D-xylan xylanohydrolase seit hidrolizalja.
Xylan endo-1,3-B-xylosidase EC 3.2.1.32 | Az 1,3-B-D-xylén 1,3-B-D-xylozidos koté-
endo-1,3-B-xylanase seit hidrolizalja.
Xylan 1,4-B-xylosidase EC 3.2.1.37 | Az 1,4-B-D-xylan nem redukdlé végérdl
exo-1,4-B-xylosidase D-xyldzt hidrolizal.
a-N-arabinofuranosidase EC 3.2.1.55 | Az (1,3) és/vagy (1,5)-kotéseket kapcso-
o-L-arabinofuranosidase 16d6 a-L-arabinofuranozid végeket hid-
rolizdlja az arabinoxyldnban és az ara-
binogalaktanban.
Xylan 1,3-B-xylosidase EC 3.2.1.72 | Az 1,3-B-D-xyldn nem redukalé végérdl
exo-1,3-B-xylosidase D-xylézt hidrolizal.
Acetylesterase C-esterase EC 3.1.1.6 | Acetilészter + H,O — alkohol + ecetsav.

Négy gént, két endoxylanazt, egy arabinofuraniddzt és egy acetilészterazt sikeriilt izoldlni

egy talajlaké szaprofita Pseudomonas fluorescens subsp. cellulosa-b6l, mely talan a

legjobban tanulmanyozott és karakterizalt bakterialis xyldn-bont6 enzimrendszer (Hall és

mtsi., 1989 valamint Ferreira és mtsi., 1993).
A termoanaerob baktériumok kozil a Clostridium termocellum-bol a celluloszéman

kiviili, 6nallé moduléris xylanazt is sikertilt izolalni (Hazlewood és mtsi., 1988).

A rekombinins DNS technika lehet6vé tette tobb mint 70 xylandz gén (30-féle
mikroorganizmusbdl) klénozasit, szekvenaldsat és expresszidjat elsésorban E. coli-ban. A
teljes nukleotid szekvencidk ismeretében, a gének két f6 osztilyba (F és G) sorolhatok

(Coughlan és Hazlewood, 1993).
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1.2.3.2.2. Mannandzok

Osszehasonlitva a mannandzok és a xylanazok felépitésérdl szerzett informaciokat, a
mannanazok joval kevésbé tanulmanyozott és ismert enzimek. A manninok lebontdsaban
szerepet jatszé enzimeket a 3.tablazat és a 10.4bra foglalja Ossze.

3.tablazat A manndnokat bont$ fontosabb enzimek Osszefoglalésa.

Enzim neve EC szam Katalizalt reakcio
[3-mannosidase EC 3.2.1.25 | A B-D-mannidn nem redukalé végérol
mannanase -D-mannézt hidrolizal le.
Mannan endo-1,4-f-mannosidase EC 3.2.1.78 | Hidrolizdlja az 1,4-f-D-mannozidos
endo-1,4-mannanase kotéseket a mannanban, galakto-

manndnban, glikomannidnban és a

galaktogliikomannédnban.

Mannan 1,4-B-mannobiosidase EC 3.2.1.100 | Hidrolizdlja a 1,4-B-D-mannozidos
exo-1,4-B-mannobiohydrolase kotéseket az 1,4-f-D-manndnban ugy

hogy mannobiéz egységeket hasit le a

nem redukal6 vég fel6l.

Mannén endo-1,6-f-mannosidase EC 3.2.1.101 | Hidrolizdlja a 1,6-f-D-mannozidos
endo-1,6-B-mannanase kotéseket az 1,6-B-D-manndnban.

Habar viszonylag sok adat §sszegytilt a mannandz enzimek biokémidjarol az irodalomban
jelenleg csak ot szekvencia ismeretes, egy alkalofil Bacillus sp.-b6l, mely két enzimet (A
és B) kodol (Akino és mtsi., 1989), termofil Caldocellum saccharolyticum-bdl (Gibbs és
mtsi., 1992), Streptomyces lividans-bol (Arcand és mitsi., 1993), Pseudomonas fluorescens

10.abra Egy hipotetikus mannidn molekula és a lebontdsat végzo
enzimek. 1. exo-f-1,4-mannobioziddz, 2. endo-fB-1,4-mannandz, 3.
endo-B-1,6-mannanaz, 4. f-mannozidaz.

subsp. cellulosa-bdl (Braithwaiter és mtsi., 1995), valamint Pyromyces sp.-bdl (Fanutti és
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mtsi., 1995). Az eddig izolalt mannandz gének tobbsége modularis felépitést, tartalmaznak
egy celluldz koto és egy katalitikus domént, melyeket prolin/treonin linker szekvencia kot
Ossze. A katalitikus domének hasonldsdgot mutatnak a cellulazokkal és a xylanazokkal is.

1.2.3.3. Egyéb fontosabb enzimek

A hemicellulazok kozé tartozé pektinazokkal a dolgozat alig foglalkozik, mégis a

novényi sejtfal lebontdsdban betoltott szerepe miatt a teljesség kedvéért roviden meg kell
emliteni. Pektindzok a gyimolcsok érésében is fontos szerepet toltenek be. Pektinbonto

4.tablazat A pektint és szdrmazékait bont6 fontosabb enzimek &sszefoglalasa.

Enzim neve EC szam Katalizalt reakcio
Pectinesterase EC 3.1.1.11 | A kovetkezd reakciét katalizédlja: pektin
pectin methylesterase + n-H,O - n-metanol + pektinsav.
Polygalacturonase EC 3.2.1.15 | Hidrolizdlja az 1,4-a-D-galakturonsav
pectinase kotéseket a poligalakturonsavban €s
mas galakturonidnban.
Galacturan 1,4-q-galacturonidase EC 3.2.1.67 | A koOvetkezé reakciot katalizélja:
exopolygalacturonase n - (1,4-a-D-galakturonsav) + H,O

- (n-1) - (1,4-a-D-galacturonide) +
D-galakturonsav.
Exo-poly-a-galacturonosidase EC 3.2.1.82 | Hidrolizdlja a poligalakturonsavat ugy,
hogy digalakturonsav egységeket hasit
le a nem redukdl6 vég feldl.

Pectate lyase EC 4.2.2.2 | Transzeliminaciés reakcidval hasitja a
pectate transeliminase pektinsavat, a nem redukalé vég feldl.
A pektin nem szubsztritja az
enzimnek.
Pectin lyase EC 4.2.2.10 | Transzeliminicids reakciéval hasitja a

pektint. A deészterezett pektin nem
szubsztratja az enzimnek.

enzimeket szamos baktérium (Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Erwinia) €s gomba
(Aspergillus, Neurospora) is termel. A pektin lebontdsaban szerepet jatszé enzimeket a
4.tablazat foglalja 6ssze. Polizeli és mtsi. (1991) extracelluldris poligalakturondzt tisztitottak
és jellemeztek Neurospora crassa-bol. Liu és mtsi. (1994) pektat lidz gént klonoztak €s
jellemeztek Erwinia carotovora subsp. carotovora-bol.
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Az eddig megemlitett O-glikozil hidroldzokon kiviil még ebbe az enzimkategdridba
tartoznak az o-glikandzok, dgymint «-amildz (3.2.1.1), B-amildz (3.2.1.2), y-amiléz
(3.2.1.3), valamint kitindz (3.2.1.14), lizozim (3.2.1.17), neuramidaz (3.2.1.18) és még
sok egyéb mas enzim is melyet itt nem targyalunk.

A teljesség kedvéért megemlitjiik a lignin enzimatikus bontdsat is, mert ezen enzimek a
novényi biomassza elbontisiban, feltarasaban szintén részt vesznek. Mivel a lignin
onmagéban nem tartozik a poliszacharidok kozé, érthetd ha lebontdsaban is az eddigiektdl
alapvet6en eltérd enzimek jatszanak szerepet. A lignin lebontdsidban az enzimek tdbb
csoportja vesz részt, igy a diarylpropane peroxidase (lignin-peroxiddz, lignindz I., EC
1.11.1.14) mely a ligninben 1év4 benzil-alkohol, -aldehid és/vagy -keton C-C kotéseit
hasitja, a mangan-fiigg6 peroxidaz (EC 1.11.1.13) mely a lignint oxidativ tton hasitja és
a lignostilbén a-PB-dioxigendz (EC 1.13.11.43) mely elsGsorban a diarilpropan strukturédban
az interfenolos kettds kotéseket oxidative hasitja (Blanchette és mtsi., 1989).

1.3. A CELLULOMONAS GENUS

A Cellulomonas nemzetséget a rendszertan az Actinomycetes, azon beliil a Nocardioform
actinomycetes kozé sorolja a Geodermatophilus, Nocardia, Oerskovia, Rhodococcus
nemzetségek k6zé.

A Cellulomonas nemzetség a Bergey's Manual szerint a szabdlytalan, nemsp6razé Gram-
pozitiv palcak k6zé tartozik (section 15). Ebbe a csoportba tartoznak az aerob baktériumok
koézil: Caseobacter, Corynebacterium, Eureobacterium, Curtobacterium, Microbacterium,
Arthrobacterium, Brevibacterium, Renibacterium nemzetségek. Az anaerob baktériumok
kozil: Bifidobacterium, Eubacterium, Acetobacterium, Butyrivibrio, Thermoanaerobacter,
Lachnospira nemzetségek. A fakultativ anaerob baktériumok koziil: Corynebacterium,
Agromyces, Cellulomonas, Oerskovia, Rothia, Actinomyces, Arcanobacterium,
Propionibacterium, Arachnia, Gardnella nemzetségek.

A Cellulomonas genusra a karcsi, szabalytalan palcak (0,5 - 5,0um) jellemz8k, melyek
egyenes, szogletes vagy lekerekitett formajuak. Attetsz8, sargis telepeket képeznek. A
sejtfal peptidogliikdnja ornitint tartalmaz, sohasem glicint vagy homoszerint. Optimalis
hémérséklet ~30°C. Neutrilis pH-n mérsékelten novekednek (pepton-élesztSkivonat
kozegben). Cellulolitikus aktivitdssal rendelkeznek, a keményit6t és zselatint hidrolizaljak.
A nitratot nitritté redukaljak. Biotint és tiamint igényelnek a ndvekedésiikhoz. Kataléz
pozitivak. ElsGdlegesen aerobok, de képesek anaerob koriilmények kozott is ndvekedni. A
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DNS G+C mol%-a 71-76.

5.tablazat Az eddig ismert Cellulomonas fajok.

Faj

Leird

Cellulomonas biazotea

Cellulomonas cartae

Cellulomonas cellasea

Cellulomonas cellulans = Nocardia cellulans
Cellulomonas fermentans

Cellulomonas fimi

Cellulomonas flavigena

Cellulomonas gelida

Cellulomonas hominis

Cellulomonas turbata = Oerskovia turbata
Cellulomonas uda

Bergey és mitsi., 1923
Stackebrandt és Kandler, 1980
Bergey és mitsi., 1923
Stackebrandt és Keddie 1988
Bagnara és mtsi., 1985
Bergey és mtsi., 1923
Bergey és mitsi., 1923
Bergey és mtsi., 1923

Funke és mtsi., 1995
Stackebrandt és mtsi., 1983
Bergey és mtsi., 1923
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II. ANYAGOK ES MODSZEREK

II.1. MIKROORGANIZMUSOK

6.tabliazat A dolgozatban felhaszndlt mikroorganizmusok 6sszefoglaldsa.

Baktériumok, plazmidok

Szarmazas/Azonositod

Cellulomonas uda”
Cellulomonas flavigena®
Cellulomonas gelida"
Cellulomonas biazotea"
Cellulomonas fimi"
Cellulomonas cellasea”
E.coli DH5«

pBluescript® II KS* plazmid

Type strain, B 1380 (DSM 20107, ATCC 491)
Type strain, B 1381 (DSM 20109, ATCC 482)
Type strain, B 1384 (DSM 20111, ATCC 438)
Type strain, B 1385 (DSM 20112, ATCC 486)
Type strain, B 1386 (DSM 20113, ATCC 484)
Type strain, B 1387 (DSM 20118, ATCC 487)
Laboratériumi térzsgyijtemény

Stratagene, La Jolla, CA, USA.

*Cellulomonas sp. CelB2

“Cellulomonas sp. CelB7
Az izolalt torzsek ipari szabadalom-
mal védve, tdrzsgyijteményben
elhelyeztiik “(Felfoldi és Fiilop,
1993), “(Filop és Felfoldi, 1993)

"'NCAIM {P} B 001203

NCAIM {P} B 001204

***Mez6gazdasigi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteménye

(National Collection of Agricuitural and Industrial Microorganismy)

A Cellulomonas sp. CelB2 és CelB7 torzseket, valamint a torzsgytijteménybdl beszerzett
Cellulomonas sp. baktériumokat Stewart és Leatherwood (1976) altal k6zolt taptalajon, az
E. coli torzset YTA téptalajon tartjuk fenn.
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I1.2. TAPOLDATOK, TAPTALAJOK,
ANYAGOK, OLDATOK ES PUFFEREK

7.tdablazat A dolgozatban szerepl$ tiptalajok és tipoldatok.

Megnevezés

Osszetétel

FF tapoldat

FF tiptalaj
SL* tapoldat

SL taptalaj
PD™ tipoldat

PD t4ptalaj
YTA t4poldat

YTA lagyagar
YTA taptalaj
LB tapoldat
LB lagyagar
LB taptalaj

0,2% NaNO,, 0,2% K,HPO,, 0,1% MgSO,-7H,0, 0,1% KCl,
0,2%

élesztdkivonat (pH 6,8)

Az FF tapoldat kiegészitve 1,2% agar-agarral.

0,1% NaNO,, 0,1% K,HPO,, 0,05% MgSO,-7H,0, 0,05% KCl,
0,05% élesztdkivonat (pH 7,0)

Az SL tapoldat kiegészitve 1,2% agar-agarral.

0,6% NaCl, 0,1% (NH,),SO,, 0,1% K,HPO,, 0,05% KH,PO,
0,05% MgS0,-7H,0, 0,01% CaCl,, 0,1% élesztSkivonat, 0,25%
Sigmacell vagy Avicel (pH 7,0)

Az PD tapoldat kiegészitve 1,5% agar-agarral.

0,5% éleszt6kivonat, 1,0% Tripton, 0,5% NaCl (pH 7,2). Sterilezés
utan 1mM MgCl,-t és 0,5mM CaCl,-t adunk hozza.

Az YTA tapoldat kiegészitve 0,45% agar-agarral.

Az YTA tapoldat kiegészitve 1,2% agar-agarral.

1,0% tripton, 0,5% élesztSkivonat, 1,0% NaCl, (pH 7,2).

Az LB tapoldat kiegészitve 0,45% agar-agarral.

LB tipoldat kiegészitve 1,2% agar-agarral.

Stewart és Leatherwood tapoldat (Stewart és Leatherwood, 1976)
** Prasertsan és Doelle tipoldat (Prasertsan és Doelle, 1987)

A dolgozatban felhasznalt mikroorganizmusokat a 6.tdblazat foglalja 6ssze. A dolgo-

zatban szerepl§ tdptalajokat és tidpoldatokat a 7.tdbldzat foglalja &ssze. A 8.tablazatban
keriiltek leirdsra a DNS technikdkhoz haszndlt oldatok. A PAGE-hoz hasznalt oldatokat a
9. és 10.tablazatban adjuk meg. A 11.tidblizatban szerepelnek az agar6z gélelektroforézis

oldatai. A munkink sordn hasznalt egyéb anyagok és vegyszerek leirasat a 12.tablazat

tartalmazza.
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8.tabldzat DNS (plazmid és genom) izoldldsdhoz és tisztitdsdhoz hasznilt oldatok.

Megnevezés Osszetétel
Lizozim oldat 2mg/cm’ lizozim (Serva), 0,3 M szachar6z, 25mM TRIS-HCI,
25mM EDTA és 0,02 % brémkrezolzdld (pH 8,0).
Liagos SDS 0,3M NaOH, 2% SDS.
Savas 5g fenol, S5cm’ kloroform, 1cm? Dv, Smg 8-hidroxiquinolin.
fenol/kloroform
Semleges A savas fenol/kloroformot ekvilibralni kell el6szor 0,5 térfogat
fenol/kloroform | 1M TRIS-HCl-lel (pH 8,8), majd 0,5 térfogat 0,1M TRIS-HCI-
lel (pH 8,0).
SAM-oldat 0,3M Na-acetat, 10mM MgCl,.
TE-puffer 10mM TRIS-HCI, 1mM EDTA (pH 8,0).

9.tablazat  Poliakrilamid gélelektroforézis oldatai I.

SDS POLIAKRILAMID GEL 12,5%-o0s valasztogél 3,6%-o0s gyiijtogél
30% Akrilamid - 0,8% Bis (cm®) 6,25 1,20
Desztilldlt viz (cm®) 6,68 6,00
3M-os TRIS-HCI pH 8,8 (cm?) 1,88 —
0,5M-o0s TRIS-HCI pH 6,8 (cm’) — 2,50
10%-0s SDS (cm?®) 0,15 0,10
cc. TEMED (ul) 13,50 30,00
10%-os Perszulfat (ul) 30,00 100,00
OSSZESEN (cm®) 15,00 9,90

10.tdblazat Poliakrilamid gélelektroforézis oldatai II.

FEHERJE KEZELOLE FUTTATO PUFFER
0,5M-o0s TRIS-HCI pH 7,4 (cm?) 2,50 Felsd Also
Glicerin (cm®) 2,00
SDS (g) 0,80 TRIS (g) | 3,0 3,0
0,2 %-0s brémfenolkék (cm?) 0,50 Glicin(g) 14,4 14,4
B-merkaptoetanol (cm?) 0,50 SDS (g) 1,0 —
Feltoltve 10,0 cm?-re deszt.vizzel 1-1 dm®-re feltdltve
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11.tablazat Agardz gélelektroforézis oldatai.

AGAROZ GELELEKTROFOREZIS

TAE oldat: 40mM TRIS-acetit, 2mM EDTA (pH 8,0).

0,7% agar6z gélhez:

adunk hozza.

TBE oldat: 89mM TRIS, 89mM borit, 2,5mM EDTA (pH 8,3).
0,7g agar6z 100cm® TAE vagy TBE oldatban oldva, 0,5 ug/cm’ EtBr-ot

STOP oldat: 50mM EDTA, 2% szarkozil, 60% glicerin, 0,05% brémfenolkék.

12.tablazat A munkdnk sordn hasznilt egyéb anyagok és vegyszerek.

Anyagok, vegyszerek CEG
A mikrobiolégiai munkédkhoz (élesztékivonat, tripton, Oxoid
agar)
PAGE-hez (akrilamid, biszakrilamid, TRIS, TEMED, Sigma
SDS), szubsztratok (low viscosity CMC, sigmacell,
poligalakturonsav, lichenin, laminarin, galaktomannén,
birchwood xyldn és RBB-O-xylan [blue-xylan])
DNS tisztitashoz (fenol, kloroform és 3-merkaptoetanol) Loba Chemie AG
Kromatografidhoz (TRIS, SDS, NaCl) Pharmacia
Antibiotikumok, etidium-bromid és agar6z Serva
Egyéb vegyszerek Reanal
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11.3. MIKROBIOLOGIAI MODSZEREK
I1.3.1. Cellul6zbont6 baktériumok izolaldsa

Han és Srinivasan (1968) moddszerét kovettiik, az izoldlasnal Stewart és Laetherwood
(1976) altal kozolt taptalajt hasznalva. A cellulézbont6 baktériumok szelektaldsara Taether
és Wood (1982) médszerét alkalmaztuk. Az izolalt baktériumokat cellulézbonté képességiik
szerint birdltuk el a tovdbbi munkihoz, amit annak alapjan hatiroztunk meg, hogy 6 nap
alatt 300cm’® FF tapoldatban 1év3 5g celluléznak hany %-at képesek elbontani.

11.3.2. A baktériumok azonositdsa

A vizsgélatok folyamdn Stewart és Laetherwood (1976) altal kozolt taptalajt hasznaltuk,
a vizsgalatokhoz sziikséges modositdsokkal. A baktériumsejteket Gram mddszerrel (JATE,
mikrobioldgia gyakorlati jegyzet) festettiik. A keményit6- és celluldz-hidrolizist Wynne és
Pemberton (1986) szerint, a CMC hidrolizist pedig Teather és Wood (1982) mddszerével
detektaltuk. Az ammoéniaképzést peptonbdl, a nitratredukciét a Stackebrandt és Kandler
(1979) altal alkalmazott mddszer alapjan értékeltik. Szénhidrat hasznositast, katalaz
aktivitast, zselatin hidrolizist, anaerob szaporodast, a sz€nhidratbdl valé savtermelést
(gliik6zndl aerob és anaerob koérilmények kozott), foszfatdz és szulfatdz reakcidt a JATE,
mikrobiolégia gyakorlati jegyzetben leirtak szerint vizsgaltuk. Az antibiotikum
érzékenységet és az oxidiz reakcidt Gilardi (1971) médszerével teszteltiik. A tesztekhez
hasznalt oldatokat sziiréssel sterileztiik. Minden fiziol6giai tesztet aerob koérilmények
kozdtt, 30°C-on hajtottunk végre. Az azonositasi vizsgalatok soran a Cellulomonas uda’,
Cellulomonas flavigena®, Cellulomonas gelida®, Cellulomonas biazotea®, Cellulomonas
fimi®, Cellulomonas cellasea™ tipustdrzseket referenciaként hasznaltuk.

I1.3.2.1. Elektronmikroszképos vizsgalat

A baktériumtenyészetbdl kb. 10® sejt/cm’ slirfiségli szuszpenziét készitettiink. A
szuszpenziobodl 1 cseppet miianyag hartydval és szénnel bevont rostélyra cseppentettiink.
Hagytuk iilepedni kb. 2 percig, majd sziirSpapir segitségével a felesleges szuszpenzidt
leitattuk. Ezutdn 1 csepp foszfowolframat oldatot (2% H,PO,-12WO,-xH,0 oldat 1M KOH-
dal pH 7,0-re 4llitva) adtunk hozz4. 20-30 misodperc milva az oldatot leitatjuk és 24 dran
it pormentes helyen szaritjuk (Lickfeld, 1976). A preparatumokat Zeiss EM 910 tipusa
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elektronmikroszképpal vizsgaltuk (A mikroszképos vizsgilat a Mezdgazdasagi
Biotechnolégiai OTKA miiszerkozpontban [A 334] tOrtént).

[1.3.2.2. (G + C) mol% meghatarozédsa

A genom DNS-t tisztitas utdn feloldottuk 0,1-szeres SSC oldatban (0,015 M NaCl;
0,0015 M natrium-citrat, pH 7,0). A denaturaciés hdmérséklet (Tm) meghatarozasat egy
termoprogramozdval ellatott Gilford Response 2 UV-VIS spektrofotométerrel végeztiik,
kontrollként a Candida parapsilosis CBS 604 DNS preparatumot hasznalva (Tm=70,6).
Harom mérés atlagat szamoltuk a kovetkezd képlet alapjan (Marmur és Doty,1962):

(G+Cmol % =2,44 - (Tm - 81,5 - 16,6 - log c)
ahol ¢ a kation koncentréacidja (mol/dm®) az oldatban.

0,1SSC-re (c=0.0195):

(G+C)mol % = 2,44 - (Tm - 53,11)

I1.3.3. Enzimtermelés vizsgalata Kkiilonb6z6 szénforrasokon
A CelB7 jeli torzset egyediili szénforrasként celluldzt, cellobiodzt, gliikozt illetve glicerint
tartalmazé FF tapoldatban razatva tenyésztettiik a logaritmikus szakasz végéig (60 Ora;
30°C), majd vizsgiltuk a fermentlé és a sejtekhez kotott cellulaz és B-glikozidaz
aktivitasat.
I1.3.4. A baktérium szaporodas és enzimtermelés optimalizdldsa

I1.3.4.1. A baktérium szaporoddsdnak mérése

A tenyészetek sejtszamanak valtozasat spektrofotométerrel a 600 nm-en mért optikai
denzitds, vagy Pulfrich-féle nefelométerrel a fényszoras mérésével kovettiik.

I1.3.4.2. A baktérium fermentaldsa
A baktérium fermentéalasat 3 literes Erlenmeyer lombikban végeztiik Prasertsan €s Doelle

(1987) tapoldatat haszndlva kiegészitve 2% cellul6zzal. Egy liter tdpoldatot kevertettiink
magneses keverdvel (MLM P3, 600 RPM), 72 6raig 30°C-on.
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I1.4. BIOKEMIAI MODSZEREK
I1.4.1. Enzimek preparaldsa
I1.4.1.1. Preparélés az izolalt baktériumokbol
A fermentlébsl centrifugdldssal
(Janetzky, MLW K 80, 4000g, 30 Fermentlé

perc, 4°C) kiilonvalasztottuk a
feliiliszot (a feliiliszoban taldlhatd

Cellul6z + baktérium Feliiluszo
cellulazokat "szabad" celluldazoknak
neveztiik el). A csapadékot (celluloz
és baktériumsejtek) 50mM foszfat- ~ Celluloz Baktérium
pufferben (pH 7,0) szuszpendaltuk és l l
centrifugédlassal (Janetzky, MLW K80, "Kétott" "sejtbeni" "szabad"
200g, 5 perc, 4°C) elvalasztottuk a cellulizok celluldzok celluldzok
cellulozt (a cellulozban talalhato 11.4bra Cellulizok prepardldsinak vézlata az
cellulazokat "kotott" cellulazoknak izolalt baktérium fermentlevébdl.

neveztiik el) és a sejteket (a sejtekhez kotott és a sejtekben taldlhaté celluldzokat "sejtbeni”
cellulazoknak neveztiik el). A frakciondlds menete sematikusan a 11.abran lathato.

I1.4.1.1.1. A "szabad" celluldzok prepardldsa

A tovabbiakban "szabad" celluldzok alatt a fermentlében szabadon 1évé (cellulézhoz és
sejthez nem kotott) cellulazokat értjiik. A fermentlé feliilisz6t 1 mM végkoncentracidig
PMSF-fel és 5 mM végkoncentraciéig EDTA-val kiegészitettik, majd 0,2um
membranszirén (ME24 NL16, Schleicher & Schuell) torténé sterilre szlirés utdn
szazszorosara koncentraltuk Amicon PM10 membransziirGvel (Moser és mtsi., 1989). A
preparatumot 50%-os glicerinben -20°C-on taroltuk.

11.4.1.1.2. Cellulozhoz kotott celluldzok prepardldsa

A cellulézhoz kotott cellulazokat Langsford és misi. (1984) altal leirt, altalunk modositott
modszerrel preparaltuk. A sejtektdl elvélasztott cellul6z csapadékot négyszer mostuk
50mM-os foszfatpufferben (pH 7,0), igy eltdvolitva az aspecifikusan kot6dott fehérjéket.
A cellulézhoz kotddott cellulazokat elGszor bidesztilldlt vizzel eludltuk, majd oldatukat
kiegészitettik PMSF-fel, EDTA-val és foszfatpufferrel 1mM, 5mM és 30mM
végkoncentracioig (pH 7,6), majd 0,2um membransziiron (ME24 NL16, Schleicher &
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Schuell) torténd sterilre szirés utin pufferrel (1lmM PMSF, SmM EDTA, 30mM TRIS-
HCI, pH 8,2) szemben dializaltuk, amit Amicon PM10 membranszlrén valé koncentralas
kovetett, majd 50%-os glicerinbe téve -20°C-on taroltuk.

A cellulézrdl desztilldlt vizzel nem eludlhaté fehérjéket (cellulézhoz kotddott
cellulazokat) tovibbiakban 8M Gu-HCI oldattal (§M Gu-HCI, 50mM foszfatpuffer, pH 7,0)
eludltuk. A Gu-HCl-dal eludlt cellulazok oldatat pufferrel (1lmM PMSF, 5mM EDTA,
30mM TRIS-HCI, pH 8,2) higitottuk és 0,2um membranszirén (ME24 NL16, Schleicher
& Schuell) térténd sterilre sziirés utin ultraszdiréssel koncentraltuk kevesebb, mint 10°M
Gu-HCI tartalomig, majd a preparatumot 50 %-os glicerinbe téve -20°C-on téaroltuk.

11.4.1.1.3. Baktérium sejthez kotort celluldzok prepardldsa

A sejthez kotott celluldzokon a tovabbiakban a baktérium sejtben 1€v6 ill. a sejtfelszinhez
kotott cellulazokat értjiik. A 11.4abra szerint preparalt baktériumsejteket feltir6 oldatban
szuszpendéiltuk 2mM PMSF, SmM EDTA, 30mM TRIS-HCI, pH 7,5) és szonikéalassal
feltartuk (Branson 450 Sonifier, 20kHz, 300 Watt, 50% idé6tartam, 2 perc, 0°C), majd
Sorvall RC5R centrifugidval SS34-es rotorral (48000g, 60 perc, 4°C) centrifugiltuk. A
citoplazma frakciét a feliiliszé (citoplazma frakcié 1.), a sejttormeléket pedig a csapadék
tartalmazta. A sejttormeléket 0,5M-os NaCl oldatban (0,5M NaCl, 1mM PMSF, 5mM
EDTA, 30mM TRIS-HCI1, pH 7,6) szuszpendaltuk (sejttormelék frakcié 1.). Mindkét
frakciot 50%-os glicerinbe téve -20°C-on taroltuk.

A baktérium sejteket enzimes uton is feltirtuk. A sejteket lizozimes feltdré oldatban
(30mM TRIS-HCI, 0,32M szacharéz, 0,5mg/cm® lizozim, SmM EDTA, imM PMSF, pH
8,0) szuszpendaltuk, 30°C-on 20 percig inkubéltuk, majd centrifugiltuk (Sorvall RCSR,
SS34, 11000g, 30 perc, 4°C). A feliilisz6 képezte a citoplazma frakci6 II.-t. A csapadékot
pufferrel (ImM PMSF, 5mM EDTA, 30mM TRIS-HCI, pH 8,0) szemben dializaltuk és
Amicon PM10 membransziirdvel tizszeresére koncentraltuk (sejttormelék frakcio I1.). A
feliilisz6 a citoplazma frakci6 II.-t alkotta. A frakcidkat 50 %-os glicerinbe téve -20°C-on
taroltuk.

I1.4.1.2. Preparéilas rekombinans E. coli-bol

A rekombinéns plazmidot tartalmaz6 E. coli-val beoltott 100ug/cm® Ap-vel kiegészitett
100cm® LB tépoldatot 37°C-on egy éjszakéan 4t razattunk. A sejteket centrifugéltuk (15000g,
1 perc), majd pufferben (0,1M foszfat puffer, pH 6,8) szuszpendaltuk és szonikaltuk
(Branson 450 Sonifier, 20kHz, 300 Watt, 50% idGtartam) 2 percig 0°C-on. A szonikalt
sejteket centrifugéltuk (15000g, 10 perc) és a feliilisz6t (CFE) hasznaltuk enzim aktivitas
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meghatirozasahoz.

A CFE oldatot tovabb tisztitottuk etanolos kicsapéssal (50% végkoncentrécié, 4°C). A
centrifugalast (15000g, 1 perc) kovetGen a csapadékot feloldottuk puffer A-ban (S0mM
TRIS-HCI, pH 7,4). Ezt az oldatot FPLC-vel, Mono Q HR 5/5 (Pharmacia) anioncseréld
oszlopon frakcionaltuk tovabb puffer B (1M NaCl, SOmM TRIS-HC], pH 7,4) gradienssel.
A frakcidk celluldz aktivitisait CMC-bdl felszabaditott redukdlé cukor meghatarozasaval
és/vagy CMC tartalmu agar lemezen kovettik.

I1.4.2. Enzimek tisztitasa
I1.4.2.1. Gélkromatografia

A 0,05M (NH,),COs-tal ekvilibralt Sephadex G-10, G-25 gélt (Pharmacia) hasznéltunk
a kiilonb6z6 preparatumok sémentesitésére (20cm x lcm oszlop). Sémentesités utan a
preparatumokat liofilizaltuk.

I1.4.2.2. Affinitdskromatografia

A ConA Sepharose affinitdskromatografiat (3cm x 0,5cm) Gilkes és misi. (1988), alapjan
végeztilk. A celluléz affinitiskromatografiat (3cm x 0,5cm) a fermentlé felvitele utan a
"Cellulézhoz kotott cellulazok prepardlasa” I1.4.1.1.2. fejezet alapjan végeztik.

11.4.2.3. Toncserélé kromatogréfia

TRIS pufferrel (30mM TRIS-HCI, pH 8,0 "puffer A") ekvilibralt DEAE-Sepharose Fast
Flow (Pharmacia) anioncserél$ oszloptoltettel feltoltétt oszlopon (30mM TRIS-HCI, 0,5M
NaCl, pH 8,0 "puffer B") linedris 0,5M NaCl gradienssel (puffer B) végeztiik a szepardlast.

11.4.2.4. FPLC

Az FPLC (Fast Protein Liquid Chromatograph) két pumpéabdl (High Precision Pump P-
500), egy programozd egységbdl (Gradient Programmer GP-250) és egy frakcidszedd
kollektorbdl (Fraction Collector FRAC-100) allt. Az oszlopokat (Mono Q, Phenyl Superose)
a gyari el6irasnak megfelelGen hasznaltuk. Az eludlashoz hasznalt pufferek Osszetételét a
megfelel$ dbraszovegben adjuk meg.
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I1.4.3. Fehérjekoncentracié meghatarozasa

A mintdk fehérjetartalmat egyrészt Lowry és misi. (1951) altal leirt modszer szerint
Bradford (1976) médszerét alkalmaztuk, mindkét esetben human szérum albumint (HSA)
haszndlva standardként.

I1.4.4. Fehérjék vizsgdlata poliakrilamid gélelektroforézissel

Az SDS PAGE-t (0,75Smm vastag, 10,0 - 12,5% poliakrilamid koncentraci6ji) O'Farrel
(1975) szerint végeztiikk apré6 moddositdsokkal (Fabidn és misi., 1995). A fehérjék festése
CBB (Coomassie Brilliant Blue) R-250-nel Chen és mtsi. (1993), az eziist-festés Wray és
mtsi. (1981), vagy Merril és mtsi. (1984) szerint tortént. A glikoproteinek detektilasat SDS-
PAGE-ben Dubray és Bezard (1982) cikke alapjan végeztiik el. Abban az esetben, ha a
gélben is ki akartuk mutatni a celluldz aktivitast, akkor a mintdkat 60°C-on 10 percig
kezeltiik fehérje kezelSlében Gilkes és misi. (1989) szerint a szokdsos 100°C, 5 perc helyeitt.

I1.4.4.1. Az enzimek kimutatiasa

A celluldzok detektildsira eddig a PAGE utani agar replika gélben (mely tartalmazza a
vizsgilandd enzim szubsztratjat) Kongé vorossel torténd festést hasznaltdk (Béguin, 1983).

Az éltalunk kidolgozott mddszert hasznaltuk a celluldzok kimutatdsdra SDS PAGE utin
(Filop és Felfoldi, 1990). A médszer lényege: Béguin (1983) mddszerével eltdvolitottuk a
gélbsl az SDS jelentds részét, majd négyszer 20'-ig SOmM-os foszfatpufferben (pH 6,8)
razattuk a gélt. Az atpufferolas utan a gélt CMC oldatban (1% CMC, 50mM foszfat, pH
6,8), vagy a megfeleld szubsztrat oldatiban inkubéltuk 40°C-on 180 percig, majd Teather
és Wood (1982) médszere szerint Kongé vordssel megfestettiik a gélt. A fehérjéket egyes
esetekben CBB R-250-nel, mas esetekben eziist-festéssel tettiik 1athatéva, a kimutatni kivant
enzim mennyisége és aktivitisa fiiggvényében.

11.4.4.2. Az enzimek molekulatomegének meghatirozéasa

A molekulatdomeg meghatarozas, az SDS PAGE-ben torténd ismert molekulatdmegi
standardek felhasznalasaval tortént.
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I1.4.5. pH és hooptimum meghatarozasa

A pH optimum meghatarozasa a I1.4.7.2. pontban leirt médon, az enzimeknek megfeleld
szubsztrat, valamint 3,0-t61 10,0-ig 0,5 egységenként ndvekvd pH-ju (citrat-, foszfat- és
TRIS-) puffer jelenlétében, 30°C-on tortént.

A héoptimumot az optimalis pH-n, a I1.4.7.2. pontban leirt mddon, a megfeleld
szubsztrattal, 10°C-té1 70°C-ig 5°C-onként hatdroztuk meg.

I1.4.6. Szines szubsztrat készitése
11.4.6.1. Blue-CMC elGallitasa €s tisztitisa

A szines szubsztrit készitéséhez McCleary (1988) modszerét mddositottuk és
tovabbfejlesztettik. 1000cm® desztillalt vizben feloldottunk 10g CMC-t, majd felold6das
utidn az oldatot 10g NaOH-dal és 10g NaCO,-tal ligositottuk, majd 60°C-on 10 percig
kevertettiik. Ezutan évatosan 7g RBB-t adtunk az oldathoz és 0,5 6ran keresztiil 60°C-on
tartottuk. Lehtités utdn dllandé kevertetés mellett két térfogat etanol:aceton (4:1 tf%) elegyet
adtunk hozza cseppenként. A keletkezett RBB-O-CMC csapadékot sziirtiik (centrifugaltuk)
és visszaoldottuk 700cm?® desztilllt vizben (16ra, szobahSmérsékleten), majd etanol:aceton
elegyével jra kicsaptuk (ha a feliilisz6 nagyon kék lenne, megismételjiik még egyszer a
kicsapast). Az ujra oldott blue-CMC-t liofilizaltuk és leveg6tol elzarva szobahdmérsékleten
taroltuk. Ezzel az eljarassal kb. 10-11g blue-CMC kapunk (60-65 % kitermelés) (Fiilop €és
Ponyi, 1997).

11.4.6.2. Blue-mannan el$allitasa és tisztitisa

1000cm?® desztillalt vizben feloldottunk 5g galaktomannant, majd az oldatot 10g NaOH-
dal és 10g NaCO,-tal lagositottuk, majd 60°C-on 10 percig kevertettiik. Ezutdn dvatosan
2,5g RBB-t adtunk az oldathoz és 0,5 6ran keresztiil 60°C-on tartottuk. Lehiités utdn allan-
dé kevertetés mellett két térfogat etanol:aceton (4:1 tf%) elegyet adtunk hozza cseppenként.
A keletkezett RBB-O-mannan csapadékot sziirtiik (centrifugdltuk), visszaoldottuk 700cm’
desztillalt vizben (16ra, szobah6mérsékleten), majd etanol:aceton elegyével djra kicsaptuk
(ha a feliiliszé nagyon kék lenne, megismételjik még egyszer a kicsapast). Az djra oldott
blue-manndnt liofilizaltuk és levegst6l elzarva szobahdmérsékleten taroltuk. Ezzel az
eljarassal kb. 4-5g blue-mannint kapunk (70-75 % kitermelés) (Fiilop és Ponyi, 1997).
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I1.4.7. Enzimaktivitds meghatarozdsa
I1.4.7.1. Enzimaktivitas mérése szines szubsztrattal

11.4.7.1.1. Cellulaz aktivitds mérése

0,5cm’ 1,1% blue-CMC-t (0,1M TRIS-HCI pH 7,2 pufferben oldva), 0,25cm? puffert
és 0,25cm’ enzim-oldatot dsszemértiink, 60 percig 35°C-on inkubdaltuk. A reakcidt
leallitottuk 2cm? etanol:aceton (1:1 tf%) elegyével, alaposan dsszeraztuk és 2 perc elteltével
3000g-vel 3 percig centrifugaltuk. A feliluszé fényelnyelését vakkal szemben 590 nm-en
mértiik. A vak fényelnyelése nem lehetett tobb mint 0,02 AU.

Egy enzim egységen az enzim azon mennyiségét értjiik, mely a reakci6é koriilményei
kozott 1 AU fényelnyelést szabadit fel a blue-CMC-bdl.

11.4.7.1.2. Xylandz aktivitds mérése

A mérés korilményei megegyeznek a celluldz mérésével, csak 0,5cm’ 1,1% blue-xylant
hasznaltunk szubsztratnak. Egy enzim egységnek az enzim azon mennyiségét értjiikk, mely
a reakcioé koriilményei kozott 1 AU fényelnyelést szabadit fel a blue-xylanbol.

11.4.7.1.3. Mannandz aktivitds mérése

A mérés koriilményei megegyeznek a celluldz mérésével, csak 0,5cm’® 1,1% blue-
-manndnt haszniltunk szubsztrdtnak. Egy enzim egységnek az enzim azon mennyiségét
értjiik, mely a reakcié korilményei kozott 1 AU fényelnyelést szabadit fel a blue-
-mannanbdl.

11.4.7.2. Enzimaktivitas mérése redukalé cukor meghatirozéséaval
A redukalé cukor meghatirozisa 3,5-dinitroszalicilsav (DNSA) moédszerrel (Miller,
1959) tortént, gliikdzt hasznalva standardként. A celluldz (endogliikandz) aktivitds egysége:
pg glikéz/ug enzim/perc.
11.4.7.3. B-glikoziddz meghatdrozdsa p-nitrofenil-f3-D-gliikoziddal
A P-glikoziddz aktivitast a p-nitrofenil-B-D-gliikkozidbdl felszabaditott nitrofenol

meghatarozasaval mértiik (Wood és Bhat, 1988). A B-gliikozid4z aktivitas egysége: pmol
p-nitrofenol /ug enzim/perc.
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11.4.7.4. Cellobiozid4z meghatirozasa p-nitrofenil-p-D-cellobioziddal

A cellobiozidaz aktivitidst a p-nitrofenil-B-D-cellobiozidbél felszabaditott nitrofenol
meghatarozdsival mértiik (Wood és Bhat, 1988). A cellobioziddz aktivitds egysége: pmol
p-nitrofenol/ug fehérje/perc.

I1.4.7.5. Enzimaktivitds meghatdrozdsa CMC tartalmu agar lemezen

A cellulaz (B-gliikanaz) aktivitds egyszeri félkvantitativ meghatdrozadsat CMC tartalmu
agar lemezen (1,2% agar-agar, 0,1% CMC, 0,1M TRIS-HCl, pH 7,2) végeztik. A
vizsgalandé mintdkbo6l 10ul-t a lemezre cseppentettiink (Egy lemezen nagyszdmu minta
tesztelése végezhetd el). 30 perces 30°C-on torténd inkubdlds utdn a lemezt 30 percig
Kong6-voros oldattal (0,1%) festettiik, majd az aktivitdst 1M NaCl-dal 30 percig torténd
differencidldssal tettiik lithatévd. Az aktivitast 0-t0l 3-ig terjed0 skalan osztalyoztuk a
vildgos folt atmérGje és intenzitasa alapjan. Ugyanilyen médon mérhetd a xylanaz aktivitas
0,1% xylant tartalmazé agar taplemezen is.

11.4.8. Az enzimek szubsztratspecifitisanak meghatdarozasa

Az optimalis pH-n és hOmérsékleten, a 11.4.7.2. pontban leirt mddon, a megfeleld
szubsztratokkal (Avicel PH 102, Sigmacel, cellulé6z por MN300, sziir6papir (Schleicher &
Schuell), CMC, laminarin, lichenin, xyldn (birchwood), galaktomannén, poligalakturonsav)
végeztiik.

11.4.9. Cellul6zkioté domén vizsgalata

A rekombindns E. coli-b6l szdrmazé sejtmentes feliiliiszot (CFE)  sziirGpapirral
(Schleicher & Schuell) inkubdaltuk 30 percen 4t szobahémérsékleten. Centrifugéls utan a
feliilisz6 valamint az eredeti CFE aktivitdsat blue-CMC-vel hataroztuk meg, hogy a
redukald cukor hattere ne zavarjon (Montgomery és Fu, 1988).
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I1.5. GENETIKAI MODSZEREK
I1.5.1. DNS tisztitdasa, koncentraciéjanak mérése
I11.5.1.1. Plazmid DNS tisztitdsa

Nagy mennyiségii plazmid DNS preparatumot Sambrook és mtsi. (1989) alapjan ligos
lizissel allitottunk €l6.

A transzformalt sejtek plazmid DNS jelenlétét gyors-teszt (quick-test) modszerrel
vizsgéltuk (Pragai és mtsi., 1994a). A vizsgaland6 telepekbdl egy kacsnyi baktériumot 50ul
lizozim oldatban szuszpendaltunk és ezeket 20 percig 37°C-on inkubaltuk. A szuszpenziét
25ul 2% SDS oldattal 6sszekevertiik, majd 25ul semleges fenol/kloroformmal extrahdltuk.
A centrifugdlds (20°C, 5 perc, 12000g) utdn a feliiliszéban 1év6 DNS és RNS struktirdkat
0,7% agar6z gélelektroforézissel valasztottuk el.

I1.5.1.2. Genom DNS tisztitiasa

5cm?® 14-16 6ran 4t szaporitott baktérium tenyészetet a centrifugdlds (20°C, S perc,
12000g) utan 500ul lizozim oldatban szuszpendéltuk, majd 20 percig 37°C-on inkubaltuk.
A szuszpenziét 360ul 2% SDS oldattal és 500ul semleges fenol/kloroformmal
Osszekevertiik, majd centrifugéltuk (20°C, 5 perc, 12000g). A vizes fazist dvatosan, vagott
végli pipettdval tiszta eppendorf csSbe vittik at és azonos térfogati semleges
fenol/kloroformmal Gjra extrahaltuk. Az extrakciét addig ismételtiik, amig a hatarfazison
mar nem lathaté kicsapddott fehérje. Ekkor a feliiliszot 2,5 térfogat etanollal Osszekevertiik.
A csapadékot centrifugaltuk (20°C, 5 perc, 12000g), 70 tf%, -20°C-os etanollal mostuk,
majd a feliiliszot teljesen eltavolitottuk. A csapadékot 300ul TE pufferben oldottuk és 6ul
RN4zt (10mg/cm?®) adtunk hozza. A keveréket 30 percig 37°C-on inkubaltuk, majd 100ul
semleges fenol/kloroformmal extrahaltuk. A centrifugalds (20°C, S perc, 12000g) utédn a
vizes fazist azonos térfogati kloroform/izoamil-alkohollal (24:1) extrahdltuk. A
centrifugalas (20°C, 5 perc, 12000g) utdn a felss fazist 2,5 térfogat etanollal dsszekevertiik.
A kicsapdédott DNS-t centrifugélassal gyiijtottiik 6ssze (20°C, S perc, 12000g), 70 tf%, -
20°C-os etanollal mostuk, végiil a felildszot teljesen eltdvolitottuk. Vakuumszaritds utin
a DNS-t 300ul steril bidesztillalt vizben oldottuk és -20°C-on taroltuk (Pragai és misi.,
1994b).
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I1.5.1.3. DNS koncentracio mérése

A TE pufferben oldott DNS minta koncentracidjat Beckman DU-50 spektrofotométerrel
259nm-en mért abszorbancia alapjan szdmoltuk. 50.g/cm® DNS koncentracionak 1 A,
felel meg.

I1.5.2. Génkonyvtar készités

A Cellulomonas sp. génkonyvtarat pBluescript® II KS* vektorban készitettiik el
Zabarovsky és Allikmets (1986) szerint a kdvetkezd modositasokkal. Az altalunk izolalt
Cellulomonas sp. CelB2 és CelB7 torzsek genom DNS-ét részlegesen emésztettiik Sau3Al
restrikcios endonukledzzal. A DNS fragmenseket agar6z gélelektroforézissel elvalasztottuk
és a 2-8 kb tartomanyba esGket a gélbol izolaltuk. A Sau3Al képezte 5' ragadds végeket
részlegesen feltoltottiik Klenow DNS polimerdzzal dATP és dGTP nukleotidok
felhaszndldsaval. A  Sall-el emésztett
pBluescript® II KS* vektor (Stratagene,
12.4bra) DNS-ét hasonléan parcidlisan
toltottik dTTP és dCTP nukleotidokkal. A
kromoszéma és vektor DNS-t 1:1 ardnyban
ligltuk. A konyvtarat nem amplifikaltuk
Escherichia coli-ban, hogy megeldzziik olyan
klénok elvesztését, melyek az E. coli életké-

pességét nagymértékben csokkentik. A
konyvtar megbizhatosdgénak vizsgalatahoz E.
coli DHS5a-t elektrotranszformaltunk 1ul
ligacios keverékkel, mely 0,04ug vektor és }/gl-fgrra A pBluescript® II KS* kl6nozé
0,04pg genom DNS-t tartalmazott. A

transzformdlt sejteket LB agar lemezen

szelektdltuk 100ug/cm® Ap, 0,6mM IPTG és 40ug/cm® X-Gal jelenlétében. 1,7x10° Ap
rezisztens telepet kaptunk, melyek koziil 90,5% volt fehér, ami azt mutatja, hogy ezek
rekombindns plazmidot hordoztak. Az inzert atlagos méretét 30 véletlenszertien valasztott
fehér telepbdl izolalt plazmid EcoRI és Xhol emésztésével hatdroztuk meg. Ez koriilbeliil
2,5 kb volt. A P=1-(1-f/F)N képletbdl szamolva az atlag inzert méret (f) és a genom méret
(F) alapjan (Cellulomonas becsiilt genom mérete 4,5Mb) kb. 8290 fehér ill. 9110 Ap rezisz-
tens telep (N) reprezentdlja a Cellulomonas sp. CelB7 genomjat 99 % valdszintiséggel (P).
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I1.5.3. Az aktiv klonok szelektalasa a konyvtarbol

A Cellulomonas génkényvtarral transzformalt E. coli DH5« sejteket Ap-nel 100ug/cm?-
re, blue-CMC-vel (blue-xyldnnal) 0,1%-ra kiegészitett LB ldgyagar gélbe szuszpendaltuk
(700 transzformans/cm?), majd a szuszpenzidt Ap-nel kiegészitett (100ug/cm’®) LB agar
lemezre (20cm atmérGji) rétegeztiik, hogy a transzformaélt és endogliikanazt (endoxylanazt)
termel$ klénokra szelektaljunk.

A deléciés klonok szelektildsit endogliikandz és endoxylandz aktivitdsra Ap-t
(100pg/cm’) tartalmazé és 0,1% blue-CMC-vel (blue-xyldnnal) kiegészitett LB agar
lemezen végeztiik.

I1.5.4. A cellulaz és xylandz aktiv klénok restrikciés térképezése

A DNS endonukledz emésztéshez, defoszfatidlashoz és ligdldshoz az enzimeket
(restrikciés endonukleazok, CIAP és a T4 DNS ligdz) a Stratagene, az Amersham é€s a
Boehringer Mannheim cégekt6l vasaroltuk. Az emésztéseket, a defoszfatdlast és a ligalast
a gyartok javaslata alapjan végeztik.

I1.5.5. DNS elvalasztas agardz gélelektroforézissel

A kiilonboz6 méretli DNS-ek elvalasztasdra horizontdlis agardz gélelektroforézist
hasznaltunk. A nagyméretii DNS fragmenteket TAE pufferben kis fesziiltséggel (1-2 V/cm),
a kis méretiieket TBE pufferben magasabb fesziiltséggel (5-10 V/cm) valasztottuk el
(Hopwood és mtsi., 1985). Végiil az EtBr-ot tartalmazd agar6z gélt UV transzilluminatoron
vizsgaltuk, mert UV fényben az EtBr-os DNS jellegzetes voroses fényt emittal.

I1.5.6. A DNS szekvenaldsa

A manuilis szekvendldshoz a pBluescript® II KS plazmidba épiilt inzertet T7 DNS
polimerazzal ("'Sequencing Kit - Pharmacia) a gyart javaslata szerint a Sanger-féle
lancterminéciés médszerrel (Sanger és mtsi., 1977) szekvendltuk. Spug plazmid DNS-t 20
percig 37°C-on liggal denaturaltuk, majd etanollal kicsaptuk és 70 tf%-os etanollal mostuk.
A csapadékot 10ul bidesztillalt vizben felvettiik, majd 1ul Annealing puffert és 1ul
megfeleld primert adtunk hozzd. A mintit 65°C-on tartottuk 2 percig, majd
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szobahémérsékletire hitottiik. A primer ekkor kapcsolédik a vele komplementer plazmid
részhez. Ezutan 3ul Labelling Mix-dNTP-t, 1ul Enzyme Dilution puffert, 0,5ul *S-dATP-t
és 0,5ul T7 DNS polimeraz enzimet adtunk az elegyhez. Az 5 percig 37°C-on tartd
polimerizalas utan a mintat 3,5ul-enként négy eppendorfcsdbe tettiik, melyekbe elézdleg
2,5ul "A", "C", "G" és "T" Mix-Short-ot mértink be. A mintdkat a didezoxi-
nukleotidokkal 37°C-on 5 percig inkubaltuk, majd a reakcidt 4ul Stop oldattal ledllitottuk.
A mintdkat hddenaturaltuk (100°C, 3 perc), majd az egyszali DNS fragmenteket 6,0 %-0s
poliakrilamid gélben valasztottuk el, végiil a karbamid mentesitett gélr6l autoradiogrammot
készitettiink.

Az automata szekvenaldshoz a Cellulomonas sp. genom DNS Sau3Al-val emésztett
darabjit, (mely a keresett celluliz gént kodolja) kiilonféle restrikciés enzimekkel
térképeztiikk és vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 fragmentek képesek-e a keresett enzim
termelésére. A legkisebb aktiv DNS darabot hordozé klént ezutin a térképezés
eredményeinek felhasznalasdval daraboltuk és szubklonokat készitettiink pBluescript®II KS
kl6noz6 vektorba. A keletkezett szubklénokbdl a vektorban taldlhaté T7 és T3 promoéternek
megfeleld primerekkel amplifikdltuk az inszertet PCR segitségével 25 ciklusban, amelyet
g€éIbdl tisztitds utan festék termindcios szekvenald kit segitségével (Amersham) a T7 és T3
primerek felhasznildsival szekvendltuk. A szekvenaldsi reakcio el6tti PCR médszert azért
allitottuk be, mert a Cellulomonas sp. igen magas GC tartalommal rendelkezik, és igy a
szekvenalds nem volt hatékony magabdl a vektorbol. A szekvenalasi reakciot ABI 373 (ABI
310) szekvenil6 gépen analizaltik. A szekvenilasi reakci6é eredményeinek értékelése utdn
a nagyobb szubklénokbdl djabb klénokat készitettiink és igy a keresett gént kddol6 régiot
a fenti médszerrel szekvenaltuk a két szdlon végig.

I1.6. FEHERJEK OSSZEHASONLITASA, MODELLEZESE

A szekvenciak §sszehasonlitisira BLASTP 1.3.11 (Altschul és mtsi., 1990) és BLASTP
1.4.10 (Altschul, és mutsi., 1997) programokat hasznaltunk, melyek a vildg kiillonbdzd
molekularis bioldgiai szerverein megtalalhatok.

A masodlagos szerkezet elérejelzéséhez a kovetkez6 programokat hasznaltuk:

Double prediction (Deléage és Roux, 1987), Gibrat (Gibrat és mtsi., 1987), Garnier
(Garnier és mtsi., 1978), GOR és GOR 1V (Garnier és mtsi., 1996), Homologue (Levin és
Garnier, 1988), Predator (Frishman és Argos, 1996), SOPM (Geourjon és Deléage, 1994),
SOPMA3 (Geourjon és Deléage, 1995), SOPMA4 (Geourjon €s Deléage, 1994).
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A fehérjeszekvencia Osszedllitisiban a GCG programcsomag (embnet.abc.hu) volt
segitségiinkre.

A fehérjék homoldgia modellezéséhez szerverként a SWISS-MODEL Protein Modelling
Servert, adatbazisként a SWISS-PROT protein sequence database Release 36.0-t hasznaltuk.

A fehérjemolekuldak modellezéséhez a kdvetkezd programokat hasznaltuk:
Swiss-PdbViewer v 3.0 (Guex és Peitsch, 1998)
HyperChem™ 4.5 molekula modellez6 program

A dolgozat kiilleme a Corel WordPerfect Suite 7 programcsomaggal késziilt.
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I1I. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
I1.1. AZ IZOLALT BAKTERIUMOK
III.1.1. A baktériumok izoldlasa
Go6dolloi és békéscsabai talajbol 17 celluldzbontd baktériumot izoldltunk. A baktériumok

Whatman No. 1 sziir6papiron sarga telepeket képeztek, MN 300 celluldzt tartalmazo agar-
lemezen pedig jol lathato

feltisztulasi zoénat alaki- 13.tablazat Celluldzbonté baktériumok cellulolitikus aktivitasa
tottak ki (13.4bra A). A Whatman No. 1 sziir6papiron.
talajpan a cellulézbontd Whatman No 1 szlirGpapir
baktériumok szorosan a Torzs Visszamaradt Elbontott
ndvényi szervesanyaghoz celluloz (g) cellul6z (%)
tapadva fordulnak elG, B1 2.74 45,2
ami megneheziti izola- CelB2 2,40 52,0
lasukat. Az izolalas ered- B3 2,69 46,1

. . . B4 2,75 45,0
ményesebbé tehetd ezen B5 753 49 3
mikroorganizmusok du- CelB7 2,01 59,8
sitdsaval, amely a talajba B10 2,45 51,0
K ulézzal 18 B11 2,64 47,2

evert cellulézzal vald B13 2.60 48.0
inkubalassal torténik. A B16 2,67 46,5
talajkivonattal ~ beoltott B17 2,55 49,0

y = ; Cellulomonas flavigena 2,65 47.0
lfemcsovekbffn a ta}pf)ldat Cellulomonas fimi 2,25 55,0
és a levegd hataran a Cellulomonas uda 2,15 57,0

cellul6zbonté mikroorga-

nizmusok felszaporodnak,

a szlrGpapir bomldsnak indul és szétfoszlik. A cellulozbonté kulturdbol beoltott
sziirGpapiron a cellulolitikus baktériumok telepei lathatova valnak, mikozben a cellul6zt
elfolyositjak. A celluldzt bontd telepeket tobbszori atoltdssal Han és Srinivasan (1968),
modszere szerint tovabb dusitottuk, majd a ddsitott kultirakbol vett inokulumokat 1%
cellul6zporral kiegészitett SL taptalajra szélesztettiik. A celluldzt bontd baktériumok telepei
kortil a jol ismert tisztuldsi zona jelentkezett a celluléz elbontdsdnak eredményeként (13.4bra
A). A cellulézagaron szaporodd baktériumtelepek mindegyikét megvizsgaltuk CMC-bontd
képességre. Teather és Wood (1982) mddszerével érzékenyen, gyorsan €s egyértelmiien el
lehet donteni egy mikroorganizmusrdl, hogy képes-e enzimjeivel a CMC bontdsara. Az
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eljarassal csak az endogliikanazokat lehet detektdlni, mivel a mddszer 1ényege, hogy a
Kongd vords 6t vagy tobb, B-1,4 kotéssel Osszekapcesolt B-D-gliikopiranozil egységekkel
reagal. Ezért a kb. 600 gliikozegységbdl allo6 CMC-t az exogliikkandzok (melyek gliikozt
vagy cellobioz egységeket hasitanak le a cellul6zlanc nem redukdldé végérdl) hosszabb id6
alatt bontjak le a kritikus hatarig, mint a véletlenszerien a lanc kozben hasitd

. -
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13.abra ‘A’: A celluldz tartalmi agaron a cellulézbonté baktériumok (CelB7) telepei koriil a
cellul6zbontés hatdsara hidrolizédlasi zna jelenik meg (bal dbra). ‘B’: A CelB7 mikroszképos képe
(jobb abra).

endogliikandzok. A mikrokristilyos celluléz bontdsahoz az exogliikandzokra is sziikség van
(Gilkes és mtsi., 1988), aminek jelenlétére utal a baktériumok telepei kortil a cellulézagaron
megjelend tisztuldsi zona (13.abra A). Munkdnk soran az izoldlt cellulézbontd
baktériumokat cellulézagarra torténd tobbszori szélesztéssel tisztitottuk meg a kisérd
baktériumoktdl. Az izolatumok tisztasdgat mas szénforrast (gliikdz, cellobidz, keményitd)
tartalmaz6, Stewart és Leatherwood altal leirt tiptalajon ellendriztik, kiegészitve
mikroszkdpos vizsgalatokkal. Az izolalt baktériumok koziil a CelB7 jeld békéscsabai talajbol
izolalt baktérium a Whatman No. 1 sziir6papir kozel 60%-at, mig a tobbi izoldtum a
celluléz 45-52 %-at bontotta el 6 nap alatt (13. tablazat). A cellulézbonté képesség alapjan
a CelB2 és a CelB7 jeld békéscsabai szant6foldi talajbol (buzatarld) izolalt cellul6zbontd

baktériumot vizsgaltuk tovabb.
II1.1.2. A baktériumok tulajdonsigai és azonositasuk
Az azonositiashoz a Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Sneath és mitsi., 1986)

iranyelveit, leirasat hasznaltuk kiegészitve a Bergey's Manual of Determinative Bacteriology
(Holt és mtsi., 1994) utmutatasaival is. Az elektronmikroszkopos vizsgalatok szerint (14.
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és 15.abra) mindkét izolatum aktivan mozgé, helyvaltoztatasra képes polaris ostorral

14.4bra Az izolalt CelB2 elektronmikroszképos képe. ‘A’: 12500-szoros nagyitdsban,
‘B’: 10000-szeres nagyitdsban.

rendelkezik, mely az esetek tilnyomé részében egy hossza flagellum. Fiatal korban a
Cellulomonas sp. CelB2 sejtjei a mérések szerint 0,5-0,6 - 2,5-3,0 um nagysaguak, melyek
id6sebb korban rovidebbek 0,5 - 1,4 um-esek és sokszor 0sszetapadnak. A Cellulomonas

A B

15.4bra Az izolalt CelB7 elektronmikroszképos képe. ‘A’: 25000-szeres nagyitasban,
'B': 6300-szoros nagyitasban.

sp. CelB7 sejtjei hasonldéan a CelB2-hoz 0,5-0,6 - 2,2-2,8 um, idésebb korban 0,5 - 1,2 um
nagysaguak. Mindkét baktérium cellul6z vagy mds poliszacharidot tartalmazd kdzegben
nyalkat termel, sokszor a sejtek tomegesen tapadnak Ossze e nydlka hatdsara. Ez a jelenség
mas Cellulomonas fajok esetében is megfigyelhetS (pl. C. fimi, C. flavigena). A nyélka
sokszor igen megneheziti a sejtek ill. a sejtekben 1évG enzimek, genetikai anyagok
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izolalasét.
A Kkivalasztott torzs a referencia torzseknél is eredményesebben hidrolizlta a Whatman
No. 1 sziir6papirt (13.tdblazat). Mindkét (CelB2 és CelB7 jeldi) izolatum egy Gram

14.tablazat Az izoldlt baktériumok kozil a B2 és B7 jeld torzs daltaldnos tulajdonsdgainak
Osszehasonlitdsa a referenciaként haszndlt C. fimi-vel.

Altalanos tulajdonsigok | Cellulomonas fimi CelB2 CelB7
Telep morfolégia kor, csillogd kor, sima kor, sima
Telep pigmentacid sarga vilagos sarga sarga
Telepatmérd (mm) 0,4-1,8 0,9-3,1 0,4-2,1
Mozgéasképesség + & +
Optimalis h6mérséklet 30°C 30°C 30°C
Novekedési faktor tiamin, biotin tiamin, biotin tiamin, biotin
Gram festodés e + o+
Sejt alakja palcika palcika pélcika
Anaerob novekedés + %+ +

pozitivan fest6dd, pélcika alaki (13.4bra B), mozgasra képes baktérium, amely sarga, 0,4-
2,1 mm atmérGjud telepeket képez a CelB7, illetve vilagos sarga, 0,9-3,1 mm atmérdji
telepeket képez a CelB2 esetében (14.tdblazat). Novekedésiikhoz tiaminra €s biotinra van

15.tabldazat Az enzimaktivitisok Osszehasonlitisa a CelB2, CelB7 jeli torzs és a referenciaként

hasznélt C. fimi kozott.

Enzim aktivitas Cellulomonas fimi CelB2 CelB7
Amilaz -+ + +
Cellulaz + + ++

Cellobiozidaz + + +
CMCaz + ++ ++
Xylanaz + + =+ +

Xylobiozidaz + + +
Pektinaz + + -

Mannanaz + + +
Zselatinaz + < =+
Katalaz + + +
Oxidaz - - -
Foszfataz + + +
Szulfataz - - -
Nitrat redukcio + + +

sziikség és képesek anaerob koriilmények kozott novekedni.
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A keményitét, a celluldzt, a CMC-t és a zselatint (gyengén) hidrolizéljak. Cellobiozt,

16.tabldazat A CelB2, CelB7 valamint a referenciaként hasznalt C. fimi szénforras hasznositdsa.

Egyediili szénforras Cellulomonas fimi CelB2 CelB7

Cellul6z
Keményité
D-xyloz
L-arabindz
D-gliik6z
D-mannéz
D-galaktoz
Cellobidz
Maltoz
Szachar6z
Acetat
Glicerin
L-laktéz

D-rib6z -

+H++ A+t
t4+++++++++++
+H+++ A+t

+ +

+

xylobidzt, xylant és mannant bont6 enzimeket is termelnek. Pektindz aktivitassal csak a
CelB2 rendelkezik. Peptonb6l ammoniat termelnek és a nitratot redukaljdk. Kataldz és
foszfataz pozitivak. Szulfatiaz és oxidaz reakcidjuk negativ (15.tablazat).

17.tablazat Savtermelés a CelB2, CelB7 valamint a referenciaként hasznalt C. fimi kozott kiilonb6zo
szénforras hasznositasakor.

Savtermelés Cellulomonas fimi CelB2 CelB7

D-gliik6z aerob
D-gliik6z anaerob
Lakt6z
Fruktoz
L-arabin6z
Maltoz
Cellobiéz
D-xyloz
Szachar6z
Dextrin

+
+

++ A+
e S S s

+++++++

Szénforrasként a kovetkezd vegyiileteket hasznositjdk: zselatin, celluléz, keményitd,
poligalakturonsav, D-xyléz, L-arabindz, D-gliikéz, D-manndéz, D-galaktdz, xylobidz,
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cellobiéz, maltéz, szachardz, acetat, glicerin. L-laktozt egyik sem, D-ribozt csak a CelB2
képes felhasznalni (16.tablazat).

Savat termelnek D-gliik6zbdl, laktdézbdl, frukt6zbol, L-arabindzbdl, maltézbdl,
cellobidzbdl, D-xylézbol, szachar6zbol €s dextrinbdl (17.tablazat).

18.tabldazat A CelB2, CelB7 valamint a referenciaként hasznalt C. fimi antibiotikum rezisztencidja.

Antibiotikum rezisztencia | Cellulomonas fimi CelB2 CelB7

Sztreptomicin - - -
Tetraciklin - - -
Polimicin B - - -
Neomicin - - -
Kanamicin - - -
Ampicillin - + +

A vizsgélt antibiotikumokra érzékenyek, egyediil ampicillin rezisztencia figyelhetd meg az
izolalt két torzsnél (18.tablazat).

Az izolalt baktériumok koziil a két kivalasztott CelB2 és CelB7 jeliit az elsddleges
vizsgalodas eredményei alapjan a szabélytalan, nem spordazé Gram™ palcak kozé soroltuk.
Ez a Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology 15.csoportjat jelenti  19.tabldzat (G+C)% a Cellulomonas genuson beliil.

(Sneath és mtsi, 1986). A csoportba Fai (G + C)
a
tartozé nemzetségek koziil fakultativ y mol %
anaerob  tulajdonsiaggal csak a Cellulomonas biazotea 723
kovetkez6k rendelkeznek: Cellulomonas cellasea 74,8
a Cellulomonas cellulans 76,6
G bact Agr ’
orynebacterium, .gzomyce.s, Cellulomonas fimi 717
Cellulomonas, OQOerskovia, Rothia, Cellulomonas flavigena 72,7
Actinomyces, Arcanobacterium, Cellulomonas gelida 72.4
Propionibacterium, Arachia, Cellulomonas uda 72,0
i . CelB2 74,5
Gardnerella. Harom genus kivételé- CelB7 743

vel  (Agromyces,  Cellulomonas,
Oerskovia) — melyek elsGsorban talaj-
ban fordulnak el6 — mind emberi és allati patogének, igy vizsgilatunkbol kiestek. Az
Agromyces katalaz negativ, az Oerskovia sejtjeinek kiterjedt eldgazo hifaszeri alakja van.
igy csak a Cellulomonas genusba sorolhatok az izoldtumok (CelB2 és CelB7). A
Cellulomonas genusban a kovetkezG fajok talalhatok: Cellulomonas biazotea (Bergey €s
mtsi., 1923) Cellulomonas cartae (Stackebrandt és Kandler, 1980), Cellulomonas cellasea
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(Bergey és mitsi., 1923), Cellulomonas cellulans (Stackebrandt és Keddie, 1988),
Cellulomonas fermentans (Bagnara és mtsi., 1985), Cellulomonas fimi (Bergey és misi.,
1923), Cellulomonas flavigena (Bergey és mitsi., 1923), Cellulomonas gelida (Bergey és
mtsi., 1923), Cellulomonas hominis (Funke és mtsi., 1995), Cellulomonas turbata
(Stackebrandt és mtsi., 1983), Cellulomonas uda (Bergey és mtsi., 1923). Az Anyagok €s
moédszerek fejezetben bemutatott és térzsgyijteménybdl beszerzett fajokat hasonlitottuk
Ossze az izolatumokkal. Az izolitumok optimalis novekedéséhez biotinra és tiaminra van
sziikség, a Cellulomonas genus tagjaira jellemzéen (Sneath és mtsi, 1986). Az izolalt és
kivalasztott torzs minimadl tiptalajon nem képes ndvekedni, mas névekedési faktorokat is
igényel, mint arrdl a Cellulomonas flavigena esetében is beszamoltak (Kim és Wimpenny,
1981). A Cellvibrio genusba tartoz6 baktériumok asvanyi s6 taptalajon is képesek ndvekedni
(Blackall és mtsi., 1985) és a Polymixin B antibiotikumra nem érzékenyek. Az izolatumok
leginkabb a Cellulomonas fimi-re hasonlitottak, de attdl tobb tekintetben is eltértek. Nem
bontjik, vagy csak kis mértékben (CelB2) a pektint, az acetatot hasznositjak, a laktozt
viszont nem. Az ampicillinnel (20ug/ml) szemben kismértéki rezisztencia tapasztalhatd. Az
elvégzett azonositasi vizsgalatokbdl kitlinik (14.-18.tablazat), hogy a CelB2 és a CelB7 jelii
torzs a Cellulomonas genusba sorolhatd, de a genuson beliil annak egyik ismert tagjaval sem
azonos.

A (G+C) % mérésének eredménye alapjan (19.tablazat) a két izolalt baktérium szintén
a Cellulomonas genusra jellemz6 magas 70% feletti (G+C) % értéket mutatja, de nem
egyezik egyik ismert fajaval sem.

A tovabbi genetikai vizsgilatok nagymértékben valdszinisitik, hogy a békéscsabai
talajbol izolalt cellulézbonté baktériumok koziil legalabb a Cellulomonas sp. CelB7 a genus
Uj tagja, 6nallo, uj faj.

Az izolalt torzseket a MezGgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
Gyljteményénél nemzetkozi ipari szabadalommal védve, a Cellulomonas sp. CelB2-t
NCAIM {P} B 001203 (Felfoldi és Fiilop, 1993) és a Cellulomonas sp. CelB7-t NCAIM
{P} B 001204 (Fiilop és Felfoldi, 1993) szamokon helyeztiik letétbe.
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II1.1.3. Az izoldlt baktériumok fermentalasa

A baktérium altal termelt O-glikozil hidrolazok tn. extracellularis enzimek, azaz a sejt
altal az extracelluléris térbe transzportdlodnak.

Vizsgiltuk a celluldz aktivitas valtozdsat az idGben, valamint az aktivitds id6fiiggését a
celluléz mennyiségétsl fiiggéen a fermenticié folyamdn (16.4dbra). A baktérium
fermentdldsakor a stacioner szakasz elején érték el a cellulé6zhoz kotott celluldzok a
maximalis aktivitast, mig a "szabad" celluldzok (sejtmentes fermentlé feliiliszd) aktivitasa
a fermentilds folyaman végig novekedett (16.dbra A). A tédptalaj celluldztartalmanak

F 200

—
(=]
1

2004

Sejtszam

108

100 100

Cellulaz aktivitas (uggliikdz/ml/perc)
Cellulaz aktivitds (ugglikéz/ml/perc)

T
24 48 72 96 idS (6ra) 2 4 6 8 id§ (nap)
Baktérium szaporodas . 0,5;70 CF”‘”‘:’?
A ——————— Cellulozhoz kotott celluldz aktivitas — —7====~ 1,0% celluloz B
Szabad celluldz aktivitas 3,0% celluloz

16.4bra 'A': celluldz aktivitds véltozasa a CelB7 jeld torzs szaporoddsa folyamédn. A baktérium
0,5 % MN 300 cellulézt tartalmazo tapoldatban szaporodott, 30 °C-on, 600 rpm-mel kevertetve.
'B': kiilonbozd celluléz mennyiség hatisa a CelB7 fermentlében taldlhatd "szabad" celluldz
aktivitdsra a fermentdci6 folyaman.

novelésével csOkkent a "szabad" cellulazok specifikus aktivitdsa a fermentlében (16.abra B).

A fermentalasi vizsgalatok aldtimasztjak Stutzenberger (1989) megfigyelését, mely
szerint a cellulozhoz kotott denaturdlédott enzimek gatoljak a celluldzok cellulozhoz
kotédését. A 16.B abrabdl kitiinik, hogy a cellul6z mennyiségének novelésével csokken a
"szabad" cellulizok mennyisége, mert egyrészt a feleslegbe keriilt cellul6z nem limitélja a
kotddést, masrészt amint Langsford és mtsi. (1987) munk4jabdl is kideriil, a cellul6zhoz
kotédott celluldzok ellendllnak a sajat (baktérium) proteazok hasitdsanak. Ezt a megfigyelést
megerdsiti a 16.A 4abra is, melybdl egyértelmien latszik, hogy a kotddott cellulazok
csokkenésével novekszik a "szabad" cellulizok mennyisége a fermentdlds folyamén (a
sejthez kotott cellulazok mennyisége két nagysagrenddel kisebb, mint a cellul6zhoz kotott
ill. "szabad" cellulazoké, igy gyakorlatilag elhanyagolhatd).

A cellulaz termelést kiilonb6z6 szénforrast tartalmazo tdpoldatokban is megvizsgaltuk.
A fermentlé csak a celluldozt és a cellobiézt mint egyediili szénforrdst tartalmazo
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tenyészetekben rendelkezett celluldz aktivitdssal, de B-gliikoziddz-aktivitas egy esetben sem
volt észlelhetd (20.tdblazat). A sejtekhez kotdtten azonban minden esetben kimutathat6 volt
mind celluldz-, mind B-glikozidaz-aktivitas (20.tablazat).

20.tablazat Kiilonboz$ szénforrdson tenyésztett CelB7 baktérium sejtekben a sejthez kotott és
fermentlében taldlhaté celluldz és B-gliikoziddz aktivitds detektdldsa.

Cellulaz aktivitas [-gliikozidaz aktivitas
Kiilonboz6 (ug gliikdz/ml/perc) (umol p-nitrofenol/ml/perc)
szénforras
Fermentlé Sejthez kotott Fermentlé Sejthez kotott
Glikéz - 15,0 — |
Glicerin — 39,0 - 3,0
Cellobioz 110,0 41,0 — 5,2
Celluléz 230,0 44,0 - 5,7

A baktériumsejthez kotott aktivitds tovabbi vizsgdlatdhoz a taptalajrol kozvetleniil az
elektroforézis kezelSlébe vitt baktérium inokulumot 60°C-on 10 percig inkubaltuk, majd az
SDS PAGE utin a I1.4.4.1. pont szerint detektiltuk az aktivitast. Még a glicerint

1 2 3 4 5 1

116 kDa

67 kDa

45 kDa

13 kDa

17.abra Kiilonbozd tiptalajon szaporitott CelB7 sejtjei-
ben talalhat6 celluldz aktivitist fehérjék elvalasztasa SDS
PAGE-vel. 1. Molekulatomeg standard, 2. 1% cellul6zzal,
3. 1% cellobidzzal, 4. 1% glikézzal, 5. 1% glicerinnel
kiegészitett FF taptalajon szaporitott CelB7 torzs.

szénforrasként tartalmazé taptalajon torténd tenyésztés folyamdn is kimutathatd volt egy
kevés sejthez kotott cellulaz aktivitas (17.4bra). Berg, (1975) a Cellvibrio fulvus €s Yamane
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és mtsi. (1971) a Pseudomonas fluorescens var. cellulosa esetében szamoltak be arrél, hogy
cellobiézt vagy glikézt tartalmazé tenyészetekben szaporitott sejtek esetében a sejthez
ko6totten ki lehet mutatni cellulaz aktivitast. Moser és mesi. (1989) a munkacsoportjuk altal
klénozott celluldzok koziil is kimutattdk, hogy az endoglilkandz A és endogliikaniz B
glicerinen, valamint az endoglilkaniz B még glikézon tenyésztett C. fimi sejtekben is
atirédik. Hasonl6 eredményeket kaptunk a CelB2 torzzsel is.
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II1.2. A SZINES SZUBSZTRATOK
II1.2.1. Szines szubsztratok készitése
A Cellulomonas sp. génkonyvtar gyors analizise érdekében, valamint a celluldz és
mannanaz aktivitisanak méréséhez, az “Anyagok és mddszerek” részben foglaltak szerint
készitettik az RBB-O-CMC-t és RBB-O-mannant (18.dbra). Az optimalis reakcid

korilményeinek megismeréséhez meghatdroztuk az optimdlis szubsztrat és
festékkoncentracid, valamint a pH és homérséklet értékeket (az adatok nincsenek

NH g
X—-SO;CH;-CH;~0SO;H —> X-SO;CH=CH, + H,SO, 5*
= LI

X-SO5CH=CH, + HO-CMC —> X-SOj;CH;CH;O-CMC O““ g

18.abra RBB-O-CMC elGallitdsdnak reakcidegyenlete.

feltiintetve). A kinyerés az RBB-O-CMC esetében 60-65 %, az RBB-O-mannan esetében 65-
70% volt, de kismértékben fliggott a reakcid koriilményeitdl, valamint a tisztitas 1épéseitdl
(hanyszor csaptuk ki a szines szubsztratot). A kitermelést még a CMC karboxi-metilaltsdga
is befolyasolta (low viscosity, high viscosity CMC). A kétszeres oldds €s kicsapas bizonyult
a legeredményesebbnek, mely optimalis kitermelést és tisztasagot eredményezett. A szines
szubsztratok tomegegységre vonatkoztatva 10-11% festéket tartalmaztak. Ez sziikségesnek
és elégségesnek bizonyult mind a génkOnyvtirak tesztelésénél, mind az enzimaktivitas
meghatarozasanal. Ha a festéktartalom tobb volt mint 15%, a szines szubsztrat kevéssé
oldédott, ha viszont kevesebb volt mint 10%, akkor halvany volt, alkalmatlan a tesztelésre
és az aktivitds mérésére is. A szines szubsztratokbol 1%-os oldatot lehetett késziteni 37°C-
on. Az optimalis festéktartalom 10-15% kozott mozog, mely 6sszhangban van Biely és misi.
(1985a) altal kozoltekkel, melyet blue-xylanra allapitottak meg. Az optimélis
szubsztrat:festék arany 1:0,7 az RBB:CMC esetében és 1:0,5 az RBB:mannan esetében,
ugyanis a manninhoz a Remazol Brilliant Blue R festék jobban kotddik. Mindkét szubsztrat
stabilnak mutatkozott pH 4.0-10.0 kozott és autoklavozhaté volt (121°C; 1,5 atm; 30 min)
anélkiil, hogy a szines szubsztrat elbomlott volna (szemben McCleary, 1988 munkéjaval)
ezért alkalmas mikrobiolégiai, molekularis biologiai valamint biokémia munkdkra is. A
vizsgalt pH-tartomanyon beliil a lathat6 fényabszorbancia maximuma 590nm koriilinek
adodott, igy a fényelnyelés fiiggetlen a pH-tol.
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I11.2.2. Enzimaktivitas meghatarozasa szines szubsztrattal

Els6ként azt kellett
ugyanolyan jOl haszndlhato-e az
enzimaktivitds  meghatdrozasara,
mint a DNSA reagens.

Az optimdlis reakci6 feltételeihez
meg kell dllapitani, mikor ardnyos
az enzimaktivitds az idével és a
bemért enzim mennyiségével, mert
csak ilyen korilmények kozott
mérve kapunk helyes eredményt az
enzim specifikus aktivitdsiara. Az
optimélis szubsztrat koncentracio
0,55%

bizonyult, amely megfelel 0,5%

szines szubsztratnak

dA (590nm)

meghatarozni, hogy az RBB-O-CMC és az RBB-O-mannan

20

05

L3R I O I e ) O I O

| |

0.0 L 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350

1dé (perce)

19.4bra CelB7 mannanaz aktivitis mérése
RBB-O-mannénnal. Reakci6 koriilmények:
0,55% RBB-O-mannan, 0,125 mg/cm’ CFE
a CelB7 torzsbdl (@) 37 °C.

CMC vagy mannan koncentraciénak, 10% festéktartalmat feltételezve. A 19.4bra mutatja
az endo-PB-1,4-mannandz aktivitist RBB-O-mannin szubsztraton. A reakcié 90 percig
linedris a reakcid koriilményei kozott. Hasonl a helyzet az RBB-O-CMC-vel is (az adatok

20

nem lathaték). A 21.tabl4zat

Osszegzi a CelB7 enzimaktivitdsat

15 /é/(‘/ ¥ szines  szubsztrattal ~ valamint

w | | 5 )
§ - / o & DNSA reagenssel meghatarozva.
/ o= Az etanol aceton (1:1)

8 5 = : , :
5 °° / 1% 3 kicsapassal ~ jobban karak-
00 M TP 00 terizdlhat6 az endo aktivitds, mint
0 %0 190 200 a 96%-os alkohollal torténd
1dé (perc)

kicsapassal, a reakcid tovabb

20.abra A CEGA endo-f3-1,4-glilkandz aktivitisa RBB-
O-CMC-vel és a keletkez6 redukdldé cukor
meghatarozasival. A reakcidelegyben 0,55% az RBB-O-
CMC és 0.5mg/cm® a CEGA koncentraci6 (CFE), 37°C,
pH 7,2. A reakci6 kétszeres térfogat etanol:aceton 1:1
eleggyel ledllitva (@), a reakcid kétszeres térfogat 96tf %
etanollal leéllitva (A) és a redukdlé cukor a kétszeres
térfogat etanol:aceton (1:1) eleggyel leallitott reakciobol
3,5-dinitro-szalicilsavval meghatirozva (O).

linearis (20.4abra). Tovabbi az
etanol aceton (1:1) Kkicsapas
kevésbé fiigg a pH-tdl és so
koncentraciotél (Biely és mitsi.,
1985a). A 20.4brarol jol lathatd,
hogy a 3,5-dinitro-szalicilsavval

torténd meghatarozds esetén a

reakci6 linearitasa 30 perc utdn megsztinik, mig a szines szubsztrattal torténé meghatarozas
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esetén akar 120 percig is linedris a reakcid. A kétszeres térfogat etanol:aceton (1:1) eleggyel
leallitott reakcié még ennél is hosszabb ideig linedris, valésziniileg ez az elegy, még a

21.tdblazat CelB2 és CelB7 enzimaktivitds szines és hagyomdnyos szubsztriton.

endo-B-1,4-gliikanaz endo-B-1,4-mannanaz
aktivitas aktivitas
Enzim
a RBB-O- . RBB-O-
et CMCP M mannan”
Cellulomonas sp. CelB2° 5,3 1,5 — —
Cellulomonas sp. CelB7* o= = 25,6 8,1

* DNSA reagenssel meghatarozva

® Szines szubsztrittal meghatarozva

¢ Celluldzzal kiegészitett FF tdpoldatban szaporitva

4 Galaktomanndnnal kiegészitett FF tipoldatban szaporitva

kisebb molekulatomegii, de mar emésztett szines szubsztrat molekuldkat is ki tudja csapni
az oldatbdl, igy hosszabb ideig kovetheté nyomon a reakcio.

II1.2.3. Tesztelés szines szubsztrattal

Megvizsgiltuk, hogy az RBB-O-CMC és az RBB-O-manndn hasznélhato-e
enzimaktivitdssal rendelkezd baktériumok, klonok tesztelésére. A szines szubsztrattal
kiegészitett tdptalajon nagy mennyi-
ségll baktérium vizsgalhato meg. Az
aktiv (megfeleld enzimaktivitdssal
rendelkezd) baktériumok a szines
szubsztratot elbontjdk, a keletkez$
kis fragmentek a taptalajban gyorsan

szétdiffundalnak, igy fehér feltisz-

B

A

tuldsi z6nat hoznak Iétre maguk 21.4bra Endo-p-1,4-gliikandz és endo-P-1,4-mannanéz

koril. A  szines szubsztrattal aktivitds tesztelése RBB-O-CMC-vel (A) és RBB-O-
manndnnal (B). Az 'A' lemez bal oldalan hdrom gliikkanaz
aktivitdssal rendelkez a jobb oldaldn hirom gliikaniz
lagyagar réteg (mely a baktériumot is aktivitdssal nem rendelkez8 baktérium van. A 'B' lemez

B alsé részén két mannanaz aktivitassal rendelkezd, a felsG
tartalmazta) — megakadilyozza — a részén egy mannandz aktivitissal nem rendelkez6

véletlen fert6zést és a klénok baktérium lathato.

keveredését is, igy a klonok kdnnyen

kiegészitett €s a taptalajt feliilontott
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izoldlhatok. A feltisztulasi z6na alapjan a baktériumok gyorsan €s konnyedén szelektalhatok.
Ilyen médon szelektdltuk a génkdnyvtarunkat is (14sd III.4.1.). Ezt a modszert sikerrel
alkalmaztuk A fagba készitett génkonyvtar tesztelésére is (az adatokat nem kozdljiik). J6l
lathaté a 21.4abran a baktérium telep koriil kialakult feltisztulasi z6na, mely a termelt enzim

miikodésének kdvetkezménye.
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I11.3. ENZIMEK KARAKTERIZALASA
II1.3.1. Fehérje és enzimaktivitds detektdlasa gélelektroforézis utan

Az enzimaktivitas detektalasara SDS poliakrilamid gélelektroforézis utan kidolgoztunk
egy moédszert, mely alkalmas a celluldzok, endogliikandzok, xylandzok, mannandzok €s
pektindzok detektildsiara is. Az endogliikanidzokat aktivitisuk alapjan detektaljuk, a
fehérjéket pedig CBB R-250 vagy eziistfestéssel tessziik lathatéva ugyanabban a gélben.

1 2 2 2 1 1 32 3 3 1

66 kDa 66 kDa
45 kDa

41 kDa 36 kDa
29 kDa

25 kDa

12 kDa 13 kDa

A

22.abra SDS poliakrilamid gél fehérjére és endogliikandz aktivitdsra
festve. 'A': Aktivitisra és fehérjére festve CBB R-250-nel. Al.
molekulatomeg standard, A2. fermentlé felilisz6. 'B': Aktivitdsra és
eziisttel fehérjére festve. B1. molekulatomeg standard, B2. fermentlé
feliiliszo, B3. fermentlé feliiliszé 50% etanollal kicsapva.

Cellulomonas sp. CelB7 sejtjeit feltirva SDS gélelektroforézis alkalmazaséaval
szétvalasztottuk, majd az SDS eltavolitisa utdn szubsztritot (CMC) tartalmazé puffer
oldatban torténd inkubélds utdn a gélt festettiik elobb fehérjékre, majd aktivitasra (lasd
I1.4.4.1.). Ezzel a kettss festési modszerrel egyidejiileg lehet detektalni a fehérjéket €s a
CMCaz aktivitast. A szubsztrattal tortén inkubalaskor az enzim elbontja a szubsztratot, igy
festéskor az elbontott szubsztrat helyén és kornyékén vilagos folt keletkezik (22.4bra), mely

konnyen észlelhetS a fehérjecsikok mellett. Ezzel a médszerrel (Fiilop és Felfoldi, 1990)
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sikeresen detektaltunk a cellulazokhoz hasonl6an xylandz és mannandz aktivitast is adekvat
szubsztrat jelenlétében (az adatokat nem kozoljiik). Sokféle modszer ismeretes celluldzok
(gliikkanazok) aktivitasanak detektdlasara gélelektroforézis utin. Az els6 modszerek egyike
Béguin (1983) mddszere, mely a gélelektroforézis utdn szubsztrat tartalmu replika gélt
készitett és a replika gélt festve tette 1athatova az aktivitdst. Hasonlé6 modon Biely és misi.
(1985b) a replika gélben szines szubsztrat alkalmazdsdval egyszer(ibben és hatékonyabban
detektaltik az enzimaktivitast. Schwarz és mtsi. (1987) a gélbe keverték a szubsztratot, majd
az elektroforézis utan aktivitiasra festették a gélt. Az eredeti gélt elektroforézis utdn
szubsztrat oldatban inkubdlta és utidna festette Mathew és Koteswara (1992). Az emlitett
modszerek koziil a replika gél alkalmazdsanak az el6nye az egyszertiség, hatranya viszont,
hogy a replika és az eredeti gél nehezen Osszevethet6 az eltéré méretek és két gél
kiilonbozGsége miatt. A gélbe kevert szubsztrat €s az enzim(ek) kdlcsonhatasba Iéphetnek
az elektroforézis folyaman, igy a végeredmény bizonytalan lehet. Az 4ltalunk alkalmazott
modszerrel viszont egy gélben az aktivitds és a fehérjék is detektdlhatok, igy a fehérje és

a hozzétartoz6 aktivitds egyszerre lathato.
I11.3.2. Az enzimek jellemzése

A cellulazokat Cellulomonas sp.
CelB7 fermentélasaval allitottuk eld.
A "szabad" cellulazok preparildsa —
a fermentlébdl tortént, a
felliliszobdl 50% alkohollal tortént

kicsapds utdn cellul6z oszlopon

67 kDa

sz 27

torténé  affinitiskromatografidval 45 kDa
tisztitottuk az enzimet tovdbb. A
fermentlé feliiliszoban  szdmos S
cellulaz  aktivitdssal rendelkezo
fehérje volt jelen. Affinitas-
kromatografidval tovabb tisztitva a

preparatumot elsgsorban egy 45 kDa

molekulatomegii celluldz aktivitdssal ~ 23.4bra Celluldzok prepariliasa a fermentlébsl. 1.
molekulatomeg standard: foszforilaz b (97 kDa); bovin
szérum albumin (67 kDa); tojds albumin (45 kDa);
mennyiségben jelen volt még egy  karbon anhidratdiz (29 kDa), 2. CelB7 fermentlé
feliildszo, 3. CelB2 fermentlé feliliszo, 4. CelB7
fermentlé feliiliszé 50% alkohollal kicsapva, 5. Celluléz

(23.4abra). A fermentlébdl prepardlt  affinitdsoszlopon megkdtddott frakcid.

rendelkez6 fehérjét nyertiink, de kis

115 kDa molekulatomegi fehérje is

Bakteridlis hidroldzok

57



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

BAg

B%

0,6 — i —100 400

/
I
I
|
!
0,3+ ! —50 200
1
I
|
I
I
I

Cellulaz aktivitds (ug glikk6z/ml/perc)

24.abra Cellul6zrdl desztillalt vizzel eludlt
fehérjék elvalasztisa DEAE-Sepharose anion-
cseréld oszlopon (25cm x 1,6cm oszlop; 5,4mg
fehérje). Puffer A: 30mM TRIS-HCI pH 8,2;
puffer B 30mM TRIS-HCI, 0,5M NaCl pH 8,2.

115 kDa és 45 kDa molekulatomegii celluldzok a vizoldhat6 cellul6zhoz koétddve ellendllnak

a proteolitikus hasitdsnak (Langsford és
mtsi.,  1987), megtartjak
cellul6zhoz k6t6d6 képességiiket. Ez a

ezért

tulajdonsaguk a fermentlé feliiluszo

tarolasaval csOkken, a cellul6zhoz
k6t6do
fermentlébSl. A proteolitikus hasitas
keletkezd kis

cellulazok nem

cellulazok eltiinnek a

kovetkeztében

molekulatomegi
képesek kotddni a cellulézhoz, igy a
protedzok

fermentlében  jelenlévo

hamarosan elbontjak.
A cellulozhoz kotott celluldzok

preparéldsa folyaman elGszor desztillalt

Az igy Osszegyljtott
fehérjéket DEAE-Sepharose oszlopon

probaltuk szétvédlasztani (24.4bra). A

celluldzrol.

kromatogrammon jol lathatd, hogy a

nem sikeriilt teljesen

fehérjéket
elvdlasztanunk egymastol, melyet a
frakciokbdl készitett SDS PAGE is
bizonyit (25.4bra). Léathat6, hogy a
frakciok egyike sem homogén, ezért az
aktiv frakciokat (25-52) Osszegy(jtve
Mono Q FPLC oszlopon prébéltuk meg
(26.4bra).

Ezzel az elvalasztassal két cellulaz

sikeresebben elvalasztani

aktivitassal rendelkezd frakciot kaptunk,
melyek homogenitdsat SDS PAGE-vel
vizsgéltuk meg (30.4bra 7,8,9). AZ
SDS PAGE-bol lathat6, hogy a két
aktivitassal rendelkezs csucs (26.abra),
homogén, 85 kDa 53 kDa
molekulatomegi fehérjéknek felel meg.

és

fehérjéket a

elualtuk a

vizzel

67 kDa =
55 kDa | g

40 kDa
35 kDa

25 kDa

25.abra Cellulizok  elvalasztisa ~ SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel (10 %-os gél,
eziist festés). 1. Molekulatomeg marker: HSA
(67 kDa), vy-globulin (55 és 25 kDa),
ovalbumin (40 kDa), GAPD (35 kDa), 2.
Cellulézrol desztillalt vizzel elualt fehérjék, 3.
24 .4bra 18.frakcio, 4. 24.4abra 30.frakcio, 5.
24 .4bra 38.frakcio, 6. 24.4bra 49.frakcio, 7.
24 .4bra 53.frakcid.
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A fehérjék Ag-PAS-ra is festddtek (Dubray

BAggp
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Celluldz aktivitas (ug gliikk6z/ml/perc)

26.abra DEAE-Sephadex 25-52 frakci¢janak
(24.abra) FPLC Mono Q anioncseréld oszlopon
tortént tovabbi szepardldsa. Puffer A: 30mM
TRIS-HCI pH 7,6; puffer B 30mM TRIS-HCI,

0,5M NaCl pH 7,6.

és Bezard, 1982), igy mindkét fehérje

glikoprotein.
Az adatokbol kitiinik,
hogy a cellul6zhoz k6tddott cellulazok

irodalmi

egy része, még 3,6M NaCl oldattal,

vagy pH
tavolithat6 el a cellul6zrél (Langsford

valtoztatdsdval  sem
és mtsi., 1984), ezért a cellul6zhoz
kotott cellulazok preparédldsa folyaman
a desztillalt vizes elicid6 utin a
cellul6zt 8M Gu-HCI oldattal mostuk.
Az elualt és  membransziirén
somentesitett fehérjéket FPLC-vel
Mono Q oszlopon NaCl gradienssel
(27.4bra). Az
elvilasztds eredményes volt, de az
frakciokat

valasztottuk el

aktivitassal rendelkezd

tovabbi tisztitasnak vetettiik ald. A frakciok FPLC Phenyl-Superose oszlopon csdkkend

ammoOniumszulfat gradienssel torténd elvalasztiasa esetén az elvélasztds mellett még a

fehérjék hidrofil/hidroféb jellegére is kdvetkeztetni lehet.

A Phenyl-Superose oszlopon torténé elvélasztasok (28. és 29.4bra) megfeleld tisztasagu

fehérjéket eredményeztek. A cellulaz
rendelkezd  frakcidk
homogenitisit SDS  PAGE-vel
vizsgaltuk meg (30.dbra 4,5,6). A
cellul6zrdl Gu-HCl-dal torténd elicio

aktivitassal

tisztitdsa sordan egy 125 kDa és egy
85 kDa molekulatomegli fehérjét
sikertilt izoldlni, melyeknek cellulaz
(B-gliikanaz) aktivitdsa volt.

Amint az irodalombdl (Moser és
1989)
vizsgalatainkbol kidertilt, a celluldzok

mtsi., és el6zetes
egy része kotddik a Sephadexhez,
ezért kertiltik a Sephadex alapu

kromatografids oszlopokat a

BAg0
0,6 -

0,34

B%

—100 300

50 150

Celluldz aktivitas (ug glikk6z/ml/perc)

27.abra Cellul6zrél Gu-HCl-dal eludlt fehérjék
FPLC Mono Q anioncseréld oszlopon torténd
elvalasztisa. Puffer A: 30mM TRIS-HCI pH
7,6; puffer B 30mM TRIS-HCI, 0,5M NaCl pH

7:6.
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cellulazok tisztitdsa folyaman. A DEAE-Sepharose anioncseréld kromatogrifia nem
eredményezett mindig megfeleld elvalast a cellul6zrdl eludlt celluldzok esetében, igy
Mono Q és Phenyl-Superose FPLC oszlopon lehetett az enzimeket megfeleléen
elkiilniteni.

Sok publikicié foglalkozik a celluldzok tisztitdsdval, de nagy résziik a fermentlében
talalhaté "szabad" celluldzok alapjan probdlja feltérképezni a baktériumok vagy gombédk
celluldz rendszerét. Azonban a fermentlé nagyszamu celluldz aktivitassal rendelkezd fehérjét
tartalmaz (22.4bra), melyeknek csak igen kis része a mikroorganizmus 4ltal kivélasztott

eredeti épségi cellulaz (Langsford €és
mtsi., 1984), ezért megtévesztdk az

e ilyen médon feltérképezett celluldz
Ahggo B%

il I P - enzimrendszerek.

Az eddig ismert cellulazok két
funkciondlis régidra kiilonithetdk el
(Gilkes és mtsi., 1991). A katalitikus

régiét (CD) a C. fimi esetében egy

0,2+ — 150

Celluldz aktivitas (ug gliikk6z/ml/perc)

Pro-Thr box (Warren €és mitsi.,

1986), mas baktériumok és a gombak

esetében egy Ser-Thr box (Béguin,
28.dbra Cellul6zrél Gu-HCl-lel eludlt fehérjék
Mono Q 3-9.frakcidjanak (27.4bra) elvalasztisa
FPLC Phenyl-Superose oszlopon. Puffer A: torténd kotodésért felelds régiotol
20mM TRIS-HCI, 0,8M (NH,),SO,, pH 7,5;
puffer B:20mM TRIS-HCI pH 7,5.

1990) valasztja el a cellulozhoz

(CBD). A mikroorganizmusok sajét
protedzai a Pro-Thr box vagy Ser-
Thr box mellett hasitjak el az
enzimet, melynek katalitikus régidja megtartja cellulézbont6 aktivitdsat. A katalitikus régio
(elsGsorban a glikozilaltsdg miatt) mas protedzokkal (tripszin, kimotripszin, papain)
szemben is ellendllé (Langsford és mitsi., 1987). Igy a fermentlében szdmos limitdlt
proteolizisen atesett cellulolitikus aktivitassal rendelkezd celluldz taldlhaté (22.4bra), amely
cellul6zkotd aktivitdsat elvesztette. Szamos publikacid foglalkozik azonban a cellul6zhoz
kot6dd celluldzok izoldldsaval is (Meinke és mitsi., 1993; Din és mitsi., 1994), de
néhinyukban a  fermentlébsl  izoldljadk  ezeket a  celluldzokat, celluldz
affinitdskromatografiaval (Shen és mtsi., 1994), ezért nem tudjak az Osszes cellul6zhoz
kot6dd enzimet izoldlni vagy azokat teljesen mas ardnyban izoldljak, mint ahogy azok a
celluldz enzimrendszert felépitik.

A cellulézhoz kotott celluldzok izoldlasanal Langsford és mirsi. (1984) mddszerét kovettiik
és harom celluldz aktivitdssal rendelkez6 fehérjét elualtunk a cellulozrél (30.4bra). Igaz, a
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Gu-HCl-dal torténd eludlds igen drasztikus modszer, ezért mas modszerrel is probalkoztunk
az enzimek eltivolitasara a cellul6zrol, de a Gu-HCl-os eliciondl eredményesebb modszert
nem sikerilt eddig kidolgozni. El6szor Gilkes és mtsi. (1988) a ngCex (E. coli-ban
termeltetett és ezért nem glikozildlt exogliikandz) esetében szamoltak be arrél, hogy az
enzimet a cellul6zrdl desztillalt vizzel is lehet eludlni. Azdta szamos esetben sikerrel
alkalmazzak a cellul6z affinitiskromatografiat cellulazok vagy celluléz kot6 fehérjék
izolalaséra, hig foszfatpuffert vagy

desztillalt vizet alkalmazva
eluensként (Moser és mtsi., 1989).
Igy a celluldzokat a cellulézrél a A B ____g‘
nemspecifikusan kot6ds  fehérjék A o _mg
eltdvolitdsa utdn eldszor desztillalt 0\ fi
vizzel, majd azt kovetSen Gu-HCI- - K P -
dal probaltuk meg eludlni. A ; li g
vizsgalatokbdl kidertilt, a celluldzrol J\ ," I'\\\ :§
desztillalt vizzel eludlt enzimek o B A T S
kozil a 85 kDa molekulatomegii
cellulazt Gu-HCl-dal is lehet eludlni, 29.4bra Cellulézrél Gu-HCl-dal elualt fehérjék
amit az SDS PAGE-n kiviil Mono Q 17-21.frakcidjanak (27.4bra) elvalasz-
tisa  Phenyl-Superose oszlopon. Puffer A:
(30.abra) az Phenyl-Sepharose 20mM TRIS-HCI, 0,8M (NH,),SO,, pH 7,5;

kromatogrammok is megerdsitettek, pnfter BEAIRAT TRIS-HEAEE Ve

ugyanis a  desztilldlt  vizzel

cellulzrol eludlt 85 kDa molekulatomegt fehérje ugyanazt az elvélasztasi képet adta, mint
a cellul6zrél Gu-HCl-dal izolalt hasonlé molekulatomegi celluldz (29.4bra). A celluldzrol
eludlt cellulazok mindegyike glikoprotein, mivel a fehérjék Ag-PAS festéssel is festddtek.
Ez 6sszhangban van Langsford és mtsi. (1987) eredményeivel, miszerint a C. fimi celluldzai
is mind glikoproteinek.

A mikroorganizmusok celluldzainak lokaliz4cidjaval kapcsolatban a 17.4brabol lathato,
hogy glicerinen szaporitva a CelB7 torzset, a sejtekhez kototten talalhaté celluldz aktivitds.
A 22.tablazatbol kideriil, hogy a szonikdlds hatdsara nemcsak a feliiliszoban (citoplazma
frakcié I.) taldlhatd celluldz aktivitds, hanem a sejtfaltormelékben is, de drasztikusabb
lizozimos feltaras hatdsara (amikor a lizozim a sejtfalat teljesen elbontja) csak a citoplazma
frakcié (citoplazma frakcié II.) rendelkezett cellulaz aktivitassal. Az eredmények jol
szemléltetik, hogy a kiilonboz4 taptalajokon tenyésztett baktérium 4ltal termelt celluldz a
sejtfalhoz kotédve van jelen. Viszont a 17.abrabdl kitlinik, hogy a sejtfalhoz kotdtten
jelenlevé 115 kDa és 85 kDa molekulatomegii cellulazok a cellulztartalmu taptalajon
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tenyésztett baktériumok esetében is megtaldlhatok a sejtfalhoz kototten. Az eredmények
Beguin és Eisen (1977) feltevését igazoljak, a baktériumok celluldz termelését a
cellulézbontas termékei indukaljdk, amit a sejt felszinén kis mennyiségben megtaldlhato
cellulazok termelnek a kozegben jelenlevd cellul6zbol. Az egyik ilyen termék lehet a
cellobi6éz, mely hatdsara a fermentlében megjelennek a celluldzok (20.tablazat).

A C. fimi-b6l eddig hat celluléz
enzimet (gént) izoldltak. Ebbdl
egy exoglikandaz, a  tobbi
endogliikandz. Az exoglikaniz
(Cex) egy 56 kDa
molekulatomegli enzim, amely
celluléz kot6  doménnel is
rendelkezik (O'Neil és misi.,
1986). Az endoglikaniz A
(CenA) egy 58 kDa
— molekulatomegil fehérje, amely

képes a cellulozhoz kotddni €s
gos : optimélis miikddéséhez pH 7,5

korili érték sziikséges (Wong és

30.4bra Cellulizok  elvalasztasa ~ SDS mtsi., 1986). Az endogliikandz B
poliakrilamid gélelektroforézissel (12 %-os gél,
eziist festés). Cellulomonas sp. CelB7 sejtek, 2. (CenB) cgy 110 kDa

C. fimi sejtek, 3. C. uda sejtek, 4. Cellul6zrol molekulatomegi és pH 8,5
Gu-HCl-dal elualt fehérjék, 5. 28.4bra 19-20. T L
frakci6, 6. 29.abra 28-29. frakci6, 7. miikodési koriilményeket igénylo
Celluldzrol desztillalt \fizzel elualt fehérjék, 8. enzim, szintén celluldz kots
26.4bra 12-13. frakcié, 9. 26.abra 26-28.

frakcio. doménnel rendelkezik (Meinke €és

mtsi., 1991ab). A harmadik az
endogliikaniz C (CenC), mely eredetileg 130 kDa molekulatomeg, de szinte inaktiv, mely
proteolitikus aktivitdsra 120 kDa molekulatomegtire redukdlédva, az eddig ismert C. fimi
cellulazok koziil a legaktivabb (Coutinho és mtsi., 1991). Az endogliikkanaz D gént (CenD)
a C. fimi-bdl készitett génkonyvtar alkalmazasidval, a génnek megfeleld 75 kDa
molekulatémegli enzimet E. coli klonbdl izolaltak (Meinke és mtsi., 1993). Az 6todik,
endogliikanaz E-t (CenE) szintén a géntechnoldgia segitségével izolaltdk, molekulatomege
120 kDa, katalitikus aktivitasa kicsi, viszont igen erdsen kotddik a cellul6zhoz (Shen és
mtsi., 1994).
Ha az altalunk, Cellulomonas sp. CelB7-bdl izoldlt cellulazokat Osszevetjik a
szakirodalombdl ismert C. fimi cellulazokkal, akkor a cellul6zrél Gu-HCl-dal elualt 125
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kDa molekulatomegi cellulaz (30.4bra), mely kotddik a cellulozhoz, taldn a C. fimi
endogliikanaz C-hez (CenC) all a legkozelebb. A celluldzrdl desztillalt vizzel eludlt

22.tablazat Baktériumsejt feltirasaval felszabaditott sejthez kotott celluliz és P-glikozidaz
aktivitds.

Cellulaz aktivitds | P-glikozidaz aktivitas

Baktcrium sejthez kbtott enzim (ng glikkéz/ml/perc) | (umol p-nitrofenol/ml/perc)

Szonikilt citoplazma frakcio I. 12,0 2.1

sejt sejttormelék frakcio 1. 28,0 3,6

Lizozimmal | ¢itoplazma frakci6 II. 39,0 5,4
feltart sejt | sejtgrmelék frakeio 1. - _

celluldzok koziil az 53 kDa molekulatomegt viszont a C. fimi endogliikandz A-hoz (CenA)
hasonlé. A cellulézrél desztillalt vizzel, valamint Gu-HCl-dal is izolalt 85 kDa
molekulatomegi cellulaz viszont nem mutat hasonlésagot egyik C. fimi celluldzzal sem. Ez
a tény is a arra mutat, hogy az altalunk izolalt Cellulomonas sp. CelB7 nem azonos a C.
fimi-vel (a kovetkezGkben targyalando genetikai vizsgalatok is ezt igazoljdk). A fermentlébdl
izolalt 45 kDa és 115 kDa molekulatomegli cellulizok nagy valészinliség szerint
proteolitikus hasitdso(ko)n mar atestek (hiszen elvesztették cellul6z kot6 képességiiket), igy
azonositdsuk igen nehéz feladat. Mindezek figyelembevételével az altalunk izolalt
Cellulomonas sp. CelB7 hasonléan a C. fimi-hez tobbféle molekulatomegi celluldz enzimet
termel, melyek kozott részben hasonld, részben kiilonbdz6 molekulatomegiiek is akadnak.

Bakteridlis hidroldzok

63



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

I11.4. GENETIKAI MANIPULACIO

I11.4.1. A génkonyvtar

A génkonyvtar készités egyes fazisait a 31.4bra szemlélteti. A Cellulomonas sp. CelB2

és a Cellulomonas sp. CelB7 genom
konyvtarat teszteltiik celluldz, xylanaz
aktivitdsra, az LB agar taptalajt
blue-CMC-vel és Dblue-
xylannal (Filop és Ponyi, 1997). A
kapott klénokat a 23.tablazat szemlélteti.
Az izolalt aktiv klonok szama, a

kiegészitve

rekombindns plazmidokban 1év6 inzert
méret és azok restrikcids mintazata

1 4 3 4 3 & 7

31.4bra A génkOnyvtar készitése. 1.és 2.
Molekulatomeg marker (SPP1 fig EcoRI
emésztés), 3. pKS Sall emésztés, 4. CelB2
genom DNS Sau3Al emésztésb6l a 2-8kb
tartomdny, 5. a 4. tartalma Sal/l emésztett
pKS-be ligilva (CelB2 génkonyvtar), 6.
CelB7 genom DNS Sau3Al emésztésbol a 2-
8kb tartomany, 7. a 6. tartalma Sall emésztett
pKS-be ligdlva (CelB7 génkonyvtir). A pKS
és a kromoszéma is parcidlisan feltoltve
Zabarovsky és Allikmets, 1986 szerint.

23.tdabldazat A CelB2 és CelB7 génkonyvtarbol
izoldlt celluldzt és xylandzt termeld klonok.

Cellulomonas
sp. CelB7

Cellulomonas
sp. CelB2

Cellulaz

5
skt Blén 10 db/10° telep

17 db/10° telep

Xylanaz

4
akifv klén 6 db/10" telep

7 db/10* telep

alapjan feltételezhets, hogy a Cellulomonas
sp. CelB2 és a Cellulomonas sp. CelB7 torzs
nem csak egy celluldz génnel rendelkezik.
Ez Gsszhangban van a baktériumokbdl izolalt
cellulazok szamaval.

A szines szubsztratok alkalmazasaval
egyszerien koOzvetleniil tesztelhetd a
konyvtar, anélkiil, hogy replikat kellene
késziteni, vagy festeni kellene az aktivitasra.
Ugyanis azokat az E. coli telepeket, melyek
a rekombindns plazmidban celluldz gént is
tartalmaztak, a telep koril kialakult fel-
tisztuldsi zdéna jelezte. Az izolalt klonok
aktivitisit valamint az inzertméretet a
24 .tablazat tartalmazza. A klénok egy
részébGl nem sikeriilt plazmidot izolélni,
mert vagy letdlis gént (is) hordozott, vagy a
nagy expresszio elpusztitotta a gazda E. coli
sejtet. A 32.abran lathat6 a klonok egy része

CMC-t és xylant tartalmazé tdptalajon
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32.dbra A klonok aktivitasdnak vizsgélata kiilonbozd szubsztratot tartalmazo
taptalajon. 'A' CMC-vel, 'B' xyldnnal kiegészitett LB tdptalaj, az aktivitdst
Kong6 vorossel tettiik 14thatova.

Kongo vorossel festve. A C72, amelyet celluldz termelSként és az X72, melyet xylanaz
termelGként izolaltunk (24.tablazat és 32.4bra) a cellulézt és xyldnt is bontja, az
inzertméretiik és restrikcids mintdzatuk alapjan azonosnak tekinthetSk (az adatok nem

24.tablazat Az izoldlt klonok inzertmérete és
aktivitdsuk. Az aktivitds 17-t6l 3*-ig szemikvantitativ
kiértékelés eredménye.

, Inzertméret Aktivitds
Klénok
(Kb) CMCéz | Xylaniz

C21 1,8 + -
C28 2.2 + -
C72 2,4 T %
C73 3,1 + -
X21 2.5 - + +
X22 2,0 - + +
X25 4,0 - + +
X26 3,8 - +++
X72 2,4 +4+ +
X74 5.7 : i

lathatok). Tovabbi vizsgilatokhoz a cellulazt legjobban termeld C72 jelt klont valasztottuk
ki. A C72 altal hordozott pC72 plazmidon 1évs cellulaz gént cegA-nak a termelt enzimet
CEGA-nak neveztik el.
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I11.4.2. A pC72 fizikai térképezése

Az altalunk vizsgalt restrikcios enzimek koziil a EcoRI, Hindlll, BamHI és Bglll

12345678910

e

33.abra A pC72 restrikciés endonukledzokkal
torténd emésztése. Al. Molekulatbmeg marker
(A fag Hindlll emésztése): 23,13kb, 9.42kb,
6.56kb, 4,36kb, 2,32kb, 2,00kb, 0,56kb, A2
C72 Apal, A3. C72 Bglll, A4. C72 EcoRV, AS.
C72 Kpnl, A6. C72 Pstl. A7. C72 Sacl, AS.
C72 Smal, A9. C72 Xhol emésztése, A10. C72
emésztetlen kontroll.

1 2 3 4 12

34.abra A pC72 restrikciés endo-
nukledzokkal torténd kettGs
emésztése. Al. és B1.
Molekulatomeg marker (A fag HindIll
emésztés), A2. C72 Xhol és EcoRlI,
A3. C72 Pstl és Xhol, A4. C72 Smal
és Apal, B2. C72 Pstl és Bglll kettds
emésztése.

nem hasitotta az inzertet. A restrikcios térkép elkészitéséhez a kovetkezd restrikcids
endonukleazokat hasznaltuk fel: Apal, Kpnl, Pstl, Sacl, Sall, Smal és Xhol (33.4bra). A

Sall Pstl Xhol

IKI;nl i lSmul :)qlml iSac'IIlSnml !Apnl 1P.s.'ll)('h{ul

|
pCD1 L ]

pC72 |

pCD2 L )

pCD3 [ S, |

pCD4 ¢ |

pCDS L J

pCD6 L |

[ cegA

0.5 kb
—

CMCaz «xylanaz

aktivitds

+

+
+

+

35.abra A pC72 plazmidban 1év6 CelB7 genom
inzert restrikciés térképe, a delécids szdrmazékok

aktivitdsa és a cegA gén feltételezhetd pozicidja.

Kpnl emésztésnél egy 100-200
bazispar hossziisagi fragmens
keletkezett, amely a 33.4bran
nem lathat6. A fizikai térkép
pontositdsa érdekében Xhol €és
EcoRI, Pstl és Xhol, Smal és
Apal, Pstl és Bglll ketts
emésztéseket is  végeztiink
(34.4bra). A gén (cegA) helyének
megallapitdsara a genom inzerten
belil, a pC72-bsl deléciods
szarmazékokat készitettiink Sall,
Kpnl, Sacl, Apal és Pstl

restrikciés endonukledzokkal és meghataroztuk ezek aktivitdisit CMC-n és xylanon

(35.4bra, Fulop és mtsi., 1996).
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2 2

A pC72 Kpnl emésztéssel eldallitott pCD1 delécids szarmazék aktiv CMCaz és xylaniz
aktivitast mutat. A pCDI1-hez képest a Kpnl hasitasi hely fel6l 0,5 kb kiesése (35.4bra
pCD2) mar mindkét aktivitas elvesztésével jar. Az Apal hasitasi hely fel6l egy szintén kb.
0,5 kb fragmens kiesése (35.4bra pCD4) még nem okozza a CMCaz és xylanaz aktivitas
elvesztését.  Sacl-es hasitdssal mindkét (35.abra pCD3, pCDS5) keletkez6 delécids
szarmazék inaktiv volt. A delécidés szarmazékok azt mutatjadk, hogy a Sall és Sacl
restrikcids hasitasi helyek biztosan nincsenek a génben, igy adédik, hogy a gén minimaélisan
900 bp-nal nagyobb kell legyen, mig a Kpnl - Apal restrikcids hasitasi helyek megadjak,
hogy a gén maximalis 1900 bp. A 35.4bran lathat6, hogy a gén (cegA) a kortilbeliil 1,9 kb-
os Kpnl-Apal fragmensen helyezkedik el valahol. A pC72 plazmid deléciés analizisébdl
latszik, hogy mind az endogliikaniz, mind a xylanaz aktivitds egyszerre van jelen vagy tiinik
el (35.4bra). Ez azt sugallja, hogy a kétféle aktivitds egy doménen van.

I11.4.3. A CEGA tisztitasa, karakterizalasa

A cegA gén dltal termelt CEGA endogliikandzt a pC72 plazmidot hordozé E. coli-bdl,
a szonikaldssal feltart sejttormelék mentes extraktumabdl (az E. coli az enzimet a

A B C D E

280nm B%

T
5
s = i 100 100 =
i E  925kDa
0 2 45.0 kDa
i3 2
I A
"y . =0
i ¥
Bl i1l 50 50 8 31.0 kDa
A g
\J =
i E 21.5 kDa
N
I’ ! S
J E
__//I \\\~_— Lu)
[ o 1 2 ' 14.4 kDa

0 10 20 30 ml

36.abra A CEGA tisztitdsa FPLC elvilasztissal (bal) és az aktiv frakcié SDS-PAGE képe
(jobb). Az FPLC Mono Q oszlopra 5mg fehérjét vittiink fel (puffer A: SOmM TRIS-HCI,
pH 7.4; puffer B: 1M NaCl, 50mM TRIS-HCI, pH 7.4). SDS PAGE: A. Molekulatdmeg
standard: foszforildz b (92.5 kDa), ovalbumin (45.0 kDa), szénsav anhidratdz (31.0 kDa),
tripszin inhibitor (21.5 kDa), lizozim (14.4 kDa), B. E. coli sejt a pBluescript® IT KS*
vektorral, C. E. coli sejt a pC72 plazmiddal, D. A 'C' kicsapva 50% etanollal, E.
endogliikandz aktivitdssal rendelkezé FPLC frakcid (a kromatogrammon E-vel jelolve).

periplazmaba valasztja ki), 50% alkohollal torténd kicsapas utdn, a celluldzok tisztitdsanal
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mar jol bevalt FPLC Mono Q anioncseréld oszlopon, linearis NaCl gradiens alkalmazédsaval
(36.4bra, Fiilop és mtsi., 1996) tisztitottuk meg. A CMCéz aktivitds alapjan az dsszegyjtott
enzimet SDS PAGE segitségével vizsgaltuk.

A cegA gén altal E. coli-ban termelt és Mono Q anioncseréld oszlop segitségével izolalt
endogliikandz molekulatomege 36 kDa (36.abra). Ez 0sszhangban van a gén méretével
(900bp < CegA < = 1900 bp).

Megvizsgiltuk a CEGA szubsztrat specifitasat, a cellulézhoz val6 kotddését, valamint

25.tablazat A CEGA szubsztrit specifitdsa.

Szubsztrat Relativ aktivitas (%)

Avicel PH 102 59,6
Szlir6papir 4,5
Sigmacell 31,8
Celluléz por (MN 300) 87,6
CMC 100,0?
Lichenin 155,9
Laminarin nincs aktivitas
Xylan 159
Galaktomannan nincs aktivitas
Poligalakturonsav nincs aktivitas

Az aktivitdsok redukélé cukor méréssel meghatarozva.

* aktivitas: 13,3ug glikéz/perc/mg fehérje

a miikodéséhez sziikséges optimalis koriilményeket.
A 25.tablazat a CEGA kiilonbdzs szubsztratokkal szembeni relativ aktivitdsat 6sszegzi. A
CEGA hidrolizalta a CMC-t, aktivitassal rendelkezett a kristalyos cellulézzal (Avicel),
cellul6zporral (Sigmacell, celluldz por), és sziirGpapirral szemben is. Igen intenziven bontja
a lichenint, de a xyldnnal szemben is aktivitissal rendelkezik. Egyaltalin nem bontja a
laminarint, a galaktomannant €s a poligalakturonsavat.

Az endogliikandz aktivitds 90 %-a a sziirGpapiron megkotddik. A CEGA bontja a CMC-t
25-40°C kozott, valamint pH 6,8-7,4 k6zott van az aktivitds optimuma.

A mikrokristilyos celluléz bontasahoz feltétleniil sziikséges, hogy az enzim celluloz kotd
doménnel is rendelkezzen (Gilkes és mtsi., 1991). A CEGA tartalmaz cellul6zkotd részt,
igy nem meglepd, hogy bontja a kristalyos cellulézt (Avicel, Filop és mtsi., 1995).

A CEGA tipikus endogliikanaz aktivitassal rendelkezik, bontva a molekulan beliili 3-1,4-
glikozidos kotéseket. A B-1,4-glikozidos kotéseket jobban bontja, ha kevert, f-1,3 -1,4
kotéseket tartalmazé szubsztrat van jelen (25.tdblazat, lichenin), de nem bontja a laminarint
(25.tablazat). Ez a tény azt mutatja, hogy az enzim nem képes hidrolizalni azokat a -1,4
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kotéseket ahol az 1. C-atom mellett a B-D-gliikéz 3. szénatomja is szubsztitudlva, vagy
kotésben van.
A C. fimi-b6l izolalt exogliikanaz (Cex) rendelkezik cellobiohidroldz és xylandz aktivitassal
is (Gilkes és mtsi., 1984). Egy bifunkciondlis exogliikandz-endogliikandz fzids fehérjét is
eldallitottak (Warren és mtsi., 1987). Egy anaerob benddbaktériumbdl a Ruminococcus
flavefaciens-bdl sikeriilt egy bifunkciondlis enzimet izoldlni, mely kiilon-kiilon doménen
tartalmazta a licheninaz és xylandz aktivitast (Flint és mt#si., 1993). A CEGA egyediilallo
a Cellulomonas endogliikandzok kozott, melynek endogliikandz és xylandz aktivitdsa is van.
A rekombinans 36 kDa molekulatomegii endogliikandz nem glikozilalt, hasonl6an a C.
fimi-bdl klonozott hatféle gliikanazhoz (Gilkes és mtsi., 1991), viszont az eddig izolalt
legkisebb molekulatomegi (lasd I11.3.2. fejezet).

I11.4.4. A pX74 fizikai térképezése, a CEXA tisztitasa, jellemzése

A génkonyvtarat blue-xylant tartalmazo taptalajon teszteltiik. A xylandzt termeld telepek
kortil a kék szubsztrat (blue-xylan) elbomlik és a bel6le felszabadul6 kék festék a tdptalajban
gyorsan szétdiffundal, igy a telepek koriil vildgos zéna (tin. feltisztuldsi zona) alakul ki. 10*
tesztelt telep kozil 7 xylanazt

termelét taléltunk, melyekben az Smal SaPi“I PA‘II:?SL,I':[II Xhol Xhol b
. ’ . l/\I’hol IBumHI I T?anrHIl l}\I’llol iS‘mal i Slmall.Sl‘acI
inzert mérete 2,1 - 3,0 kb-ig
véltozott, amit a plazmidok
e
EcoRI emésztésével hataroztunk |
meg. A génkOnyvtarbol izolalt [_delfeis |
klénok alapjan legalabb két 0.5 kb
kiilénbo6z6 xylanazt lehet
azonositani, ami azt mutatja (mas 37.4bra A pX74 plazmidban 1évé CelB7 genom

3 s 7 Fra 5 inzert restrikcios térképe.
bakterialis xylandz termel0khoz P

hasonléan), hogy a Cellulomonas sp. CelB7 genomjiban tobb xylaniz gén is talalhat6. A
xylandzt termeld telepek koziil a legnagyobb feltisztuldsi zonat létrehozd klont (X74,
32.4bra) vizsgaltuk tovabb. A pX74 restrikciés térképét Apal, Blgll, BamHI Pstl, Sacl,
Smal és Xhol restrikciés enzimek segitségével hataroztuk meg (37.abra). Ahhoz, hogy
megéllapitsuk a gén helyét az inzerten a BamHI fragmenseket klonoztuk és meghatéroztuk
azok aktivitasat. A 2 kb-os fragmens (37.abra, pXD3) aktiv volt a plazmidban, de csak egy
orientaciéban. Ez azt mutatja, hogy az ett6l a fragmenstSl 3'-felé esé mésik fragmens
valészinileg tartalmazza a gén promoterét és esetleg a gén szabdlyzo régidjat is.
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s 22

A restrikcios térkép alapjan a xylandz termeléséért felels gén maximalis mérete 2 kb
koril adodik, mely egy max. 80 kDa molekulatomegi fehérjének felel meg. Az enzim

B%
100

T
'S
=3
=1

92.5 kDa
45.0 kDa

50 - 200
31.0 kDa

21.5 kDa

xylanaz aktivitas (ug glikéz/min)

- 1 T T T
14.4 kDa 0 10 20 30 ml

38.4bra A CEXA tisztitisa FPLC elvalasztassal (jobb) és az aktiv frakci6 SDS-PAGE
képe (bal). Az FPLC Mono Q oszlopra 5Smg fehérjét vittiink fel (puffer A: 50mM TRIS-
HCIl, pH 7,4; puffer B: 1M NaCl, 5S0mM TRIS-HCI, pH 7,4). SDS PAGE: A.
Molekulatomeg standard: foszforildiz b (92.5 kDa), ovalbumin (45.0 kDa), szénsav
anhidrataz (31.0 kDa), tripszin inhibitor (21.5 kDa), lizozim (14.4 kDa), B. E. coli sejt
a pBluescript® I KS* vektorral, C. E. coli sejt a pX74 plazmiddal, D. A 'C' kicsapva
50% etanollal, E. a xylandz aktivitdssal rendelkezé FPLC frakci6.

tisztitasa és gélelektroforézise soran (38.4bra) a xylandz molekulatdmegére 41 kDa adddott.
Ez adddhat abbdl is, hogy az E. coli-ban torténé expresszié soran a termelédd enzim a
citoplazmaban esetleg proteolitikus folyamaton megy keresztiil. A termelt enzim
hidrolizalta a zabpelyva xylant, de nem bontott egyetlen més poliszacharidot sem (lasd

25.t4blazat

szubsztratjai). A

CACCGCGGCG CGCAACGCGA AGCTCAACCA
xylandz enzim nem kot6dott a CGTTCACGCA GGTCGCGACG CACTACAAGG
cellulozhoz sem, ezért valo- GGCAAGACTA CGCCTGGGAC GCGTGAACGA
szintileg cellul6zk6t6 domént GPlabReLts RERCHISICTE BEGREFRLES

GGACTCCAAC TGCAGCGCAC CGGGCAACGA
(CBD) nem, csak egy CTGGACGAGG CCGCGTCGCG GCACGCGACC
katalizisért  felel6s domént GGCGCCAAGC CTGCACACAC C
tartalmaz. 39.4abra Szekvencia részlet a pX74 xylanazt

Manualisan a gén egy termeld kl6nbol.

részletét szekvenalva a 39.abraban foglalt szekvenciat kaptuk. A szekvenciat BLAST
szekvencia Osszehasonlité programmal (Altschul és mtsi., 1997) vizsgaltuk. Az aminosav
hasonldsag alapjan elsGsorban az Actinomadura sp. FC7 xylandz II génre valamint a
Streptomyces thermoviolaceus stxI xylanaz génre hasonlitott. Fehérje szinten az elsé hét
leghasonlébb szintén xylanaz volt elsGsorban Streptomyces és Actinomadura fajok.

A CEXA miikodésének optimalis hémérséklete 30°C, pH optimuma 6,8 - 7,2 kozott
talalhato.
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I11.4.5. A CEGA szekvencijja

Az els6k kozott izolalt C73 klénbdl (24.tablazat), mely gyengén bontotta a CMC-t,
tijékozodas végett a T7 primer fel6l - manudlisan - rovid szakaszt szekvendltunk. A
szekvencia részlet adatbazisban (BLAST) torténd 6sszehasonlitdsa is hasonlé eredményre
vezetett. A C73 szekvencia részlete (40.abra) hasonlésagot mutat szimos enzimmel, tObbek
k6z6tt igen nagy a hasonlésig a C. fimi-bdl meghatirozott B-1,4-cellobiohidroldz (CbhB)
génnel (90%), viszont a késSbbiekben targyaland6 CEGA szekvencidjdval a hasonlésag
minimalis (40%). Ezek a tények is megerdsitik (az izolalt aktiv kiénok szdma, az inzertek

mérete, restrikciés mintizata és
GATCACCGGC AGCGGCGTCA CGGCGGCGAG

CATGCCGCAG GTGGGCGGCT cccccggeee  Szekvencidja alapjan), hogy tobbitle
CCGCGACGAG CACGCGCAGC CGCGCGCCGC gént is sikeriilt izoldlnunk, igy a
CGCGTCGCGC CGTAGCGACC ATCTTGTCCG Cellulomonas sp. CelB7 torzs
GCTGGCGGTG CGCCGAGACG ACGTCGACCT . h g gg it g
CGACCGGCAC GTCGAACTCC GCGAGGG sejtfalbontd képességéért tobb gén is

felelds. Ez a kép Osszhangban van a

40.abra Szekvencia részlet a pC73 cellulazt termelS

K6nbs] baktériumok és a C. fimi-r6l eddig

leirt ismeretekkel (Gilkes és misi.,
1991), mert a szubsztrat felépitésébdl ad6dbéan tobb enzim is sziikkséges a hatékony
bontashoz.

A szekvencia részletekbdl a C73 kidénra 77% (G+C) arany adédott, ami igen magas érték
és jol egyezik a Cellulomonas nemzetségre megdllapitott 71-76 % értékkel (Sneath és misi.,
1986). Ez is arra utal, hogy az izoldlt CelB7 torzs valéban a Cellulomonas genusba tartozik.

A Cellulomonas sp. CelB7 cegA gén fehérjekddol6 részének (CEGA) nukleotidsorrendjét
illetve a keletkez§ fehérje elsGdleges szerkezetét a 41.abra mutatja be. A CEGA
szekvencidjanak valamint a cellulizokra vonatkozé irodalmi adatok (Gilkes és mtsi., 1991)
ismeretében kerestiik, vajon a CEGA is moduldris felépitésti? Rendelkezik a tobbi celluldzra
jellemzd celluldzkotd és katalitikus doménekkel, melyeket egy linker rész kot Ossze?

A linker szekvencia. A CEGA elsddleges szerkezetének vizsgalatakor szembe6tld, hogy
a szekvencia elsé harmadéaban taldlhat6 egy ismétlédS rész, mely négy aminosav hétszeres
ismétlodésével ill els. Az ismétlédé QPTT (glutamin, prolin, treonin, treonin) box nagyon
hasonlit a cellulazok linker szekvencidjira. Hasonlé TP-ben (treonin, prolin) gazdag box
taldlhaté a C. fimi CenA (endogliikaniz) valamint Cex (exogliikanaz) génjében, de a
Clostridium thermocellum CelB (endoglikanidz), CelE (endoglikaniz) és XynZ
(endoxylanaz) génjeinek linker részei, valamint a Trichoderma reesei Egll (endogliikaniz)
EglIII (endogliikandz) génjei is igen gazdagok ebben a két aminosavban (Gilkes és misi.,
1991).
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1 ATG TCC CCC CGA TCG AAC GTG TCG CGC CTG CGG CGC ACG GTC GTC
Met Ser Pro Arg Ser Asn Val Ser Arg Leu Arg Arg Thr Val Val
M S P R S N v S R L R R T v v 15

46 GCG GCC ACC GCC GCC GCG GCG GTC GCG ACC GCC GGC CTC AGC GCG
Ala Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala Thr Ala Gly Leu Ser Ala
A A T A A A A v A T A G L ] A 30

91 CTC ACG GCG ACC GCC GCG CAG GCC GCA GCC GGC TGC CGC GTC GAC
Leu Thr Ala Thr Ala Ala Gln Ala Ala Ala Gly Cys Arg Val Asp

136 TAC GCC GTG TCG AGC CAG TGG TCC GGC GGG TTC GGC GCC ACC GTC
Tyr Ala Val Ser Ser Gln Trp Ser Gly Gly Phe Gly Ala Thr Val

181 ACC GTC ACC AAC CTC GGC GAC CCG GTG TCG TCG TGG GAC CTG CGC
Thr Val Thr Asn Leu Gly Asp Pro Val Ser Ser Trp Asp Leu Arg

226 TGG ACC TTC CCG AAC GGC CAG AGC GTC CAC CAG GCG TGG AAC GCC
Trp Thr Phe Pro Asn Gly Gln Ser Val His Gln Ala Trp Asn Ala

271 ACC GTC TCG ACC ACC GGC TCG CAG GTC TCC GCC AAG AAC GTC GGG
Thr Val Ser Thr Thr Gly Ser Gln Val Ser Ala Lys Asn Val Gly
T \'4 S T T G S Q A\ S A K N v G 105

316 TGG AAC GGC AGC CTC GGC ACC GGC GCC TCG GCG CAG TTC GGC TTC
Trp Asn Gly Ser Leu Gly Thr Gly Ala Ser Ala Gln Phe Gly Phe
w N G s L G T G A S A Q F G F 120

361 AAC GGC TCG TGG AGC GGC AGC AAC GGC GTG CCC GCG TCG TTC ACG
Asn Gly Ser Trp Ser Gly Ser Asn Gly Val Pro Ala Ser Phe Thr
N G S w S G S N G v P A S F T 135

406 CTC AAC GGC ACC ACC TGC ACG GGC GGC GTC ACC CAG CCG ACG ACC
Leu Asn Gly Thr Thr Cys Thr Gly Gly val Thr Gln Pro Thr Thr
L N G T T C T G G v T Q P T T 150

451 CAG CCC ACC ACC CAG CCG ACG ACG CAG CCC ACG ACC CAG CCC AcCC
Gln Pro Thr Thr Gln Pro Thr Thr Gln Pro Thr Thr Gln Pro Thr
Q P T T Q P T T Q P T T Q P T 165

496 ACG CAG CCG ACG ACG CAG CCG ACC ACG CCC CCG GTG TCG AGC AGC
Thr Gln Pro Thr Thr Gln Pro Thr Thr Pro Pro Val Ser Ser Ser
T Q P T T Q P T T P P v S S S 180

541 CAG TTG TAC GTC GAC CCC GAG ACC GCC GCC TAC GCC GCG TGG CAG
Gln Leu Tyr Val Asp Pro Glu Thr Ala Ala Tyr Ala Ala Trp Gln
Q L Y v D P E T A A Y A A w Q 195

586 GCC GCG TCC GGC AAG GAC AAG GAC CTG CTG GCC AAG ATG GCC CTC
Ala Ala Ser Gly Lys Asp Lys Asp Leu Leu Ala Lys Met Ala Leu
A A S G K D K D L L A K M A L 210

631 ACG CCG CAG GCG CTG TGG ATC GGC GAC TGG GCC AGC GCC TCC GAG
Thr Pro Gln Ala Leu Trp Ile Gly Asp Trp Ala Ser Ala Ser Glu
T P Q A L w I G D w A ] A S E 225

41.abra A Cellulomonas sp. CelB7 cegA gén fehérje kédoldé részének nukleotid és
aminosavsorrendje.

Bakteridlis hidroldzok
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676 ACG CAG GCG ACG GTG CGC GAC TAC ACC GGG CGC GCC CGC GCG GCC
Thr Gln Ala Thr Val Arg Asp Tyr Thr Gly Arg Ala Arg Ala Ala
i Q A T v R D Y T G R A R A A 240

721 GGC AAG ACC GCG CAG ATC GTG GTG TAC GCC ATC CCG GGG CGC GAC
Gly Lys Thr Ala Gln Ile Val Val Tyr Ala Ile Pro Gly Arg Asp
G K T A Q I v A\ Y A I P G R D 255

766 TGC GGC TCG TAC TCC GGC GGC GGC GTC GCG ACC TCC GAG TAC GCG
Cys Gly Ser Tyr Ser Gly Gly Gly Val Ala Thr Ser Glu Tyr Ala
C G S 4 S G G G v A 14 S E Y A 270

811 CGC TGG GTC GAC ACG GTC GCG GCC GGC ATC CAG GGC AAC CCG TGG
Arg Trp Val Asp Thr Val Ala Ala Gly Ile Gln Gly Asn Pro Trp
R W v D T v A A G ad Q G N P 1 285

856 GTC GTC CTC GAG CCC GAC GCG CTC GCA CAG CTC GGT GAC TGC GCC
Val Val Leu Glu Pro Asp Ala Leu Ala Gln Leu Gly Asp Cys Ala
v v L E P D A L A Q L G D C A 300

901 GGG CAG GGC GAC CGC GTC GGC TTC CTG CAG TAC GCC GCG AAG TCG
Gly Gln Gly Asp Arg Val Gly Phe Leu Gln Tyr Ala Ala Lys Ser
G Q G D R v G F L Q Y A A K S 315

946 GCT GAC CGC CAA GGC GCC GGC GTC TAC CTC GAC GCC GGC AAT CCG
Ala Asp Arg Gln Gly Ala Gly Val Tyr Leu Asp Ala Gly Asn Pro
A D R Q G A G v Y L D A G N P 330

991 GCG TGG CTC TCG CTC CGA GCC GCC AAC CGG CTC AAC CGG ATC GGC
Ala Trp Leu Ser Leu Arg Ala Ala Asn Arg Leu Asn Arg Ile Gly
A W L S L R A A N R L N R i G 345

1036 TTC GGC GAC GCC GTC GGG TTC TCG CTC AAC GTC TCC AAC TAC CGC
Phe Gly Asp Ala Val Gly Phe Ser Leu Asn Val Ser Asn Tyr Arg
F G D A v G F S L N v S N Y R 360

1081 ACC ACC GCC GAG GCC AAG GCG TAC GGG CAG GAG GTC TCG CGG CTC
Thr Thr Ala Glu Ala Lys Ala Tyr Gly Gln Glu Val Ser Arg Leu
T T A E A K A Y G Q E v S R L 375

1126 ACG GGC GGC AAG AAG TTC GTC ATC GAC ACG TCG CGC AAC GGC AAC
Thr Gly Gly Lys Lys Phe Val Ile Asp Thr Ser Arg Asn Gly Asn
T G G K K F v ik D T S R N G N 390

1171 GGC GCG AGC GGC ACC GAG TGG TGC AAC CCG CGC GGT CGT GCG CTG
Gly Ala Ser Gly Thr Glu Trp Cys Asn Pro Arg Gly Arg Ala Leu
G A S G T E 1 c N P R G R A L 405

1216 GGC GAC AAG CCC GTC GCG GTG AAC GAC GGC TCC GGC CTC GAC GCG
Gly Asp Lys Pro Val Ala Val Asn Asp Gly Ser Gly Leu Asp Ala
G D K P v A v N D G S G L D A 420

1261 CTG GTG GGG ATC AAG CGC CCC GGC GAG TCC GAC GGC ACG TGC AAC
Leu Val Gly Ile Lys Arg Pro Gly Glu Ser Asp Gly Thr Cys Asn
L v G I K R P G E S D G T C N 435

1306 GGC GGC CCG TCC GCT GGT GCC AGG TGG CAG GAG ATC GCG CTC GAG
Gly Gly Pro Ser Ala Gly Ala Arg Trp Gln Glu Ile Ala Leu Glu
G G P S A G A R W Q E L A L E 450

1351 CTC GCG CGC AAC GCC AGG TGG TGA
Leu Ala Arg Asn Ala Arg Trp ———
L A R N A R 4 =

Bakteridlis hidroldzok
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GUNA_CELFI Endoglucanase A Precursor (EC 3.2.1.4) Cellulomonas fimi Length = 449
Score:505 Identities = 93/135 (68%), Positives = 105/135 (77%)

GUNA_STRLI Endoglucanase CELA Precursor (EC 3.2.1.4) Streptomyces lividans Length = 459
Score:202 Identities = 39/66 (59%), 34/64 (53%) Positives = 47/66 (71%), 43/64 (67 %)

GUNA_MICBI Endoglucanase A Precursor (EC 3.2.1.4) Microbispora bispora Length = 456
Score: 184 Identities = 15/29 (51%), 29/59 (49%) Positives = 17/29 (58%), 42/59 (71%)

GUX_CELFI Exoglucanase Precursor (EC 3.2.1.91) Cellulomonas fimi Length = 484
Score:268 Identities = 50/113 (44 %), Positives = 69/113 (61%)

GUN2_THEFU Endoglucanase E-2 Precursor (EC 3.2.1.4) Thermomonospora fusca Length = 441
Score: 197 Identities = 35/63 (55%), Positives = 46/63 (73%)

GUXA_CELFI Exoglucanase A Precursor (EC 3.2.1.91) Cellulomonas fimi Length = 872
Score:259 Identities = 53/132 (40%), Positives = 73/132 (55%)

GUNB_CELFI Endoglucanase B Precursor (EC 3.2.1.4) Cellulomonas fimi Length = 1045

Score:233 Identities = 43/93 (46%), Positives = 58/93 (62%)

GUN4_THEFU Endoglucanase E-4 Precursor (EC 3.2.1.4) Thermomonospora fusca Length = 880
Score:242 Identities = 49/118 (41%), Positives = 63/118 (53 %)

CHIT_STRLI Chitinase C Precursor (EC 3.2.1.14) Streptomyces lividans Length = 619
Score:221 Identities = 48/119 (40%), Positives = 60/119 (50%)

GUXB_CELFI Exoglucanase B Precursor (EC 3.2.1.91) Cellulomonas fimi Length = 1090
Score:220 Identities = 46/119 (38%), Positives = 61/119 (51%)

CHIT_STRPL Chitinase 63 Precursor (EC 3.2.1.14) Streptomyces plicatus Length = 610
Score:215 Identities = 47/119 (39%), Positives = 59/119 (49%)

GUND_CELFI Endoglucanase D Precursor (EC 3.2.1.4) Cellulomonas fimi Length = 747
Score:205 Identities = 40/112 (35%), Positives = 58/112 (51%)

XYND_CELFI Endo-1,4-beta-xylanase D Precursor (EC 3.2.1.8) Cellulomonas fimi Length = 644

Score:70 Identities = 19/91 (20%), Positives = 30/91 (32%)

42.abra A CEGA celluléz kot6 domén (CBD) szekvencidjanak 0sszehasonlitasa.
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A QPTT (Gln, Pro, Thr, Thr) box a CEGA szekvencidjdban a 147. - 174. aminosavig
tart, ami Osszesen 28 aminosav. A 43.dbra a CEGA linker szekvencidjdnak
osszehasonlitasanak eredményét tartalmazza. Osszesen hdrom olyan hasonl6 szekvencia van,
ami 50% feletti hasonldsagi értékkel rendelkezik. Ezek koziil igen érdekesnek bizonyul az
emberi plazma protedz inhibitor. A valtoz6 hosszisagu linker szekvencidk (6 - 59 aminosav,
Gilkes és mtsi., 1991) nem csak a mikroorganizmusokra jellemz6k, hanem megtalédlhatok

1 10 20 28
| | | |
CEGA-linker QPTTQPTTQPTTQPTTQPTTQPTTQPTT
P e e e ree rerrnl
Y662_HAEIN 30 QPTNQPTNQPTNQPTNQPTNQPTNQPT- 56
0L Err+rrerrr 1l [
IC1_HUMAN 85 EPTTQPTTEPTTQPTIQPTQPTTQLPT- 111
[ I I I 11+ (N
GUNA_CELFI 154 -PTPTPTPTPTPTVTPQPTSGFYVDPTT 180
Y662 _HAEIN Hypothetical Protein Hi0662 Precursor. Haemophilus influenzae Length = 64
Score = 119 Identities = 21/27 (77%), Positives = 21/27 (77%)
IC1_HUMAN Plasma Protease C1 Inhibitor Precursor Homo sapiens Length = 500
Score = 104 Identities = 19/27 (70%), Positives = 21/27 (77%)
GUNA_CELFI Endoglucanase a Precursor (EC 3.2.1.4) Cellulomonas fimi Length = 449
Score = 59 Identities = 13/27 (48 %), Positives = 14/27 (51%)

43.abra A CEGA linker szekvencidjanak 6sszehasonlitdsa.

szamos magasabbrendi €161ény enzimjeiben is (immunoglobulin A, riboszéma fehérjék).
Az O-glikozil hidrolazok kozott gyakorlatilag alig van hasonl6 szekvencia, vagy prolin (P)
és valamilyen hidroxi-aminosav (T, S), vagy glutamin (Q), glutaminsav (E) és szintén
valamilyen hidroxi-aminosav (T, S) szerepel az ismétl6dd boxban. A Cellulomonas CelB7
CEGA endogliikanazhoz még leginkdbb a C. fimi CenA isméti6dd (PT),S(PT),T(PT),
szekvencidja hasonlit (43.4bra), de ez is igencsak eltér a (QPTT), szekvenciatol.

A Cellul6zkoté domén. A CEGA szekvencidjat a linker szekvencia két részre osztja.
Egy kisebb (1/3) és nagyobb (2/3) részre. A kisebbik rész szekvencidja igen nagy
hasonlésagot mutat az O-glikozil hidrolazok cellul6zkoté doménjéhez (CBD, 42.4bra). A
CBD-re jellemzd, hogy igen sok a toltéssel nem rendelkezd apolaris oldallanccal rendelkezd
aminosavak ardnya (Gly, Ala, stb.), mig a toltéssel rendelkezdk igen kevesen vannak. A
mikrobidlis CBD-k két f6 csoportra oszthatok. Az els6 csoportba tartozok (elsdsorban
baktériumok) 100 koriili aminosavat, mig a masodik csoportban 1évk (elsGsorban gombak)
30 koriili aminosavat tartalmaznak. A CEGA N-terminélis fel6li részén taldlhat6 CBD a
szekvencia 1. - 146. aminosavig helyezkedik el. Az irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a
bakteridlis CBD-k N és C termindlisat cisztein (Cys) zarja le. A szekvencidt vizsgilva
(41.4abra) a 42. és a 141. aminosav cisztein.

Bakteridlis hidroldzok
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GUNA_CELFI Endoglucanase A Precursor (EC 3.2.1.4) Cellulomonas fimi Length = 449
Score = 614 Identities = 116/160 (72 %), Positives = 131/160 (81 %)
Score = 298 Identities = 54/80 (67 %), Positives = 62/80 (77 %)
Score = 220 Identities = 40/56 (71%), Positives = 51/56 (91 %)
GUNA_MICBI Endoglucanase A Precursor (EC 3.2.1.4) Microbispora bispora Length = 456
Score = 103 Identities = 22/40 (55%), Positives = 25/40 (62%)
Score = 145 Identities = 28/51 (54 %), Positives = 33/51 (64 %)
GUN2_THEFU Endoglucanase E-2 Precursor (EC 3.2.1.4) Thermomonospora fusca Length = 441
Score = 91 Identities = 17/27 (62%), Positives = 21/27 (77%)
Score = 152 Identities = 29/55 (52%), Positives = 35/55 (63%)

44.abra A CEGA Kkatalitikus domén (CD) szekvencidjanak dsszehasonlitdsa.

GUNI1_STRSQ Endoglucanase 1 Precursor (EC 3.2.1.4) Streptomyces sp. Length = 359
Score = 109 Identities = 22/52 (42%), Positives = 29/52 (55%)
Score = 169 Identities = 34/72 (47 %), Positives = 43/72 (59%)

GUXA_CELFI Exoglucanase A Precursor (EC 3.2.1.91) Cellulomonas fimi Length = 872
Score = 40 Identities = 8/32 (25%), Positives = 16/32 (50%)
Score = 55 Identities = 11/33 (33%), Positives = 14/33 (42%)
Score = 34 Identities = 10/34 (29%), Positives = 15/34 (44%)

1

NNSYIVIIADAW ST NTANAWNATIT



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

igy a Cellulomonas sp. CelB7 CEGA CBD pontosan 100 aminosav hosszd, ami igencsak
egyezik a bakteriilis CBD-k hosszaval (97-111 aminosav, Gilkes és mtsi., 1991). A CBD-k
konzervativ szekvencidi elsGsorban triptofant, aszparagint és glicint tartalmaznak. Négy
triptofan talalhat6 a bakteridlis CBD-kben, ami minden egyes tagban megtaldlhat. A CEGA
szempontjabdl ez a négy triptofdn az 52., a 72., a 89. és a 107. aminosav (42.4bra). A
CBD-khez igen hasonldak a keményit6k6té domének az amilazokban, valamint a lektinek
szénhidrat-felismerd részei (Gilkes és mtsi., 1991). A CEGA CBD-hez legink4bb hasonlito
enzim a C. fimi endogliikanaz A, az azonossag a két szekvencia kozott részleges (68%). Az
els6 13 leghasonlobb szekvencia (42.4bra) koézott a C. fimi glikandzokon kiviil, a
Streptomyces lividans endoglikandz CelA, Microbispora bispora endogliikanaz A ,
Thermomonospora fusca endoglikandz E-2 is megtaldlhato. Erdekesség, hogy a
gliikandzokon kiviil a Streptomyces lividans Kitindz és a C. fimi endoxylandz is szerepel,
igaz igen kevés hasonlésaggal. A CEGA-hoz hasonléan a C. fimi endogliikanaz A is az N-
terminalison helyezkedik el.

A katalitikus domén. A katalitikus domén (CD) szekvencidk igen ismertek, 100 kortil
jar a szekvencidk szdma, mely a celluldzokon kiviil a xylanizokat is magaban foglalja.
Természetesen a katalitikus domén sziikséges az enzimaktivitdshoz, viszont a cellul6zk6td
domén és a linker szekvencia nem, igy nem meglepd, ha taldlunk olyan cellulazokat, melyek
csak katalitikus doménnel rendelkeznek (Clostridium thermocellum, Cellulomonas uda,
Gilkes és mtsi., 1991). A Cellulomonas sp. CelB7 CEGA CD a szekvencia 175.
aminosavatdl a szekvencia végéig, a 457. aminosavig tart, igy a CD a CEGA C-terminalisan
helyezkedik el (41.4bra). A CEGA CD-hez leginkdbb hasonlité enzim (a cellul6zkotd
doménhez hasonléan) a C. fimi endogliikandz A, az azonossidg a két szekvencia kozott
atlagosan 70% koriili. Ennek ellenére a szekvencidk kozott kiilonbségek is nagy szdmban
el6fordulnak (44.4bra). Igen jol egyezik viszont, hogy a CEGA CD 282 aminosavat, a C.
fimi endogliikaniz A CD 284 aminosavat tartalmaz. Az Osszehasonlitds szerint a
Microbispora bispora endogliikaniz A, Thermomonospora fusca endogliikaniz E-2 szintén
hasonlatos, mint a CBD-k esetében is. Ami igen fontos, hogy a CEGA CD és a C. fimi
exogliikanaz A CD k6z6tt is van hasonlésdg, ami azért fontos, mert ez magyardzhatja azt
a tényt, hogy a CEGA rendelkezik xylandz aktivitassal is. A katalitikus domén alapjan a
Cellulomonas sp. CelB7 CEGA a CD alapjan a “B” csaladba (Family B) sorolhatd. Ebben
a csaladban a C. fimi CenA-n kiviil, Microbispora bispora CelA, Streptomyces sp. KSM-9
CasA és a Trichoderma reesei Cbhll taldlhaté csak (Gilkes és mtsi., 1991).

Az ﬁjabb osztalyozés szerint (lasd 1.2.2. O-glikozil hidrolazok) a Cellulomonas sp. CelB7
CEGA a 6.csalddba tartozik, de rokonsdgot mutat az 5., 9., 10., 11., és 18. csalddokkal is.

A CEGA-nak a szekvencia alapjan szdmitott molekulatomege 47124,44 (1374 bp = 457
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aminosav) ami ellentmondiasban van a rekombinidns E. coli-ban termelt 36 kDa
molekulatdmegii endogliikandzzal (CD: 39574,1 kDa, CBD: 14576,13 kDa, linker
szekvencia: 3010,24 kDa). A magyarazat valdsziniileg ott keresendd, hogy az E. coli a
periplazméba valasztja ki az enzimet, melyet preparilaskor szonikaltunk. Igy a termelt
endogliikanazt a E. coli sejtekben 1évé protedzok kdnnyen emészthették, lehasitva egy kb
11 kDa-os darabot, ami még nem eredményezte az enzim inaktivaléddsit. Hasonlo
eredményekrél szdmolt be Robson és Chambliss (1986). A limitélt proteolizis csak a C-
termindlis vég fel6l lehetett, mert az izolalt endogliikandz megtartotta cellul6zkotd

képességét.

egyezést mutat mas Cellulomonas fajokbdl izoldlt és szekvenalt glikandz (xylanaz)
génekkel.
(Gilkes és mtsi., 1991)

Osszességében megillapithaté, hogy a Cellulomonas sp. CelB7 cegA génjének CEGA
endogliikandz enzimje a szekvencia alapjdn nem egyezik egyik ismert enzimmel sem
elsGsorban a C. fimi endogliikandz A-ra hasonlit, azonban attél lényegesen eltér. A CEGA
linker szekvencidja ezeddig ismeretlen. Mindezek és az eddig leirtak alapjan igen valészind,
hogy a Cellulomonas sp. CelB7 a Cellulomonas genus egy 4j faja.
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III.5. A CEGA MASODLAGOS SZERKEZETE, MODELLEZESE

A CEGA szekvencijja az elsGdleges szerkezet, melynek segitségével elére lehet josolni
bizonyos masodlagos szerkezeti elemeket. Tiz kiilénb6z6 programmal prébaituk a CEGA
szekvencia alapjan a mdasodlagos szerkezetet elSre jelezni. A kdvetkez§ programokat
hasznéltuk:

Gibrat (Gibrat és mtsi., 1987)

GOR 1V (Garnier és mtsi., 1996)

Predator (Frishman és Argos, 1996)
SOPMA3 (Geourjon és Deléage, 1995)
Double prediction (Deléage és Roux, 1987)
Garnier (Garnier és mtsi., 1978)
Homologue (Levin és Garnier, 1988)
SOPM (Geourjon és Deléage, 1994)
SOPMA4 (Geourjon és Deléage, 1994)
GOR (Garnier és mtsi., 1996)

A programok koziil az els6 négy (Gibrat, GOR IV, Predator, SOPMA3) csak az o-
hélixet (helix), a B-lemezszerkezetet (sheet) és a coil szerkezetet, mig a tovabbiak (Double
prediction, Garnier, Hologue, SOPM, SOPMA4, GOR) az «-hélixen, a B-lemezszerkezeten
és a coilon kiviil a turn (turn) szerkezeteket is elre jelzi.

A masodlagos szerkezet elOrejelzés eredményeit a 45. és a 46. dbra mutatja be. Az abrdk
kétféle elGre jelzett szerkezetet tartalmaznak. Az els§ (val6sziniil) csak haromféle
szerkezetet jelez elSre (helix, sheet, coil) és az els§ négy program (Gibrat, GOR IV,
Predator, SOPMA3) iltal kalkulalt értékek atlagat tartalmazza. A masodik (valdszinii2)
négyféle szerkezetet jelez elSre (helix, sheet, coil, turn) €s a tovabbi programok (Double
prediction, Garnier, Hologue, SOPM, SOPMA4, GOR) a4ltal kalkulalt értékek atlagat
tartalmazza.

A maésodlagos szerkezet vizsgalatakor szembetiling, hogy a CEGA cellul6zk6té doménje
(1. - 146.aminosav) szinte egyéltalin nem tartalmaz o-hélixet, elsGsorban inkibb -
lemezszerkezetet és coilt. A szekvencia Osszehasonlitisokbdl kideriilt, hogy igazabdl a
cellul6zko6t6 domén a 42. és a 141. aminosav kozotti rész (41.4abra). Igen j6l megfigyelhetd,
hogy a masodlagos szerkezet eldrejelzés (45.4bra) az elsé negyven aminosavra [-
lemezszerkezetet jelez, ami el is tér a CBD szerkezettSl ezzel is jelezve, hogy nem tartozik
hozza. igy JOl kiegésziti és aldtdmasztja egymadst ez a két fiiggetlen informacid.

A linker szekvencia (147. - 174.aminosav) csupa coil struktirat tartalmaz, ami a limitalt
proteolizis f6 timadasi helye (Gilkes és mtsi., 1989). Hasonlé a struktira a 140. - 185.
aminosavig, mely nem tartozik sem a cellul6zk6td, sem a katalitikus doménhez.

Bakteridlis hidroldzok

79



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

helix (h) sheet (e) turns (t) coil (c)

10 20 30 40 50 60 70 80
| | | | | | | | | | | | | | |
CEGA szekvencia MSPRSNVSRLRRTVVAATAAAAVATAGLSALTATAAQAAAGCRVDYAVSSQWSGGFGATVTVTINLGDPVSSWDLRWTFPN

Gibrat ccceecce hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhe ccccec cc
GOR IV cccceccecchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhccceeeeeeecccccccceeeeecccccccccceeeeecc
Predator ccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhchhhhhhhhhhhccccceeeeecccccccceeeeeecccccccccceeeccce
SOPMA3 ccccecchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhccceeeeehccccccce ccccccecc ccc
Valészin(dl cccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheccceeeeeeccccccce cedecace ccc
Double prediction ccttcteeheheeeehhhhhhhhhhhchchhhhhhhhhhhcheeeeeeeectttccceeeeeeccctceccechheecce
Garnier eectcceeeeeeeeehhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheeeeeeeeeeetcctcc ccc ttccct
Homologue cccthhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhechhhhhhhhhhhccceeeeectccttccceeeeeecccccccccccceccect
SOPM ccccecchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhtee htttttcce cccccccece cc
SOPMA4 cccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhtcceeeeehtttttcec ccccccce ccc
GOR ccctccceeeeeeeehhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheeeeeeeccttcctccceeeeeetcccecttettteect
Valész{n(2 cccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhecceeeeeetttttccceeeeeeecccceccccettecce

90 100 110 120 130 140 150 160

| | | | | | | | | | | | | | |
CEGA szekvencia GQSVHQAWNATVSTTGSQVSAKNVGWNGSLGTGASAQFGFNGSWSGSNGVPASFTLNGTTCTGGVTQPTTQPTTQPTTQP

Gibrat ch cc ceeccc ceecccccce cc ceeccccccccccccee
GOR IV cc ccecce ccccccceeeeccccccccccccceeeeecccCCcccCcccccccccccccece
Predator ccchhhhhhheeeecccceeecccccccccccccceeeccccCccccccccceeeccccccccccccccccccececcececccee
SOPMA3 cccehh cccceccece ccccceecccccccccccccceeeeecceecccccccccccccccccece
Valészin(l ce ccce ccccccceeeeccccccccccccceeeeecCcCCCCCCCCCCCCCCCCCCCeee
Double prediction cccehhhhhheeeeccceechctectttcctcccchhhttttecttttccccceeeectcccecceccccecceccececcccee
Garnier tcc ceeeccec teecccccceeeeeeeccttcttccceeeeeettttteeteeeeteecteecteec
Homologue cccehhhhhceeeecccccecctccccecceecctcccececcceecttccceeeeetceeeececccccccccccccccec
SOPM cccehh cccccee cttcceeeccccccccccccceeeeettecccccccccccececececcccecce
SOPMA4 cccehh cccccccee ttcceeeccccccccccccceeeeettecccccccecceccceccecccee
GOR tccceetccecccccccceeeeeecttccccccceeeeettacttcttcccceeeetttttttttccectececctecctece
ValészinG2 cccehh ccccc cccceeettccttcettcecccceeeeetttccccccccecceccecceccceecee

170 180 190 200 210 220 230 240

| | | | | | | | | | | | | | |
CEGA szekvencia TTQPTTQPTTQPTTPPVSSSQLYVDPETAAYAAWQAASGKDKDLLAKMALTPQALWIGDWASASETQATVRDY TGRARAA

Gibrat cccccccccccccccccccceeeechhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheheehhhhchhheeehehhhhhhhh
GOR IV ccccecceccccccccccccccccccchhhhhhhhhhhechhhhhhhhhhhecceeeecccccccccchhhhhhhhhhhhh
Predator cccececccccccecccccccccccccachhhhhhhhhhhecechhhhhhhheccceeeeccccchhhhhhhhhhhhhhhhhh
SOPMA3 ccceccccecccccccccccccceeeccchhhhhhhhhheccchhhhhhhhheecheeechhcccchhhhhhhhhechhhhh
Valész{in(l cccecececccccccccccceccceecccchhhhhhhhhheccchhhhhhhhhecceeeeccccccchhhhhhhhhhhhhhhh
Double prediction ccccccccccccccccetcceeeecchhhhhhhhhhhetctchhhhhhhhecchhheecchhhhchhhheeecccchhhhh
Garnier teecteeeteeeeecteeeeeeeeeehhhhhhhhhhhhthhhhhhhhhhhhhheeeeetccccchhheeeeeeeeehhhn
Homologue cccececccecccccceeccccchhhhhhhhhhchhhhhhhhheccccceeccccccchhhhhhhhhhthchhhtchheeee
SOPM ccecccecccccecccccccecccceecthhhhhhhhhhht tcchhhhhhhhheccheeethhcchhhhhhhhhhhechhhhh
SOPMA4 ccccececccccccccccccccceecthhhhhhhhhhht tcchhhhhhhhheccheeethhcchhhhhhhhhhhechhhhh
GOR tccctecttecttecttcceeeeeechhhhhhhhhhhetthhhhhhhhhhhhheeeectccccchhheeeettcchhhhh
Valészin(2 ccccecccccccccccccccccceeet hhhhhhhhhhht tchhhhhhhhhhecceeeethhcccchhhheeehhcchhhhh

250 260 270 280 290 300 310 320

| | | | | | | | | | | | | | |
CEGA szekvencia GKTAQIVVYAIPGRDCGSYSGGGVATSEYARWVDTVAAGIQGNPWVVLEPDALAQLGDCAGQGDRVGFLQYAAKSADRQG

Gibrat chhheeeeeecccceecceccceeeeeeeeeeheehehcccccceeehchchhhhheccccccccehehhhhhhhhhhhhh
GOR IV ccceeeeeeeccccccccccccceeeeeeeeeeeeeecccccccceeecccchhhhecccccccchhhhhhhhhhhhhhe
Predator CcccceeeeeeccCcCCCCCCCCCCCCCCCCCCcceeeeccccccceeeecccccccccecccccccceeehhhhhhhhhece
SOPMA3 cccceeeeeeccccccceecccccchhhhhhhhhhhhecccccceeeeccchhhhhheccccccceeeeeeccchhhhee
Valészin(l cccceeeeeeccccccccccccc h ccceccc ccchhhhhcceccccccceeehhhhhhhhhhee
Double prediction cchheeeeeeectttttttttccehehhhhheeeeehhcetctceeeehchhhhhhtctcttccceceehhhhhhhthet
Garnier hhheeeeeeeceetteeeetttcc hhhhhh elolo] hhhhhhh teeeeeeeeehhhhhhhhee
Homologue eeccccccceectccechhhhhhhhhhhhhecectcceeeeccchhhhechecttcceeeeeecchhhtttcceeecttee
SOPM tccceeeeeeccccccceetttccchhhhhhhhhhhheccttcceeeeccchhhhhhectttttteeeeeecccchhhtc
SOPMA4 tccceeeeeeccccccceetttccchhhhhhhhhhhheccttcceeeeccchhhhhhectttttteeeeeecccchhhte
GOR chheeeeeeeettttttttttccceeeehhthhheeectcccccceeeehhhhhhhttttttcteeeeeehhhhchtttt
Valészin(2 cccceeeeeeecttccccttttccchhhhhhhhhhhhecccccceeeechhhhhhhhectttttteeeeehhhhchhhte

45.abra A CEGA maésodlagos szerkezetének elorejelzése 1.
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helix (h) sheet (e) turns (t) coil (c)

330 340 350 360 370 380 390 400
I | | | | | | | | | | | | | | |
CEGA szekvencia AGVYLDAGNPAWLSLRAANRLNRIGFGDAVGFSLNVSNYRTTAEAKAYGQEVSRLTGGKKFVIDTSRNGNGASGTEWCNP

Gibrat heeeeeccchhhhhhhhhhhhehecceceeeeeeecccccehhhhhhhcehhehhhcce ccccccceeeecc
GOR IV ceeeecccccchhhhhhhhhhhhcecccccceeeecccccchhhhhhhhhhhhhhhecccceeeeeecccccccccccccce
Predator cceeeecccccchhhhhhhhhheccccccccccccccccchhhhhhhhhhhhhheccccceeeeeecccccccccccccce
SOPMA3 ceeeeccccchhhhhhhhecccccccccchhceeeeeccccchhhhhhhhhhhhhheccceeeeecccccccccccecccce
Valészin(l ceeeeeeccchhhhhhhhhhhhhcccccccceeeeecccchhhhhhhhhhhhhhhecccceeeeeeccccccccceccccce
Double prediction cceeetcctcchhhhhhhhhhceeccccheceeetettecchhhhhhcccheeeetcccceeeeettttcttcteccett
Garnier cchheeehhhh cccteehhhhhhhhheeeeettteeeeeeectttcccceeetect
Homologue heeehchhhccchteccccccceceeet tccccchhhhhhhhhhhhetccceeeecccccccectcectchtchettecee
SOPM ceeeecttcchhhhhhhhhhcccccccthheeeeeetcccchhhhhhhhhhhhhhtttceeeeeccccccccccccccce
SOPMA4 ceeeecttcchhhhhhhhhhcccccccthheeeeeetcccchhhhhhhhhhhhhhtttceeeeeccccccccccccccce
GOR eeeeeetcccthhehhhccceteeteeeeceeeccccctecchhhhhhhhheeeettttceeeeeectttccectetttet
Valészin(i2 ceeeeetccchhhhhhhhhhccceeecteeeeeeeetcccchhhhhhhhhheeeetttceeeeeectttccccccecccct
410 420 430 440 450 460

| | | | | | | | | | | |
CEGA szekvencia RGRALGDKPVAVNDGSGLDALVGIKRPGESDGTCNGGPSAGARWQEIALELARNARW

Gibrat ccccccccceeeccccchhheeeeeccccccceecccccccchhhhhhhhhhhhhhh
GOR IV ccccccccceeecccccceeeeeccccccccccceccccecccchhhhhhhhhhheceec
Predator ccccccccceeeeccccccceeeeccccccceccccccccchhhhhhhhhhhhhheee
SOPMA3 ccccccccceeeccccchhheeecccccccceccccccccccchhhhhhhhhhheech
Valész{in(l ccccccccceeeccccchhheeeecccccccccccccccccchhhhhhhhhhhheece
Double prediction ccchtccccehetttccchheeeectcctttttttectttcthhhhhhhhhhhhhhee
Garnier ttteet ttcch ttttttettcccccchhhhhhhhhhhhhhhh
Homologue ectccceeeecccccccteccccccceccchhhhhhhhhhhhehth

SOPM ccccttccceeechtcchhheeecccccccccccccecccccchhhhhhhhhhhecth
SOPMA4 ccccttcececceeechtcchhheeecccccecccceccceccccccchhhhhhhhhhhecth
GOR tttcctc ttcck cctttttttttccccccchhhhhhhhhhhhhht
Valészin(l ccecctt ttcchhh cccttttcecccceccccecchhhhhhhhhhhhhth

46.abra A CEGA masodlagos szerkezetének elGrejelzése I1.

A Kkatalitikus domén (190. - 457.aminosav) masodlagos szerkezetére elsGsorban a «-helix
és coil a jellemzd, kis mennyiségben fordul csak el6 B-lemezszerkezet. A hélix és coil

50 B0 120 189'°0 - 0 60 120
Phi i

47.abra A CEGA cellulozkots (A) és katalitikus (B) domén
aminosavainak Ramachandran dbrazolasa.

struktirdk szabdlyszertien ismétlodnek, a 3-lemezszerkezet inkabb a molekula C-terminalisa
felé fordul el§ leginkabb.
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Az elsbdleges és a masodlagos szerkezet felhaszndldsaval valamint a Swiss-PdbViewer
program segitségével homoldgia modellezést végeztiink, mind a cellul6zkotd, mind a

48.abra A CEGA cellul6zk6ts doménjének haromdimenzis modellje. 'A': a CBD szerkezete
cartoon (stereo) forméaban. 'B': a CBD szerkezete spacefill formaban. Az a-hélix piros, a f3-
lemezszerkezet sarga, a turn kék és az egyéb masodlagos szerkezetek fehérek.

katalitikus doménnel. A kialakitott modelt a HyperChem™ 4.5 molekula modellezd
program segitségével tovabb optimalizdltuk. A két doménre kapott modell eredményeit
tikrozi a 47., 48. és 49.abra. A 47.4abra a két domén Ramachandran dbrdzoldsaban az N -
oC-atom Phi (®) és az aC - C-atom Psi (¥) torzids szogeit mutatja be. A 47.4abran lathato,
hogy igen sok aminosav az un. tiltott zénaba esik, ami azt jelzi, hogy sok a molekuldban

49.4bra A CEGA Kkatalitikus doménjének hiromdimenziés modellje. 'A': a CD szerkezete
cartoon (stereo) formaban. 'B': a CD szerkezete spacefill formdban. Az «-hélix piros, a -
lemezszerkezet sarga, a turn kék és az egyéb masodlagos szerkezetek fehérek.

a PB-turn és a coil. A tiltott zéndba esé aminosavak elsGsorban a katalitikus doménnél
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fordulnak el6 siirin.

A 48.abran a Cellulomonas sp. CelB7-b6l klénozott cegA gén fehérje termékének
(CEGA) cellul6zkotd, a 49.4bran a katalitikus doménjének hiaromdimenzids szerkezete
lathaté. A homolégia modellezés, a mar ismert térszerkezeti fehérjékkel szekvencia
hasonlésdg alapjan torténd modellezés, ami inkdbb eldrejelzésnek, teoretikus modellnek
nevezhetd.

A CEGA az eddig ismert térszerkezetli fehérjék koziil a Thermomonospora fusca
endo-1,4-B-D-gliikandzzal 34,97%-ban azonos (11TML.pdb), a Cellulomonas fimi
exo-1,4-B-D-gliikkanizzal (celluldz, xylanaz) 49,13%-ban azonos (11EXG.pdb) és a
Trichoderma reesei cellobiohidrolaz II katalitikus doménjével 36,75 %-ban azonos. Ennek
alapjdn a program automatikusan két modellt generalt, egy cellul6zk6t6 domén homolégot
(a 11EXG.pdb-t hasznalva templatként) és egy katalitikus domén homoldgot (a 11CB2.pdb-t
és a 11'TML.pdb-t hasznalva templatként). Igy az eredeti szekvencia 30. - 149.aminosava
alkotja a CEGA CBD-t, mig a 202. - 444.aminosav pedig a katalitikus domént.

A cellul6zkoté domén egy diszulfid hidat (az eredeti CEGA szekvencidban a 42. és a
141. cisztein kozott), mig a katalitikus domén két diszulfid hidat tartalmaz (az eredeti
CEGA szekvencidban a 256. és a 299. cisztein kozott és a 398. és a 434. cisztein kozott,
41.4bra).

A CEGA CBD haromdimenzids szerkezete hasonlé mds bakteridlis CBD-hez, mig a CD
igen hasonlatos a C. fimi [-1,4-gliikanaz (Cex) katalitikus doménjéhez (White és mtsi.,
1994).

Tovabbi terveink:

i) A génkonyvtarbol szelektalt klonok tovéabbi vizsgélata, tekintettel a
celluldz és a xylanaz aktivitasra

if) A meglévd klonok teljes szekvencidjdnak a megallapitasa

iil) A szekvenciak alapjin tovabbi haromdimenzi6s modellezés, az aktiv
centrum felderitése

iv) A klénozott enzimek felhasznaldsaval ellenanyag elallitdsa és
immunaffinitds kromatogréfidval az eredeti enzimek tisztitisa

v) Az eredeti (glikozilalt) enzimek tovabbi biokémiai vizsgalata
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IV. OSSZEFOGLALAS

Izolaltunk két Gram pozitivan fest6dd, pélcika alaki cellul6zbont6 baktériumot (CelB2
és CelB7) szant6foldi talajbdl. A CelB2 74,5%, a CelB7 74,3% (G+C)-t tartalmaz. Jol
n6ének kiilonbozd szénforrdsokat tartalmazé tdptalajon, tdpoldatban. Az elvégzett
mikrobioldgiai, biokémiai és genetikai vizsgalatok alapjan a Cellulomonas genusba
sorolhatdk, de egyik Cellulomonas fajjal sem azonosak. A Cellulomonas sp. CelB7 a genus
4j faja.

Az izolalt torzseket a MezGgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
Gyiijteményénél nemzetkézi ipari szabadalommal védve, a Cellulomonas sp. CelB2-t
NCAIM {P} B 001203 (Felfoldi és Fiilop, 1993) és a Cellulomonas sp. CelB7-t NCAIM
{P} B 001204 (Fiilop és Felfoldi, 1993) szdmokon helyeztiik letétbe.

A baktériumok szamos, a sejtfal bontdsdhoz sziikséges enzimet termelnek, melyek koziil
a celluldzokat (xylanazokat) vizsgaltuk.

A cellulazok koziil a fermentlében taldlhatd egy 45 kDa és egy 115 kDa molekulatomegii
endogliikandz aktivitissal rendelkez$ fehérje. A cellulézhoz kotétten szamos endogliikandz
aktivitassal rendelkezs fehérje taldlhat6: egy 53 kDa molekulatdmegii, mely desztillalt vizzel
eludlhatd, egy 125 kDa molekulatémegii, mely csak guanidin-hidrokloriddal eludlhaté és
egy 85 kDa molekulatomegii, mely desztillalt vizzel és guanidin-hidrokloriddal is elualhato.

A biokémiai vizsgélatokhoz kidolgoztunk egy olyan detektdlasi médszert, mely alapjan
egy SDS PAGE utin a fehérje és az enzimaktivitas is egyszerre latszik.

A molekuldris bioldgiai és enzimoldgiai vizsgélatokhoz elallitottunk RBB-O-CMC-t és
RBB-O-manndnt, melyek segitségével kidolgoztunk egy hatékony enzimaktivitds mérési
moddszert. A szines szubsztratok alkalmazisival kidolgoztunk egy gyors és egyszeri
modszert a celluldz és mannanaz aktivitds szlirésére.

A CelB2 és CelB7 t6rzsbdl genom konyvtarat készitettiink, melyekbdl celluldz és xylaniz
termeld klonokat izoldltunk. Elkészitettiik a legnagyobb aktivitissal rendelkezd C72 kl6n
fizikai térképét és azonositottuk az endogliikanaz gént az inzerten. A génterméket Mono Q
anioncserél$ oszlopon tisztitottuk. A rekombinans enzim pH optimuma 6,8 - 7,4 k6z6tt van,
a hémérséklet optimuma 35°C. A cegA gén olyan, a Cellulomonas-okban egyediilallo
enzimet kédol, melynek endogliikandz és xylandz aktivitasa is van.

Egy xylanazt termeld klénbol (X74) FPLC segitségével Kkitisztitottunk egy 41 kDa
molekulatémegii xylandzt, melynek hdoptimuma 30°C, pH optimuma 7,2.

Meghataroztuk a CEGA szekvencidjit, mely 6sszehasonlitva kiilonboz6 szekvenciakkal,
elsGsorban a C. fimi CenA-hoz és GuxA-hoz hasonld, de nem azonos vele.
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A CEGA szekvencidja alapjan megallapithat6, hogy az djonnan izoldlt enzim ezidaig
ismeretlen linker szekvenciat tartalmaz, mely szintén azt timasztja ald, hogy a Cellulomonas
sp. CelB7 1j faj.

Szamos moddszer segitségével a masodlagos szerkezetet valdszinfisitettiikk. A homolégia
modellezés alapjan meghatiroztuk a CEGA haromdimenzids szerkezetét. Két kiilonallo
régiot talaltunk, egy cellul6zko6td és egy katalitikus domént.
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SUMMARY

The microbial conversion of cellulose to soluble products requires several types of
enzymes. The most important are endoglucanases (endo-1,4--D-glucanase, 1,4--D-glucan
glucohydrolase; EC 3.2.1.4) and exoglucanases (cellulose 1,4-fB-cellobiosidase; EC
3.2.1.91).

Two new cellulolytic microorganisms were isolated from soil (meadow chernozems). The
isolation of bacteria were performed under aerobic conditions, but they growth were similar
under both anaerobic and aerobic conditions. These gram-positive, motile, rods, with high
(74.5 mol%, 74.3 mol%, CelB2, CelB7, respectively) guanine-plus-cytosine in
deoxyribonucleic acid (DNA), can grow on numerous carbon source. The taxonomic
position of these organisms as a member of the genus Cellulomonas are confirmed on the
basic of microbial, biochemical and genetic characteristics. These information, in addition
to other data, suggests that one of these organisms (CelB7) is a new species, Cellulomonas
sp. CelB7 nov.

The Cellulomonas sp. CelB2 and Cellulomonas sp. CelB7 are patented, deposited in
the National Collection of Agricultural and Industrial Microorganism under NCAIM {P}
B 001203 (by Felfoldi and Fiilop, 1993) and NCAIM {P} B 001204 (by Fiilop and Felfoldi,
1993), respectively.

The CelB2 and CelB7 are produced xylanase, mannanase, pectinase, amylase,
gelatinase, and the most important the glucanase activities.

The endoglucanases, endoxylanases and other protein of Cellulomonas sp. can be
detected after polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulfate
(SDS). The activity of glucanases or xylanases can also be detected after electrophoresis in
the same gel then protein. Postelectrophoretic slab gels were directly incubated in a solution
of carboxymethylcellulose (CMC) or xylan at adequate pH and temperature for half an
hour, than staining the proteins with modified silver staining method. After the protein
detection can be detected the endoglucanase or endoxylananase activities. This double
staining method is the best solution possible, in order to detect the proteins and their
activities in the same slab gel.

Purification and characterization of Cellulomonas sp. CelB7 cellulase. The cellulases
activities of culture supernatants were purified by cellulose affinity chromatography and
SDS-PAGE. The gel contained two cellulases, M, =115000 and M,=45000, respectively.
The cellulose-bound cellulase activities were isolated from cellulose. First, the substrate-
bound cellulases were eluted from cellulose with water and separated by FPCL on MONO
Q anion exchange column in 30 mM TRIS-HCI pH 8.2 (buffer A) with buffer A plus 0.5
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M NaCl (buffer B) linear gradient elution. The activities of fractions were determined with
3,5-dinitrosalycilate using CMC as substrate and the molecular weight of proteins were
determined by SDS PAGE. Two endoglucanases were described M,=53000 and
M,;=85000. Second, the substrate-bound cellulases were eluted with 6M Gu-HCI and
separated by FPCL too. The molecular weights of endoglucanases were M,=125000 and
M, =85000.

Soluble dye-labelled substrates were prepared for the specific and rapid screening and
the measurement of endo-f-1,4-glucanase and endo B-1,4-mannanase activities. Soluble
carboxymethyl-cellulose and locust bean galactomannan were dyed with Remazol Brilliant
Blue R. A specific screening procedure was developed to isolate genes coding for
cellulolytic and hemicellulolytic enzymes from a Cellulomonas sp. CelB7 library. The assay
is advantageous for the simple, rapid and direct detection of cellulase and hemicellulase
activities in a large number of clones as found in gene libraries without replica plating or
blotting techniques. The prepared dye-labelled substrates can also be used for the
quantitative measurement of specific endo activities of cellulolytic and hemicellulolytic
enzymes because the undigested substrate can be precipitated and the amount of soluble dye,
determined spectrophotometrically, is proportional to enzyme activity.

A gene library of a newly isolated Cellulomonas sp. CelB7 strain was constructed in
Escherichia coli and screened for endoglucanase and endoxylanase activity using dye-
labelled carboxymethyl-cellulose. Seventeen and seven clones were isolated that carried
DNA inserts coding for endoglucanase and xylanase enzymes, respectively. Of the 17
clones, one carrying the gene cegA, was further characterized. E. coli harboring the
plasmid pC72 which carries the gene coding for CEGA was grown overnight of LB broth
supplemented with Ap at 37°C. Cells were centrifuged, suspended and sonicated. Sonicated
cells were centrifuged, cell-free extract (CFE), was used for the enzyme assays. The
recombinant endo-glucanase (CEGA) was purified by FPLC on Mono Q HR 5/5
(Pharmacia) anion exchange column in 50 mM TRIS-HCI pH 7.4 (buffer A) with buffer A
plus 1 M NaCl (buffer B) linear gradient elution and the activity of fractions were
determined with 3,5-dinitrosalycilate using CMC as substrate. The endoglucanase was
active against carboxymethyl-cellulose, lichenin and also degraded crystalline cellulose and
birchwood xylan. Its pH (7.4) and temperature (35°C) optima were determined. One of the
clone carrying the gene cexA, was characterized. The recombinant endoxylanase (CEXA)
was purified by FPLC as the endoglucanase. The endoxylanase was active only against
birchwood xylan. The molecular weight of CEXA (41 kDa), pH (7.2) and temperature
(30°C) were determined.

The sequence of cegA was determined by dye-labelled dideoxy-chain termination
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procedure. After the sequence determination, the CEGA was compared by SWISS-PROT
protein sequence database. The Cellulomonas sp. CelB7 CEGA endoglucanase has three
domain. The cellulose binding domain, the catalytic domain and the linker sequence
(region). The sequence of the cellulose binding domain showed the CEGA CBD is similar
to CenA of C. fimi. The sequence of the catalytic domain is similar a CenA and GuxA of
C. fimi. The linker sequence contains a new linker region (QPTT), (Gln, Pro, Thr, Thr) box
is a unique among bacterial O-glycosil-hydrolases.

Some methods were used for determination of secondary structure of CegA. The
cellulose binding domain rich in -sheet and catalytic domain rich in «-helix. We looked
for the best available templates for determination of CEGA 3D. The program found 2
regions to modell separately. The homology modelling of CEGA results two domains,
cellulose binding and catalytic domains.
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