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I. Tudoményos el6zmények és a kutatds célkitiizése

A novényi sejtfalat alkotd poliszacharidok a Fold legnagyobb
mennyiségben elfordulé szerves molekuldi. Lebontésuk és hasznositasuk
éppen ezért nagyon fontos. Ezen poliszacharidok lebontésa dridsi jelentGségi
ipari, mezdgazdasdgi és kornyezetvédelmi szempontbdl is. A névényi
sejtfalban felhalmoz6dé poliszacharidok energiatartalma 640 millié tonna
nyersolajnak felel meg évente (Coughlan, 1985). Ez a megyjithatd
energiaforras a napenergidn és a novények széndioxid fixaci6jan alapul. A
hemicellulazokat és celluldzokat takarmany-kiegészit6ként is alkalmazzak a
bendds és az egyszerii gyomru allatoknal, mert a ndvényi sejtfal lebontasaval
a tapanyagok jobban feltdirédnak és jobb a hasznositisuk (Gilbert és
Hazlewood, 1991). Ezenkiviil a hemicelluldzok alkalmazésa a papiriparban
a legnagyobb koltséget és kornyezeti veszélyt jelentd klorvegyiiletek
felhasznalasat akar 90 %-kal is csokkentheti (Clark és mtsi., 1989).

A poliszacharidok igen elterjedtek mind a névény- mind az allatvilagban.
A felépitésiikben résztvevé monoszacharidok vagy a-, vagy P-glikozidos
kotésekkel kapcsolddnak Ossze. Az a-glikozidos kotéseket tartalmazd
poliszacharidok elsGsorban energiaraktirozé szerepet toltenek be, a f3-
glikozidos kotéseket tartalmazdk viszont szilarditd, védekezd vazanyagok.
A keményitd a-glikozidos kotéseket tartalmaz, amilézb6l és amilopektinbdl
all, el6bbiben a glitkkéz molekuldk kozott kizardlag o-1,4 kotések taldlhatok,
mig az utébbiban az a-1,4 kotéseken kiviil a-1,6 koétések is elGfordulnak.
Hasonlé «-1,4 és «a-1,6 kotések taldlhaték az Aallatviligban elterjedt
glikogénben. A P-glikozidos kotésekkel felépilld poliszacharidok a
mikroorganizmusokban tallhatd dextranok, glikanok, galaktdnok, xylanok,
manndnok (B-1,2-; PB-1,3-; P-1,6-glikozidos kotéseket tartalmaznak), a
rovarok pancéljat alkoté kitin (B-1,4 kotésekkel felépiild N-acetil-
gliikkézamin) és a novényi inulinok (B-1,2 koétésekkel felépiilé fruktdz )
mellett elsGsorban a novények sejtfalaban talalhatok.

Kémiai szempontbdl a novények sejtfalat harom f6 anyagféleség épiti fel:
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celluléz, hemicelluléz és lignin. E harom f6 alkot6részen kiviil a ndvények
kisebb nagyobb mértékben tartalmaznak egyéb anyagokat is, amelyek
jelentGsen befolyasoljak a novények, kilonosen a fa tulajdonségait. Ezek a
jarulékos anyagok: hamu (4svényi alkotérészek), gyantak és zsirok, tanninok
(cserzbanyagok), szinezGanyagok, proteinek és alkaloiddk.

A ndvényi sejtfalat alkot6 poliszacharidok két nagy csoportra oszthaték,
cellulézra és hemicellulézra. A cellulézt bont6 enzimek a szubsztrit kémiai
hozzéiférhetetlensége miatt nagyon kis aktivitdssal rendelkeznek mas
enzimekhez, enzimrendszerekhez viszonyitva (Mandels, 1985). A
hemicellulézbonté enzimek a szubsztrat felépitésébol adddéan
nagysdgrenddel nagyobb aktivitdssal miikodnek, mint a celluldzok. A
hemicellulazok koziil elsGsorban a xylandzok vizsgdlata indult meg
leginkabb, a nyilvanvalo ipari haszna miatt a papirgyartasban (Clark és misi.,
1989). A hemicellulézban a xyldnon kivil a masodik legfontosabb
komponens a mannin. A mannanazok molekuldris biol6gidjarol,
struktirdjar6l és mikddésérdl azonban nagyon kevés adat all
rendelkezésiinkre.

Célkitiizésink:

i) Olyan baktérium izoldldsa, mely j6l bontja a celluldzt,
valamint rendelkezik a sejtfal bontasdhoz sziikséges egyéb
enzimekkel is (xylanidz, mannaniz)

it) A baktérium jellemzése, meghatdrozasa, azonositisa

ili) A baktérium altal termelt celluldzok (hidrolazok) tisztitisa,
biokémiai jellemzése

iv) Az izolalt baktérium cellulaz (hidrolaz) enzimeit k6dolé gének
kl6nozéasa, expresszidja, a géntermék tisztitisa, jellemzése

v) A gén szekvenildsa, a fehérje modellezése
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II. A vizsgalatok és az alkalmazott médszerek

Mikrobiol6giai médszerek:

Han és Srinivasan (1968) mddszerét kovettiik, az izolalasnal Stewart és
Laetherwood (1976) altal kozolt taptalajt haszndlva. A cellulézbontd
baktériumok szelektdlasira Taether és Wood (1982) médszerét alkalmaztuk.
Az izolalt baktériumokat cellulézbonté képességiik szerint birdltuk el a
tovabbi munkahoz. A vizsgilatok folyamén Stewart és Laetherwood (1976)
altal kozolt taptalajt hasznaltuk, a vizsgalatokhoz sziikséges médositasokkal.
A baktériumsejteket Gram mddszerrel festettiik. A keményitd- és celluldz-
hidrolizist Wynne és Pemberton (1986) szerint, a CMC hidrolizist pedig
Teather és Wood (1982) moédszerével detektaltuk. Az ammoéniaképzést
peptonbdl, a nitratredukciét a Stackebrandt és Kandler (1979) altal
alkalmazott médszer alapjan értékeltiik. Szénhidrat hasznositast, katalaz
aktivitast, zselatin hidrolizist, anaerob szaporodist, a szénhidritbdl vald
savtermelést (gliikk6znal aerob és anaerob koriilmények kozott), foszfatiz és
szulfataz reakciét a JATE, mikrobiolégia gyakorlati jegyzetben leirtak szerint
vizsgaltuk. Az asszimildcids spektrumot hagyomanyos mddszerrel hatiroztuk
meg. Az antibiotikum érzékenységet és az oxidaz reakciét Gilardi (1971)
modszerével teszteltilk. A tesztekhez hasznalt oldatokat sziiréssel sterileztiik.
Minden fizioldgiai tesztet aerob koriilmények kozott, 30°C-on hajtottunk
végre. Az azonositasi vizsgalatok sordn a Cellulomonas uda®, Cellulomonas
flavigena®, Cellulomonas gelida®, Cellulomonas biazotea®, Cellulomonas
fimi®, Cellulomonas cellasea” tipustorzseket referenciaként hasznaltuk. Az
elektronmikroszképos vizsgdlatokat Lickfeld (1976), a (G + C) mol%
meghatarozasat Marmur és Doty (1962) szerint végeztiik. Az enzimtermelést
kilénboz6 szénforrdsokon vizsgiltuk. A baktérium szaporodds és
enzimtermelés optimalizilasit Prasertsan és Doelle (1987) szerint végeztik.
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Biokémiai médszerek:

Az izolalt baktériumok 4ltal termelt enzimeket a fermentléb6l tisztitottuk
ki. Elkiilonitettiik a "szabad" celluldzokat (a fermentlében szabadon 1évd
cellulzhoz és sejthez nem kotott celluldzok), a cellulézhoz kotott
celluldzokat és a sejthez kotott celluldzokat ( a baktérium sejtben 1€v46 ill. a
sejtfelszinhez kotott celluldzok).

A rekombinins E. coli altal termelt enzimeket a sejtek szonikalassal
torténG feltirasa utdn tisztitottuk tovabb.

Az enzimek tovabbi tisztitisindl a gélkromatogrifia az affinitds-
kromatografia, az ioncserél kromatografia, a reverz fazisi kromatografia
modszereit hasznaltuk, amelyeket FPL.C (Fast Protein Liquid Chromato-
graph) segitségével valdsitottunk meg.

A fehérjetartalom meghatarozasihoz Lowry és mtsi. (1951) és Bradford
(1976) altal leirt modszereket alkalmaztunk. Az SDS PAGE-t O'Farrel
(1975) szerint végeztiik.

A cellulazok detektildsira egyrészt a PAGE utdni agar replika gél (mely
tartalmazza a vizsgilandé enzim szubsztratjat) Kongd vordssel torténd
festését (Béguin, 1983), masrészt az Aaltalunk kidolgozott mddszert
hasznéltuk a celluldzok kimutatisira SDS PAGE utin (Fiilop és Felfoldi,
1990).

Az enzimaktivitis méréséhez, valamint az enzimaktivitdssal rendelkezd
klénok szelektilasahoz szines szubsztratokat (blue-CMC, blue-mannan)
készitettiink (Fiilop és Ponyi, 1997).

Az enzimaktivitasokat (celluliz, xylanidz, mannanaz) szines szubsztrittal
(Fiilop és Ponyi, 1997) valamint a felszabaditott redukald cukor meghataro-
zasdval (Miller, 1959) allapitottuk meg. A {-glilkozidaz aktivitist a p-
nitrofenil-B-D-gliikozidbél felszabaditott nitrofenol, a cellobioziddz aktivitdst
a p-nitrofenil-B-D-cellobiozidbél felszabaditott nitrofenol meghatirozasaval
mértiikk (Wood és Bhat, 1988). A cellulaz (xylanaz) aktivitds félkvantitativ
meghatarozasit (gyors teszt) szubsztrat tartalmi agar lemezen Kongo6-voros
festéssel hatidroztuk meg.
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Genetikai médszerek:
A DNS tisztitisat, koncentriciéjanak mérését a laboratériumi
kézikdnyvek szerint végeztiik.

A Cellulomonas sp. génkonyvtirat pBluescript® II KS* vektorban
készitettiik el Zabarovsky és Allikmets (1986) szerint, apré mddositasokkal.

A Cellulomonas génkonyvtarral transzformalt E. coli sejtekbdl a celluldz
(xylandz) aktiv klonokat szines szubsztriton szelektiltuk (Filop és Ponyi,
1997).

A celluldz és xylandz aktiv klénok restrikcids térképezését, a DNS
elvélasztasat agar6z gélelektroforézissel a laboratériumi kézikdnyvek szerint
végeztiik el.

A DNS szekvendldst manudlisan a Sanger-féle linctermindcids
moédszerrel (Sanger és mitsi., 1977) hatiroztuk meg. Misrészt a
szubklénokbél a DNS inszertet amplifikdltuk PCR segitségével (a magas
G+C% miatt), amelyet gélbdl tisztitis utin festék termindcids szekvenald kit
segitségével szekvenaltunk.

A fehérjeszekvencia Osszedllitisiban a GCG programcsomag volt
segitségiinkre. A szekvencidk Osszehasonlitisira BLASTP 1.3.11 és
BLASTP 1.4.10 (Altschul, és mtsi., 1997) programokat haszndltunk. A
mdsodlagos szerkezet elGrejelzéséhez tobbféle programot haszniltunk.

A fehérjék homoldgia modellezéséhez a Swiss-PdbViewer v 3.0 (Guex
és Peitsch, 1998) és a HyperChem™ 4.5 molekula modellezd program volt
segitségiinkre.

I11. Az elért eredmények

1. Két Gram pozitivan fest6dd, pélcika alaki cellulézbonté baktériumot
izolaltunk (CelB2 és CelB7) szant6foldi talajbdl. A CelB2 DNS 74,5%,
a CelB7 74,3% (G+C)-t tartalmaz. J61 nGnek kiilonb6z6 szénforrasokat
tartalmazé tiptalajon, tdpoldatban. Az elvégzett mikrobioldgiai,
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biokémiai és genetikai vizsgalatok alapjan a Cellulomonas genusba
sorolhatok, de egyik Cellulomonas fajjal sem azonosak. A Cellulomonas
sp. CelB7 a genus 1uj faja, melyet a Mezdgazdasigi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyflijteményénél nemzetkdzi ipari
szabadalommal védve, Cellulomonas sp. CelB7 NCAIM {P} B 001204
szamon helyeztiink letétbe (Fiilop és Felfoldi, 1993).

. A cellulazok koziil a fermentlében taldlhat6 egy 45 kDa és egy 115 kDa
molekulatomegli endogliikandz aktivitdssal rendelkezd fehérje. A
cellulézhoz kotdtten szamos endogliikandz aktivitdssal rendelkezd fehérje
taldlhaté: egy 53 kDa molekulatdmeg(, mely desztilllt vizzel eludlhatd,
egy 125 kDa molekulatdmegii, mely csak guanidin-hidrokloriddal
eluilhaté és egy 85 kDa molekulatdmegli, mely desztillalt vizzel és
guanidin-hidrokloriddal is elualhaté (Fulop és misi., 1995).

. A biokémiai vizsgélatokhoz kidolgoztunk egy olyan detektldsi modszert,
mely alapjin egy SDS PAGE utin a fehérje és az enzimaktivitds is
egyszerre latszik (Fillop és Felfoldi, 1990).

. A molekularis biolégiai és enzimolégiai vizsgalatokhoz elGallitottunk
RBB-O-CMC-t és RBB-O-mannint, melyek segitségével kidolgoztunk
egy hatékony enzimaktivitdis mérési médszert. A szines szubsztratok
alkalmazasaval kidolgoztunk egy gyors és egyszeri modszert a celluldz
és mannanaz aktivitas sziirésére (Fillop és Ponyi, 1997).

. A CelB2 és CelB7 torzsbdl genom konyvtarat készitettiink, melyekbdl
celluldiz és xylanaz termel6 klénokat izolaltunk. Elkészitettiik a
legnagyobb aktivitissal rendelkez6 C72 klén fizikai térképét és
azonositottuk az endoglilkaniz gént az inszerten. A génterméket Mono
Q anioncseréls oszlopon tisztitottuk. A rekombindns enzim pH optimuma
6,8 - 7,4 kOzott van, a hdmérséklet optimuma 35°C. A cegA gén olyan,
a Cellulomonas-okban egyediilallé enzimet kédol, melynek endoglitkanaz
és xylanaz aktivitdsa is van (Fiilop és mtsi., 1996).

. Meghatdroztuk a CEGA szekvencidjat, mely &sszehasonlitva kiilonb6z6
szekvencidkkal, elsGsorban a C. fimi CenA-hoz és GuxA-hoz hasonl6, de
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nem azonos vele. A CEGA szekvencidja alapjan megallapithatd, hogy az
tjonnan izolalt enzim ezidaig ismeretlen linker szekvenciat tartalmaz,
mely szintén azt timasztja ald, hogy a Cellulomonas sp. CelB7 1j faj.
Szamos mdédszer segitségével a masodlagos szerkezetet valészindsitettiik.
A homolégia modellezés alapjan elGjeleztik a CEGA hiromdimenzids
szerkezetét. Két kiilonallé régiot talaltunk, egy cellulézkots és egy
katalitikus domént.
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