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Roviditések jegyzéke

A (Ala) alanin

Ap ampicilin

aphA’ (aminogliikozid foszfat transzferdz) termindtor nélkiili Km rezisztencia
APS ammonium-perszulfat

ATP adenozin trifoszfat

B. licheniformis Bacillus licheniformis

B. subtilis Bacillus subtilis

Bt bacitracin

Bts bacitracin szintetaz

Cat kloramfenikol acetil transzferdz

CBM szénhidrat koté modul (Carbohydrate Binding Module)
CD katalitikus domén (Catalytic Domain)

CiDiSp Circular Dichroism Spectroscopy

Cm kloramfenikol

ddH,O kétszeresen desztillalt viz

DMSO dimetil szulfoxid

DMF N,N-Dimethil-formamid

DSP termék kinyerés (Downstream Processing)

E. coli Escherichia coli

EDTA etiléndiamin-tetraacetat

EtBr 3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridinium bromide (etidium bromid)
F (Phe) fenilalanin

FAS zsirsav szintaz (Fatty Acid Synthase)

GH glikozil hidroldz

His hisztidin

His tag 6 hisztidinbdl all6 peptid toldalék

ITC Isothermal Titration Calirometry

kb kilobézis

Km kanamycin

lacZ B-galaktozidaz enzimet kdold gén

MCS sokklénozé hely (Multiple Cloning Site)

NBS N-bromo-szukcinamid

NRPS nem riboszémalis peptid bioszintézis (Non Ribosomal Peptide Synthesis)
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Eloszo

Doktori tanulmanyaim alatt, a bacitracin bioszintézis rejtelmeinek kutatdsa kozben, lehetdségem
addédott arra, hogy egy csereprogram keretében Anglidban, a Newcastle Egyetem, Biol6gia és
Taplalkozastudomanyi tanszékén (The University of Newecastle upon Tyne, Department of
Biological and Nutritional Sciences), Harry Gilbert Professzor Ur vezetésével hat hénapig
kiillonb6zé mikroorganizmusokbdl szarmazé novényi sejtfal bontdé enzimek expresszidjaval,
tisztitdsaval, helyspecifikus mutagenezisével és a mutdnsok biokémiai jellemzésével
foglalkozhassam. A munka olyan érdekesnek bizonyult, hogy a kinttartézkoddsom tovéabbi 8
honappal meghosszabbodott, de ekkor mar mint Junior Research Scientist vettem részt a
kutatdsokban. Ekkor a feladat a vizsgalt fehérjék kristdlyositdsdval is kiegésziilt. Ez az
Osszességében tobb mint egy éves intenziv angliai munka sok érdekes eredményt és tobb
tudoményos publikéciét eredményezett.

A disszertaci6 igy két részbdl épiil fel. Az elsd rész, amelyet 1. ponttal és alfejezeteivel jeloltem, a
bacitracin peptid-antibiotikum szintézisben esszencidlis tioészterdz enzim klonozdsat és
funkcidjanak azonositdsét taglalja. A masodik rész amelyet a 2. ponttal €s alfejezeteivel jeloltem,
megfelelé irodalom 4ttekintés utdn, az Anglidban végzett, novényi sejtfalbonté enzimek
vizsgalatdval kapcsolatos eredmények rovid 6sszefoglaldja.

A dolgozatban 0sszefoglalt munka és eredmények az 1997-2001 idészakban sziilettek és a dolgozat
eredeti verzidja 2001 végén késziilt el. Hosszu 1dot fidkban tolt6tt, majd néhany formai véltozas
utdn 2006 masodik felében nyerte el végleges formdjat. Ezért az irodalom feldolgozas és az
eredmények masok eredményeivel vald Osszehasonlitdsa is a 2001-ig terjedd iddszakot dleli fel.



1. A tioészteraz gén szerepének vizsgalata a bacitracin bioszintézisben

1.1. Bevezetés és célkitiizés

A molekuldris genetikai mddszerek robbandsszeri fejlodése atalakitotta a gydgyszer hatéanyag
keresés modszerét. A kordbbi véletlenszerli probdlgatast felvéltotta egy raciondlisabb, a kivalté ok
megsziintetését célzé eljards bevezetése. El0szor azonositjdk a korkép okdnak molekuléris
mechanizmusédt, majd nagy ateresztOképességli vizsgdld (screening) rendszerekben (HTS: high
throughput screening) keresik azokat a molekuldkat, amelyek képesek a kivélté ok (patogén
organizmus, enzim vagy regulitor nem megfeleld, vagy tdlzott expresszidja) célzott
megsziintetésére. A nagy dteresztd képességli rendszerek rovid id0 alatt nagy mennyiségi
»molekula” tesztelését teszik lehetdvé emberi hibalehet6ség minimalizdldsaval, robotizalt
koriilmények kozott. A folyamatban a szilk keresztmetszet az elegendd mennyiségben
rendelkezésre allg, tesztelhetd ,,molekulak’™ szama.

Nagyon sok olyan kémiai szerkezet 1étezik, melynek megfelel6 mennyiségben torténd eldallitdsa
szintetikus uton nehézkes vagy lehetetlen (nagy molekulatomeg, sok kirdlis centrum stb.), bioldgia
uton azonban elddllithaté megfeleld baktérium vagy gomba torzs irdnyitott fermenticidjaval. Ide
tartoznak a kiilonb6z6 peptid illetve poliketid szerkezetek is. Ahhoz, hogy a mikroorganizmusokkal
a tesztelendé molekuldk minél szélesebb palettdjat eldallithassuk, ismerniink kell ezen molekuldk
szintézisének modjit, azonositani kell a bioszintézis 1€péseit és jellemezni kell a lépéseket
katalizal6 enzimeket.

A bacitracin egy peptid antibiotikum, melynek szintézise nem riboszémdkon, hanem egy 3
alegységbdl felépiild peptid szintetizon torténik a nem riboszomalis peptidszintézis (NRPS)
folyamatdban. Az aminosavakat 0sszeépitd peptidszintetiz miikodésének feltdrdsa mar nagyrészt
megtortént, mig a szintézisben esszencidlis egyéb enzimek vizsgdlata jelenleg is folyik.

Munkédnk sordn a bacitracin szintetdzt koédolé DNS  fragment kornyezetében kodolt, a
nemriboszomalis peptidszintézisben fontos enzim lokalizaldsat és szerepének meghatarozasat tiztiik
ki célul.



1.2. Irodalom attekintése

A Dbacitracin peptidantibiotikumot sokdig hozamfokozé takarmany-kiegészitd komponensként
hasznaltdk, a hozamfokoz6 antibiotikumok betiltdsa utdn human felhasznéldsa kapott teret. Jelenleg
foleg afrikai orszdgokban hasznéljdk, elsOsorban makacs sebfertézések kiilsé kezelésére.
Intramusculéris alkalmazdsa nem javallott, mert a hugyutakba kivdlasztédva nephrocalcinosist
okozhat, ami azonban az adagolds megsziintetése utin hamar elmulik. Szdjon 4t adagolva az
antibiotikum nem szivddik fel, igy hatdsidt a gyomor-bél traktusban fejti ki. Nagy eldnye, hogy
nehezen alakul ki vele szemben rezisztencia, illetve adagoldsa sordn esetlegesen kialakult tolerancia
az antibiotikum alkalmazaséanak felfiiggesztése utan gyorsan megsziinik.

A tobb komponensbdl all6 bacitracin peptidantibiotikum keveréket az Eubacteriales rendbe, a
Bacillaceae csalddba, a Bacillus nemzetségbe tartoz6 Gram-pozitiv szaprofita, fakultativ anaerob
Bacillus licheniformis sejtek a stacioner fazis kezdetén szintetizdljdk A B. licheniformis palcika
alaka sejtjei (0.7-3 um nagysdguak) nyolc-tiz tagbdl all6 lancokat alkotnak, melyek a stacioner
fazisban szétesnek és a sejtek endosporat képeznek. A B. licheniformis-t a bacitracin termeltetésen
kiviil a fermenticids iparban o-amildz, [B-laktamdz, alkalikus protedz és alkalikus foszfataz
eldallitasara is felhasznaljadk. (Kleinkauf és von Dohren, 1987; Harwood, 1992). A
B. licheniformis bacitracin termeloképességének fokozdsdval a fermentacié hatékonysiaga és igy
gazdasdgossdga is javithatd. A célzott és ezért hatékony beavatkozdshoz azonban a bacitracin
szintézis részleteinek ismerete elengedhetetlen.

A kémiailag j6l jellemzett 12 aminosavbdl all6 bacitracin peptidantibiotikum szintézise egy 3
alegységbdl felépiilldé multienzim komplexen, a bacitracin szintetizon tobb mint 6tven 1é€pésben
megy végbe (Laland és Zimmer, 1973). A 1épések részletes analizisére mar tobb nemriboszomalis
peptidszintetdz esetében is sor keriilt (tirocidin, gramicidin S, surfactin). Ezekbdl a vizsgalatokbdl
szarmaz6 informdcidk alapjdn a kovetkezOkben attekintjiik a multienzim komplexen végbemend
peptidbioszintézisrdl formalddott képet, majd elemezziik a bacitracin szintetdzrél eddig osszegytlt
informéciot.

1.2.1. Peptid bioszintézis multienzim komplexen

Szdmos gomba vagy bakteridlis eredetii antibiotikum (erythromycin), antitumor 4dgens (epothilone),
immunoszupresszor (cyclosporin), enziminhibitor, novényi és dllati toxin (HC-toxin) és egyéb, a

™ *‘gﬁ b
~ v Q__“
Tyrocidine A Gramicidin S Surfactin A
jj O

{, ReS¥es iﬂm «-h"*
& ﬁEE S‘” _‘g_ﬁ e

6-deoxyarnythronolide B Enterobactin Bacitracin A

n Se¥ee =- C}'r:/j Ko ng.
A _ }: ):i; LY

1.2.1.1 abra. Nemriboszémalis peptidszintézissel szintetizal6dé peptidek
(atvéve:Kohli et al. 2001)



gyogydszatban felhaszndlhaté peptid nem a hagyomanyos tton, riboszomdkon, hanem a tiotemplat
mechanizmus alapjan, nukleinsav kdzremiikodése nélkiil, multienzim komplexen szintetizalédik a
nemriboszémalis peptidszintézis folyamatdban. Ezek a kisméretli, de bioldgiai szempontbdl nagy
hatdsu peptidek szerkezetiiket tekintve lehetnek linedrisak, ciklikusak, eldgazdak vagy ezek
keveréke, tartalmazhatnak D-aminosavakat vagy N-metildlt, acildlt, glikozildlt L-aminosavakat,
heterociklikus gytrtit, és nem fehérjetermészetli komponenseket is (1.2.1.1. dbra).

Az adott peptid minden aminosavédnak beépitéséért egy-egy, kb. 1000 aminosavbdl felépiilé modul
felel0s, ami a részfolyamatokat katalizald, jol definidlt funkcidkkal rendelkezd, flexibilis linker
régiokkal egymashoz kapcsolt doménekre bonthat6: adenilaciés domén (A), peptid tarté domén (T:
thioliation vagy PCP: peptidil carrier protein), médosité domén (M), és a kondenzaciés domén (C).
A szintetizalt peptid termék levéilasztisat az esetek tobbségében a tioészterdz domén (TE) végzi.
(Laland és Zimmer, 1973; Aharonowitz et al. 1993; Stachelhaus és Marahiel, 1995a; Stein et
al. 1996; Marahiel et al. 1997; van Wageningen et al. 1998; Cane és Walsh, 1999). Az adott
aminosavra specifikus modulok sorrendje €s a szintetizal6dé peptidlanc aminosavainak sorrendje
kolinedris (Stein et al. 1996) és a szintézis elve hasonlé a poliketid (PKS) és a zsirsavszintézis
(FAS) elvéhez (Smith, 1994; Hopwood, 1997).

1.2.1.1. Adenilacios domén

Az atlagosan 55 kDa méretli adenilacids

__Aaldomén B aidomén ‘ domén a peptid termék adott pozicidba
épitendo aminosavinak specifikus

felismeréséért és ATP jelenlétében torténd
aciladenilat képzésért, azaz az aminosav
specifikus aktivaldsaért felelés. A reakcid
eredményeképpen  keletkezd  aciladenilat
szerkezete megegyezik a riboszémalis
fehérjeszintézis megfeleld koztes termékével,
de a reakcidkat katalizdlé adenildciés domén
é€s a tRNS I és II szintetizok szerkezete
kozott nincs kimutathaté hasonlosdg (Arnez
és Moras, 1997). Az adenildciés domén
elsédleges szerkezete a CoA ligdzokhoz,
végso alakja (foldja) pedig a Photinus pyralis luciferazhoz hasonlit (Conti et al. 1996). A Bacillus
brevis gramicidinS szintetdz elsé alegységének elsd, a fenilalanin beépitésért felelds moduljabol
szarmaz0 fenilalanin adenilaciés domént (PheA) ATP és fenilalanin jelenlétében kristalyositottdk,
és térszerkezetét meghataroztdk (Conti et al. 1997). A PheA egy 400 aminosavbol 4116 N-termindlis
A és egy 100 aminosavbdl all6 C-terminélis B aldoménbdl épiil fel (1.2.1.1.1. abra). A fenilalanin
kotésében résztvevd aminosavak koziil a B aldoménben csak a fenilalanin a-karboxil csoportjdhoz
H kotéssel kapcsolddo és az AMP cukor-foszfét részét koordindlé K517 aminosav taldlhat6, az ATP
vagy az AMP kotésében illetve a szubsztrat aminosav kotésében résztvevd Gsszes tobbi aminosav
az A aldoménben helyezkedik el (1.2.1.1.2. abra). A Photinus pyralis luciferaz és a PheA domén
elsddleges szerkezete csak 16%-ban hasonlit egymasra, foldjuk mégis megegyezik. Az adenilacids
domének kozott a hasonldsdg 30-60% kozott van (Turgai et al. 1992), igy feltételezhetd, hogy a
PheA domén foldja elfogadhat6 az adenilaciés domének altalanos szerkezeteként (Stachelhaus et
al. 1999; Weber és Marahiel, 2001). A kiilonb6z6 gomba és prokaridta eredeti adenilacids
domének szekvencia Osszehasonlitisa és helyspecifikus mutagenezise tobb konzervalédott (Al-
A10) és varidbilis régio jelenlétét mutatta ki (Konz és Marahiel, 1999). A fenilalanint és AMP—t is
tartalmazé PheA domén 3D szerkezete alapjan a fenilalanin kotésében résztvevd aminosavak és a
konzervalodott régidk Osszehasonlitisa alapjan lehetdvé valt az adenildciés domének
szubsztratspecifikussdgdban szerepet jatsz aminosavak azonositdsa, és igy a “nemriboszémalis
kod” megfejtése. Az A4 (FDxS) és AS (NxXYGPTE) konzervalddott régidk kozott helyezkedik el a

1.2.1.1.1. abra. A B. brevis GrsA PheA adenilécids
doménjének szerkezete. 1AMU.pdb. (sérga: phenilalanin, lila: AMP)
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fenilalanin koté zseb. Ebbdl a koriilbeliil 100 aminosav méretli régiébdl 8 (Challis et al. 2000) vagy
10 (Stachelhaus et al. 1999), a megkotott fenilalanin kozvetlen kornyezetét alkoté aminosavra
szlkitették a szubsztratspecifikussdg kialakitasaért felelos aminosavak korét. A 8 vagy 10 aminosav
jellemezte adenilaciés doméneket hasonldsdg illetve a kialakulé zseb tulajdonsdga €s mérete
alapjdn, és a korabban mdr jol jellemzett szubsztratspecifikussidggal rendelkezd adenilacids
doménekhez torténd hasonldsdg alapjan specifikussigi csoportokba osztottdk (Stachelhaus et al.
1999; Challis et al. 2000). A riboszomdlis fehérjeszintézis pontossdgdhoz képest a
nemriboszémalis peptidszintézis joval nagyobb “lotyogést” tesz lehetové (Silvian et al. 1999).
Multienzim komplexen szintetizal6d6 peptidantibiotikum esetében egy sejten beliil is, a f6 terméken
kiviil, az antibiotikum egész (egy vagy tobb aminosavban eltérd) skdldja szintetizalédik pl.:
bacitracin 15 varidns, cyclosporin 30 varians (Traber, 1997), tirocidin 4 varidans (Ruttenberg és
Mach, 1966). Az adenildciés domén szerkezete alapjan ez azzal magyardzhatd, hogy egy adott
méretli és kémiai tulajdonsdgokkal rendelkezd aminosav kotd zseb, kisebb gyakorisdggal ugyan, de
képes fO0 szubsztratjdhoz hasonlé szerkezetli és tulajdonsdgi aminosavak megkotésére és
aktivalasara is (Stachelhaus et al. 1999).

A szubsztrdit aminosav o-karboxil csoportjit az A2

motivum K517 minden esetben konzervalédott

aminosava, az amino csoportjat pedig a D235 aminosav

tartja pozicioban (1.2.1.1.2. abra). A 236., 301. és 330. K517
aminosavak a vizsgalt esetek 93 %-dban hidroféb }
aminosavak, és a kotd zseb oldalanak felépitésében ' ?
vesznek részt. A 239., a 322. a 331. helyen [évo

aminosavak a domén specifikussagitdl fiiggden sokfélék D|235
lehetnek, de adott specifikussagi domén esetében kémiai A301 ﬁr&
tulajdonsagaik megegyeznek egymadssal. A 278. és 299. - i

. P o oy ) p . T278
aminosavak még adott specifikussdgi domén esetében is S S
jelentdsen eltérhetnek egymastdl, azaz a nemriboszomalis . . 1
koéd esetében leginkabb ezek az aminosavak felel0sek a v Zg 1330
,,10tyogésért”. Az adott pozicidban el6fordulé aminosavak 1299° C331
jellege alapjan lehetséges az tjonnan azonositott W230
adenilécids domének szubsztratspecifikussdganak 1.2.1.1.2 4bra. A fenilalanin k6t6 zseb
eldrejelzése, és a megfeleld aminosavak 1AMU.pdb.

megviltoztatdsdval az adott adenildciés domén
szubsztratspecifikussdganak moédositasa (Stachelhaus et al. 1999; Challis et al. 2000).

1.2.1.2. A peptid tarté domén (T, PCP)

Az adenildciés domén éltal aktivédlt aminosav a 60-80 aminosavbdl felépiild peptid tart6 domén

(PCP) (1.2.1.2.1. abra) egy kitiintetett szerinjéhez, kovalensen kotott
/) foszfopantotén karhoz tioészter kotéssel kapcsolddik, és igy kovalensen
kotédik az adott modulhoz. A PCP domén funkcidja megegyezik az
ACP (acyl carrier protein) domén zsirsav- €s poliketid-bioszintézisben

’ betoltott szerepével: a beépitendd, kovalensen kotott szubsztritot a

Q soron kovetkezd reakcidcentrumba tovabbitja. Bar a PCP és az ACP
domének foldja Iényegében megegyezik, aminosav szekvencia

1.2.1.2.1 abra Bacillus hasonldsdg csak a foszfopantotén kart tarté szerin (S) kornyezetében
brevis TycC3-PCP domén.  mutathaté ki (L/[)GX(D/H)S(L/I) (Wakil, 1989; Hopwood és
IDNY.ndb Sherman, 1990; Lambalot et al. 1996). A CoASH-bdl szdrmazé 4’

foszfopantotén kart posztszintetikusan, a megfeleld 4’PP transzferdz koti a PCP domén megfeleld
szerinjéhez. A PCP domén barmelyik, a foszfopantotén karhoz k&tott aminosav mozgatdsara képes,
azaz a szubsztritra nem szelektiv.



1.2.1.3. A 4’PP transzferazok

A riboszéméan szintetizal6dé inaktiv peptidszintetizok PCP
doménjének aktivdldsakor a PCP domén Kkitiintetett
szerinjéhez a 4’ foszfopantotén kart a 4’PP transzferdzok
kapcsoljak CoASH felszabadulasaval és ATP
felhasznaldsdval (Lambalot et al. 1996). Minden peptid-
vagy poliketid szint(et)az rendelkezik sajat 4’PP
transzferdzzal, de el6fordul, hogy az adott PCP aktivalasara
képes 4°PP transzferiz képes mds szint(et)azbol vagy
1.2.1.3.1. dbra. Sfp és szubsztratjanak ~ Organizmusbol szarmazé PCP vagy akar ACP domének
(CoASH ) szerkezete. 1QRO.pdb aktivalasara is, pl. Sfp (1.2.1.3.1. abra) (Kealey et al. 1998;
Lambalot et al. 1996; Reuter et al. 1999). A legtobb 4’PP
transzferdz azonban specifikus az ACP-re vagy a PCP-re, amit a fehérje-fehérje kolcsonhatdasok
kialakitdsaban résztvevd aminosavak eltérésével és a PCP/ACP domének és 4’PP transzferazuk
eltéré pl értékeivel (ACP pl=3.8; PCP pl=6-7; ACP 4’PPaz pl=9.6; PCP 4’PPaz pl=5.6-6)
magyaraznak (Weber és Marahiel, 2001).

1.2.1.4. Modosito domén

Ez a domén nem része a minimélis modulnak, azaz csak azokban a modulokban van jelen, ahol az
aminosav moédosul, mieldtt beépiilne a szintetizal6do petidlancba. Leggyakrabban epimerizacid
torténik, ami az adott aminosavat az L-formdbdl a D-be alakitja. A folyamat részletei még nem
ismertek. Az epimerizaciés domén (E) specifikus az aminosavra, azaz csak akkor végzi el a D-L
atalakitast, ha az aktiv helyére jol illeszked6 aminosav van jelen (Stein et al. 1995). A
heterociklikus gytlirli képzéséért a cisztein és szerin vagy treonin oldallancok kozott a heterociklaz
(HC) domén a felelds (Konz et al. 1997). Az eukariétdkban az a-karbon amino csoport metildldsa a
metildciés (Me) doménen megy végbe (Zocher et al. 1986). A domének mindegyike nagyon
specifikus arra az aminosavra, aminek az &talakitdsat katalizdlja. A médosité domének lehetdvé
teszik a peptid termék diverzitasanak fokozasat (Konz és Marahiel, 1999)

St

1.2.1.5. A kondenzacioés domén (C)
A kb. 450 aminosavbdl felépiil6 kondenziciés domén a
skemgay = 1015 donor peptidkotés kialakitasaért felelds. A peptidszintetizok

ely hely hely . . s sz 7z
5y N legels6 modulja nem tartalmaz kondenzaciés domént,
X l /- / ezek az iniciaciés modulok. A kondenzaciés domént is
tartalmazé elongidciés modulok feladata az inicidcios
modul  dltal  4’foszfopantotendt  karhoz  kotott
aminosavhoz tovdbbi aminosavak kapcsoldsa (1.2.1.5.1.
iniciaciés  elongaciés  elongacios abra) Az clongiciés modulok nem képesek a

modul modul I modul II D . . . p
) T peptidszintézis inicializaldsara, €és mindaddig 4ll a
1.2.1.5.1. 4bra Ile Cys Leu tripeptid peptidszintézis, amig a kondenziciés domén akceptor
szintéziséhez sziikséges modulszerkezet helvé Keriil 1625 dul 4ltal ik
sémdja (dtvéve: Belshaw et al. 1999) clyere nem kerul az elozo modu a_tf{ spectiikusan
aktivalt és 4’foszfopantotén karhoz tioészter kotéssel
kapcsolt aminosav (Stachelhaus et al. 1998).

A kondenziciés domén a mellette kétoldalrdl elhelyezkedé modulok aktivélta peptidek kozotti
kotés kialakitdsdhoz valdszinlileg két kotohellyel, a donor €s akceptor helyekkel rendelkezik. Az
akceptor hely koti a downstream adenilacios modul altal aktivalt aminosavat, a donor hely pedig az

kceptor hely koti a d t denil dul 4ltal aktivalt t,ad hely pedig
upstream elhelyezkedd PCP-hez kotott - az el6z0 modulokon 0Osszeépiilt - peptidlancot. A
kondenzacids reakcié utdn az upstream PCP domén 4’ -foszfopantotén karja felszabadul, és igy a
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téle upstream elhelyezkedd adenildcidés modul 4dltal aktivélt aminosav kovalens megkotésére lesz
képes. A downstream PCP domén immaron egy taggal bdvitett
peptidlancot hordozé 4’-foszfopantotén karja pedig a kovetkezd
modul kondenziciés doménjénak donor helyéhez tovabbitja a
peptidlancot, ahol az akceptor helyen az adott modul adenildcios
doménje aktivdlta aminosav mar készen dll a peptidlanc
fogadasara. (1.2.1.5.2. abra)

(1) Loading-site

(2) Acceptor-site

1\ Phe Pro _a

L L
H

523 \ )
7 ‘1 ) /3
P
(fast)
ProCAT

Phe ATE

1.2.1.5.2 abra A nemriboszémalis
peptidszintézis folyamata (itvéve:
Belshaw et al. 1999)

1.2.1.5.3. abra A kondenzaciés domén feltételezett miikodési elve. kitsltott
fekete kor: adenilaciés domén, sziirke csikos: PCP, sziirke kit6ltott kondenzaciés domén
(atvéve: Stachelhaus et al. 1998)
A kondenziciés  domének

tartalmazzak a HHxxxDG szekvencia motivumot, ami az aciltranszferazok His motivumahoz
hasonlit. Az aciltranszferazok esetében mar bebizonyitottdk, hogy a madsodik hisztidin felelés a
katalizisért. Feltételezik, hogy ez a hisztidin “szivja el” a protont az akceptor helyen 1évd aminosav
amino-csoportjatol, lehetévé téve ennek a csoportnak a nukleofil tdmadést a donor helyen kotott
aminosav karbonil csoportjan (1.2.1.5.3. abra) (Shaw, 1983; Leslie, 1990, Russell et al. 1992;
Mattevi et al. 1992; Lewendon és Shaw, 1993; Shaw, 1994).

A kondenzicidés domén nagyfoku szelektivitdst mutat az akceptor helyen, elhanyagolhat6t a donor
helyen. Ezt meghatdrozott aminosavat hordozd, aminoacil-CoA-val aktivalt tirocidin szintetdz
modulokkal egyértelmiien bizonyitottdk (Belshaw et al. 1999; Linne és Marahiel, 2000).

A kondenziciés doméneknek van egy olyan csoportja is, amit ciklizaciés doménnek neveznek: ez a
domén egyszerre katalizdlja a peptid kotés kialakitdsat €s a tiazolin gyliri képzOodését (pl.
bacitracin) (Konz et al. 1997).

A kondenzéciés domén egyes esetekben az elkésziilt peptidlanc szintetazrdl torténd levalasztasaért
is felelds lehet pl. HC-toxin, cyclosporin, enniatin (Marahiel et al. 1997).

1.2.1.6. A tioészteraz modul (TE)

Az Osszes Dbakteridlis és néhdny gomba eredetli

Hydrobzing peptidszintetdz utols6 aminosav  beépitéséért felel6s

& E moduljdnak C-termindlisdn egy kb. 250 aminosavbdl 4ll6, a
ot > S or e zsirsavszintézisben az elkésziilt szénldnc 4’ foszfopantotenét
"Fjw E (g S karrdl torténd lehasadésat kataliza’llé: tioé§zteréz I r.nodulhoz
Paptide- Pepide-  Gyezing F{) hasonlé domén foglal helyet (Schneider és Marahiel, 1998;

1.2.1.6.1. abra. A TE modul katalizilta
reakciok (itvéve: Kohli et al. 2001)

Shaw-Reid et al. 1999). Ez az integrilt, vagy bels6
tioészteraz modul tartalmazza a GxSxG motivumot és

gyakran egy konzervalt hisztidint kb. 140 aminosavnyira a
C-termindlis irdinyaban (Ming-Hong et al. 1993).
Az utols6 aminosav beépitéséért felelos modul PCP doménjének foszfopantotén karjdhoz tioészter
kotéssel kapcsolddo peptid a TE modul aktiv helyén 1évo szerin —OH csoportjara keriil, és igy egy
peptid-O-TE intermedier keletkezik (Lawson et al. 1994; Li et al. 1996). Az intermedier
dezaciléldsa torténhet hidrolizissel (igy lineéris termék keletkezik), vagy ciklikus termékek esetében

az egyik intramolekularis nukleofillal valé reakci6 soran (1.2.1.6.1. abra). A tirocidin A (Mootz és
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Marahiel, 1997) és a gramicidin-S (Kritzschmar et al. 1989) esetében az intramolekuldris
nukleofil az N-termindlis amino csoport és igy egy “fej-farok” irdnyban Osszekapcsolt, ciklikus
peptid keletkezik. A ciklikus peptidek, mint pl. a bacitracin (Konz et al. 1997) és a daptomycin
(Mchenney et al. 1998) esetében az intermolekuléris nukleofil egy aminosav oldallanc, a surfactin
A (Cosmina et al. 1993) esetében pedig a zsirsav B-hidroxil csoportja, aminek eredményeképpen
egy eldgazo, ciklikus lipopeptid keletkezik.

A surfactin szintetdz esetében az integrdlt TE domén delécidja 2-3%-osra csokkentette a surfactin
bioszintézisét a vad tipusd torzs antibiotikum termeléséhez képest, és a TE domén eldbbre
helyezése kisebb peptid termékeket, azaz a peptidszintézis kordbbi termindcidjit eredményezte (de
Ferra et al. 1997). Tobb gomba eredetili peptidszintetazbdl illetve poliketid szintetdzbdl az integralt
TE domén hidnyzik, esetiikben az utolsé kondenzéacids domén katalizalja a termék lehasadasat (HC-
toxin, cyclosporin, enniatin).

Bizonyos aminosavak és oldallancok jelenlétében az izoldlt TE domén Onmagaban is, a
peptidszekvenciatdl fiiggetleniil katalizélja a peptidek gylriivé zarddasat. Ez lehetdséget ad ciklikus
peptidek in vitro szintézisére (Kohli et al. 2001).

Az integralt TE modulon kiviil a bakteridlis peptid- és poliketid szintetdzokat kédolé operonon
beliil gyakran taldlhaté egy, az integralt TE-hez hasonlé aktiv centrummal rendelkez6 fehérjét
kédolé DNS fragment. Ennek a tioészterdaznak a peptidszintézisben betoltott szerepét még nem
vizsgaltdk, de feltételezhetd hogy jelenléte sziikséges az optimdlis poliketid- és
peptidbioszintézishez, hiszen gyakran egy atirdsi egységben taldlhat6 az alegységeket kédolé DNS-
sel (Nakano et al. 1991; Hahn és Dubnau, 1991).

1.2.2. A bacitracin szintetaz

A Bacillus licheniformis sejtek a stacioner fazis kezdetén a 12 aminosavbdl felépiil6 tiazolin gytrit
tartalmazo, eldgazo, ciklikus peptideket: bacitracint dllitanak el6. A legnagyobb mennyiségben
termel6dé komponens a bacitracinA (1.2.2.1. abra). A dodekapeptidet tiotemplat mechanizmussal

egy 3 alegységbdl felépiild multienzim komplex, a bacitracin

L-Asn'® — D-Asp''— L-His szintetdz éllitja elé (1.2.2.2.
D-Phe? abra). Bacitracin szintézisre Asn e
Ly — Do —Y~" képtelen TnO17PFl e
Hey S transzpozonos mutansok _ &b
Xx? AL= &”g):. (Pragai et al. 1994b) e Leu
MO ey segitségével a szintetaz Phe
D-Glu? BL= &_"ﬂ részleges fizikai  térképét ; s
NI Al el}<eSZ}tettek, az alegyseg’elfej; e lle
LLlew® — R . e kodolf) DNS‘ fr:/agr/nentet/ atiré om (ys
prométert  izoldltdk, € a 133 4hra AZA,BésC
B3=  Y=le transzkripcié  inicidcié pontos  alegységekbél 4ll6 bacitracin
. L helyét  primer  extenzidéval  szintetdz multienzim komplex
1.2.2.1. abra A bacitracin Al, B1, . . L, . PP
meghatdroztdk (Pragai, nem semaja

B2 és B3 peptid -antibiotikum -
publikalt).

A bacitracin szintetdz alegységeit kodolé 45 kb-os DNS fragmentet szekvendltidk (Konz et al.
1997). (1.2.2.3. abra) Az alegységeket kodolé DNS fragmenttdl (bacA, bacB, bacC) downstream
egy kétkomponensii reguldtor rendszer két elemét (bacR, bacS), ezektdl downstream pedig a
bacitracin rezisztencia kialakitdsaban szerepet jatszd, eukariéta ABC transzporterekhez hasonl6
fehérjéket kodold, DNS fragmenteket azonositottak (bcrA, berB, berC). (Podlasek et al. 1995).
Megéllapitottak, hogy a kétkomponensti regulator szenzordnak (bacS) inaktivdldsa a sejtek
bacitracin érzékenységét fokozta, de nem befolydsolta a bacitracin szintetdz alegységeit kédold
DNS fragment atirdsat. (Neumuller et al. 2001).

A Dbacitracin rezisztencidt koédol6 DNS fragment amplifikdldsa a bacitracin rezisztencia
novekedésén kiviil - egyes torzsek esetében - a bacitracin termelés novekedését is okozta.
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(Podlasek et al. 1995)

10?00 20?00 30?00 40?00 bps |

1 1

e R ey % >

bacA bacB bacC o D
bacRS bcrABC

B adenildciés domén (A) bacABC: bacitracin szintetaz
O peptid hordoz6 donén (PCP) b . .
. acRS: regulator
B kondenzéciés domén (C) S egl_l ato. ) .
B epimerizdciés domén (Epim) bcrABC: bacitracin rezisztencia

1.2.2.3. abra. A bacitracin szintézisben résztvevo fehérjéket k6dolé DNS fragment szerkezete (AF007865; AB096165;
AB096166)
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1.3. Anyag és modszer
1.3.1. Mikroorganizmusok

1.3.1.1. Baktériumok

Bacillus licheniformis torzsek

Baktérium torzsek Forras
B. licheniformis 19 laboratériumunk
B. licheniformis 19F4 laboratériumunk (B-galaktoziddzt nem termel§ torzs)

Escherichia coli torzsek

Torzsek Genotipus

E. coli XL1-Blue supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA46, thi, relAl, lac-,
F’[proAB+ lacl’ lacZAM15, Tnl0(tet')]

E. coli DH50. F-, ¢80d, lacZAM 5, enolAl, recAl, hsdR17, (r,,m,"),
supE44, Hinl, d, gyrA96, A(lacZYA-ingF), U169

Egyéb torzsek

Torzsek Felhasznalasuk

Micrococcus flavus ATCC10240 bacitracin termelés tesztelése
1.3.1.2. Plazmidok

Plazmidok Meéret | Rezisztencia | Gazda Szarmazas

(kb)
pBlueScript II KS 2.9 Ap E. coli Stratagene
pNZ1 6.9 Ap, Cm E. coli, Bacillus | Pragai, nem publikalt
ingazé vektor

pQFBR 6.5 Ap E. coli Tran et al. 1998

1.3.2 Anyagok

1.3.2.1. Oldatok, pufferek, tapoldatok és taptalajok

YTA tdpoldat (1000 ml): 5 g élesztOkivonat, 10 g Tripton, 5 g NaCl (pH 7.2)
YTA ldgyagar: Az YTA tapoldat kiegészitve 0.45 v% agar-agarral.
YTA tdptalaj: Az YTA tapoldat kiegészitve 1.2 v% agar-agarral.

Antibiotikumok: A torzsoldatok koncentracidja 10 mg/ml. Km:10 pwg/ml, Cm: 20 pug/ml (E. coli és
B. licheniformis), Ap: 50 pg/ml (E. coli) végkoncentracidban hasznaltuk

Plazmid izoldldshoz:

Oldat I: 1000 ml-hez:15.7 g Tris-HCI, 3.72 g EDTA pH=7.5
Oldat II: 0.2 M NaOH, 2 % SDS

Oldat I1I: 3 M K-acetat; pH=4.8 ecetsavval

TE puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0).

30 %-os PEG oldat:30 % PEG 8000 2.5 M NaCl-ban oldva

Teljes DNS izoldldshoz
Oldat 1:1000 ml-hez: 15.7 g Tris-HCI, 3.72 g EDTA + 5 mg/ml lizozim pH=7.5
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Agaroz gélelektroforézishez

TBE oldat: 89 mM Tris, 89 mM boérsav, 2.5 mM EDTA (pH 8.3)

TAE oldat: 40 mM Tris-acetit, 2 mM EDTA (pH 8.0).

0.7 v% agaroz gélhez: 0.7 g agar6z 100 ml TBE vagy TAE oldatban kiolvasztva; 0.5 mg/ml EtBr-ot
adunk hozza.

STOP oldat:50 mM EDTA, 2% szarkozil, 60% glicerin, 0.05% brémfenolkék.

Protoplaszt transzformadldshoz

P-oldat (1000 ml): 25 g NH4Cl, 15 g Tris, 0.075 g NaCl, 0.045 g KCl, 0.375 g Na,SO4H,P, 533 ¢
MgClrx 6H,0, 171.15 g szachar6z (pH 8.4), autoklavban 20 percen at 121°C-on sterilezziik

P-lys oldat: P-oldatban oldva 2 mg/ml lizozim, szliréssel sterilezve

PEG oldat: 60 v% PEG 6000 P-oldatban oldva, autokldvban 20 percig 121°C-on sterilezziik.

ART tdpoldat (1000 ml): 5 g élesztOkivonat, 5 g tripton, 5 g NaCl, 6.057 g Tris-HCI, 5 g gliikoz,
171.15 g szacharéz, 1 ml 0.5 M CaCl,, 1 ml 1 M MgSO,, 1 ml 0.5 M MnSOy (pH 8.4).

ART ldagyagar: Az ART tépoldat kiegészitve 0.8 v% agarral.

ART tdptalaj: Az ART tapoldat kiegészitve 1.8 v% agarral.

Szekvendldshoz:

40 Yo-os akrilamid torzsoldat: 100 ml-hez: 38 g akrilamid, 2 g bisakrilamid

8 v%-o0s poliakrilamid gél: 23.2 g urea, 11 ml 40 %-os akrilamid oldat, 5.5 ml TBE oldat, 19.3 ml
desztillalt viz + 440 ul APS, 44 ul TEMED kozvetleniil a gél ontés eldtt

1.3.3. Mikrobioldgiai modszerek

1.3.3.1. A baktériumok fenntartasa és szaporitasa

A B. licheniformis torzseket YTA téaptalajon tartjuk, 4 °C-on tdroljuk és 3-6 havonta atoltjuk. A
taptalajrél kacsnyi baktériumot 5 ml YTA tdpoldatba oltunk és levegdztetve 30 vagy 37°C-on 14-16
oran at szaporitjuk.
Az E. coli torzseket YTA vagy LB téptalajon tartjuk. 4°C-on taroljuk és kéthavonta atoltjuk. 5 ml
YTA vagy LB tapoldatba kacsnyi baktériumot oltva, rollerben forgatva 30 vagy 37°C-on 14-16
oran at szaporitjuk.

1.3.3.2. A lambda fag héindukcidja

A A clts758 Sam 7 h6érzékeny fagot az E. coli C600 torzsbdl indukaljuk gy, hogy a baktériumot
30°C-on a logaritmikus fazis kozepéig szaporitjuk (e=0.7-0.9), majd a fagot 15 percig 45°C-on
indukaljuk. Két 6ran at 37°C-on rollerben levegdztetjilk, majd mintit vesziink és par csepp
kloroformmal ellendrizziik a fag szaporodasat. Ha 5-10 perc alatt az oldat éttetszové vélik, akkor az
egész tenyészethez 20 pul/ml kloroformot adunk. 30 percig allni hagyjuk. Centrifugélas utan (20 °C,
3000 g, 15 perc) a feliiliszot Hyflow-Supercellel deritjiik, majd 0.45 mm pérusméretli membranon
szlirjik. A fag HindIll fragementjeit molekula méret markernek hasznéljuk.

1.3.3.3. E. coli transzformalasa plazmid DNS-sel

A transzformaldst a Molecular Cloning (Sambrook et al. 1989) szerint végezziik.

1.3.3.4. B. licheniformis protoplasztok transzformalasa plazmid DNS-sel
A transzformalast Pragai et al. (1994/a) szerint végezziik

1.3.3.5. Bacitracin mérés bioldgia teszt alapjan

A bacitracint Bt érzékeny Micrococcus flavus ATCC10240 torzs felhaszndldsaval vizsgéljuk. A
M. flavus sejteket tartalmaz6é agar lemezbe furt lyukakba adott mennyiségii sziirt fermentlevet
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pipettizunk és lemezeket 24 6ra hosszat 37°C-on inkubdljuk. A Bt termel6 képesség a lyukak koriil
kialakult gatldsi zona mérete alapjan, ismert koncentracidjui bacitracin oldat higitdsaihoz hasonlitva
allapitjuk meg.

1.3.3.6. A lacZ gén miikodésének vizsgalata X-gal segitségével

A telepeket 80 pug/ml X-gal tartalmi YTA tdptalajra oltjuk, 24-48 6ras inkubdlds utdn azok a
telepek, melyekben a lacZ gén megnyilvanul a laktéz analég X-galt elbontjdk, és a promoter

s 242

aktivitasatdl fliggden vildgosabb vagy sotétebb kék szintiek lesznek.

1.3.4. Fizikai és kémiai modszerek

1.3.4.1. Bakteriofagok koncentralasa

A szlrt lizdtumot Sorvall SE-12 rotorban iilepitjikk (4 °C, 29000 g, 60 perc). A feliilisz6t a
fagiiledékrol 6vatosan leontjiik és a fagokat 0.05-0.1 térfogatnyi fagpufferben szuszpendaljuk.

1.3.4.2. Plazmid izolalas E. coli-bol
A Pharmacia Miniprep Kit Plus alapjan végezziik.

1.3.4.3. Teljes DNS tisztitas

1.5 ml overnight baktérium szuszpenzi6t centrifugalds (maximélis fordulatszdm, 1 perc) utdn steril
desztillalt vizzel mossuk, majd Ujabb centrifugdlds utdn a sejteket 500 pl Oldat I-ben
szuszpenddljuk és 20 percig 37°C-on inkubéljuk. Hozzdadunk 300 ul 2 %-os SDS-t, 20 ul Proteindz
K-t (20 mg/ml) és inkubdljuk legaldbb 1 6rdt 60°C-on. Ezutan az oldatot 500 pl fenol/kloroformmal
osszekeverjiik, majd centrifugaljuk (20°C, 5 perc, 6000g). A vizes fazist dvatosan, vagott végl
pipettaval tiszta eppendorf csObe vissziik 4t, és azonos térfogatu, semleges fenol/kloroformmal tGjra
extrahdljuk. A 1épéseket addig ismételjiik, amig a hatarfazison mar nem lathat6 kicsapddott fehérje.
Ekkor a feliiliszot 2.5 térfogat etanollal 6sszekeverjiik. A csapadékot centrifugéljuk (20 °C, 5 perc,
6000 g), 70 tf%, -20°C-os etanollal mossuk, majd a feliiliszot teljesen eltavolitjuk. A csapadékot
200 ul TE pufferben oldjuk és 5 pl RNézt (10 mg/ml) adunk hozz4. A keveréket 30 percig 37°C-on
inkubdljuk, majd 100 pl semleges fenol/kloroformmal extrahaljuk. A centrifugalas (20°C, 5 perc,
6000 g) utan a feliiliszot 2.5 térfogat etanollal 6sszekeverjiik. A kicsapddott DNS-t centrifugaljuk
(20°C, 5 perc, 6000 g), a csapadékot 70 tf%, -20°C-os etanollal mossuk, majd a feliildszot teljesen
eltavolitjuk. Vakuumszaritds utdn a DNS-t 200 ul steril desztilldlt vizben oldjuk és -20°C-on
taroljuk.

1.3.4.4. DNS koncentracio mérése

A TE pufferrel higitott DNS oldat koncentraciéjat Beckman DU-50 spektrofotométerrel 259 nm-en
mért extinkci6 alapjan szdmoljuk. Egy extinkcids egységnek 50 pg/ml DNS koncentricio felel meg.

1.3.4.5. DNS elvalasztas agaroz gélelektroforézissel

A kiilonb6z6 DNS struktirdk elvélasztasara horizontélis agar6z gélelektroforézist hasznalunk. A
nagyméretii DNS fragmenteket TAE pufferben kis fesziiltséggel (1-2 V/cm), a kis méretiieket TBE
pufferben magasabb fesziiltséggel (5-10 V/cm) vdlasztjuk el. Végiil az EtBr-ot tartalmazé agar6z
gélt UV transillumindtoron vizsgaljuk. UV fényben az EtBr-os DNS jellegzetes voroses fényt
emittal.

1.3.4.6. DNS endonukleaz emésztés, defoszforilalas és ligalas

Az enzimeket (restrikcids endonukledzok, CIAP és a T4 DNS ligdz) kiilonb6z6 cégektdl vasaroltuk.
Az emésztéseket, a defoszforildlast €s a ligdlast a gyartok javaslatai alapjan végezziik.
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1.3.4.7. DNS szekvenalas

A pBlueScript II KS plazmidba épiilt inszertet T7 DNS polimerdzzal (T7 Sequencing Kit,
Pharmacia) a gyart6 javaslata szerint a Sanger-féle lancterminaciés médszerrel szekvenaljuk.

1.3.4.8. o-Nitrofenil-B-D-galactopyranosid (ONPG) mérés
A lacZ fizi6s gének B-galaktozidaz aktivitasat Nicolson és Setlow (1990) alapjan mérjiik.

1.3.4.9. Szekvencia vizsgalatok

A szekvencia Osszehasonlitdsokat és vizsgdlatokat a Wisconsin Package, Version 8, (September
1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711)
programcsomag segitségével végezziik.

1.3.4.10. HPLC vizsgalat

A HPLC méréseket a Phylaxia kutaté laboratériumédban végezték a bacitracin mindsitésének
megfeleld modszerrel és paraméterekkel.
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1.4. Eredmeények

A bacitracin szintetdzt alegységeit €s a
bacitracin rezisztencia kialakitdsaért
felelos fehérjéket kodoldo DNS régiotol
downstream olyan ORF-ek taldlhat6ak
melyek nem kapcsolhaték a bacitracin
bioszintézishez (Podlasek et al 1994,
Konz et al, 1997). Ezért bacitracin
szintézisben résztvevd  esszencidlis
komponenst kédol6 ORF keresését a
bacitracin szintetdz alegységeit k6dold
DNS régiotol upstream, a még nem
jellemzett régidban kezdtiik. Korabbi, a

~Ech36

‘orfT ’\

pKSBSKm
4.5 kb

Ap

~BarH|

ori

E. coli Km

1.4.2. abra. A btsT gén inaktivalasara
hasznalt pKSBSKm plazmid konstrukci6

Ap: ampicilin rezisztencia; Km: Km rezisztencia; ori:
pBR322 replikdcios origd, ‘orfT’: orfT belsé fragment

500 1000 1500 bp
Ecl36 Smal Hingll
Bamhl [[Ecf3s | Bgll Bel Sacll EcoRV
I:>l
'btsT Poaca bacA
pKS700
— pKSBS

1.4.1. abra. A pNZ1 plazmid vizsgalt régiéja és a felhasznalt
szubklénok eredete

bacitracin  szintetdz elegységeinek klonozdsat célzd
kisérletekbdl, rendelkezésre 4allt egy  bacitracint nem
termeld transzpozonos mutdnsbdl  izoldlt, a bacitracin
szintetdz promoterét is tartalmazé DNS fragment (pNZ1).
A kb. 2 kb-os fragmentbdl a promoéter (Ppucs) illetve a
promotertdl downstream elhelyezkedd kédold régid (bacA)
szekvencidjdnak meghatarozdsa mar korabban megtortént
(Pragai, nem publikalt) (1.4.1. dbra). A prométertol
upstream elhelyezkedd, esetleges bacitracin szintézisben
szerepet jatsz6 gén azonositasanak érdekében a kb. 0.7 kb-
os BamHI-Smal DNS fragmentet megfeleld restrikcids
enzimekkel emésztett pBlueScript II KS vektorba
klonoztuk (pKS700) és szekvendltuk. A 705 bp-os
fragmenten egy ORF-et taldltunk, melybdl a szdrmaztatott
fehérje jelentos hasonlosagot mutatott eukariota tioészteraz
IT fehérjékhez €s prokaridta, a peptidszintetdz alegységeket

koédol6 DNS fragmentekkel egy étirdsi egységben
elhelyezkedd, @ még  részletesen  nem
jellemzett, tioészterdz-szerli fehérjékkel. A Km
tioészterazokhoz valé hasonlésiag alapjan az A
ORF-et  orfT-nek  neveztik el. Az
Osszehasonlitdsok alapjén az ORF eleje —— T ———
azonban nem volt a  BamHI-Smal F 1
fragmenten. Az orfT bacitracin - R —m—
bioszintézisben betoltott szerepének P
tisztdzdsdhoz olyan konstrukciét hoztunk
l1étre, amely integracidja esetén inaktivélja az B Km
ORF-et (1.4.2. abra).
Az orflT gén BamHI-Ecl136(Sacl) darabjat >
pBlueScrlptHKS plaZmld BamHI_Ecll36 —ﬂpHH[\[HHHHHHHHHHHH)—
helyére szubklénoztuk, és az igy kapott @
konstrukci6 EcoRV helyére a Tnl545-bol #—%—d-\[\[\mmmmmmum—

szdrmaz6, gram-pozitiv baktériumokban is
mukodo, Km rezisztenciat kodolé DNS
fragmentet ligaltuk. A lehetséges
konstrukciok koziil azt a pKSBSKm
konstrukciét valasztottuk, ami az E. coli

1.4.3. abra. Campbell tipust integrci6 esetei
A: bels6 fragment integracidja esetén a gén inaktivalodik.

B: a gén elejét vagy végét tartalmazé konstrukcid integracidja esetén a gén
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replikécids origét, az E. coli Ap rezisztenciat, a B. licheniformis Km rezisztenciit €s a klonozott
orfT belso fragmentet a 1.4.2. abranak megfeleléen hordozta. Ez a konstrukcié nem tartalmazta
sem a orfT gén elejét, sem a végét, igy a bakteridlis genomba torténd homoldg integracidja
(Campbell tipusu integracid) az orfT gén inaktivdldsdhoz vezet (1.4.3. abra). Mivel nincs rajta
gram-pozitiv, azaz B. licheniformis-ban is miikodd replikdcids origd, csak azok a B. licheniformis
transzformédnsok lesznek Km rezisztensek, amelyek genomjukba integrdlva hordozzdk a plazmid
konstrukciot.
A plazmid konstrukcidéval transzformalt, eredetileg Bt szintézisre képes, B. licheniformis
protoplasztokat 50 pg/ml Km antibiotikumot tartalmazé szelektiv tdptalajon regeneréltuk, és a
kapott telepek Bt termelését Micrococcus flavus indikdtor baktérium felhaszndldsaval, agar
diffuziés bioldgiai teszt alapjdn megvizsgdltuk. A megvizsgdlt Km rezisztens telepek bacitracin
antibiotikum termelése az eredeti szint 10 %-ara csokkent. Mivel az orfT inaktivacidja a bacitracin
szintézist jelentdsen csokkentette, az orfT-nek szerepe van a bacitracin szintézisben. Az ORF
bacitracin szintézisben betoltott szerepe és az éltala kdédolt fehérje tioészterdzokhoz vald
hasonldsaga alapjan az ORF-et btsT-nek neveztiik el.
A btsT ORF inaktivédldsa az 4ltala kédolt enzim termelddésének megsziinéséhez vezetett, ami a
bacitracin szintézis jelentds csokkenését okozta. A kérdés az volt, hogy hogyan valtozik a bacitracin
szintézis, ha az btsT ORF dltal kédolt enzim sejten beliili koncentraciéja megno.
A kérdés megvalaszoldsanak egyik lehetséges mdédja a BtsT enzimet kddold gén tobb példdnyban
val6 bejuttatdsa a bacitracin termeld torzsbe. Ennek legegyszeriibb médja az ha, a btsT ORF-et és
az ORF-et atir6 promdtert nagy kopiaszdimd plazmidon juttatjuk a bacitracin termeld
mikroorganizmus sejtjeibe. Ehhez sziikség van egy B. licheniformis-ban nagy kdpiaszdmban
replikéalédni képes plazmidra, a teljes btsT ORF-re €s az ORF-et atir6 promdterre.
Nagy koépiaszdmu Bacillus licheniformis-ban is replikdlédni képes plazmid rendelkezésre allt. A
pUBI110 korabbi vizsgalatok alapjan stabilan, tobb példanyban van jelen Km szelekcié mellett a
B. licheniformis sejtekben (Pragai et al, 1994b).
A teljes btsT gén klonozasdhoz a genom-walking technikdt hasznaltuk. Ennek a mddszernek a
lényege az, hogy egy mar klonozott DNS fragment segitségével lehetséges a DNS fragment
kornyezetének kloonozdsa. Az ismert DNS fragmentet a cél-organizmusban is szelektalhato,
integraciés vektorba kell klénozni, és egyszeres homoldg rekombindcidval integrdlni a cél-
genomba. Megfeleld restrikcidés endonukledzokkal a fragment egy része és annak kornyezete az
integraciés vektorral egyiitt visszanyerheto. (1.4.4. abra). A teljes btsT ORF klonozasidhoz
eldallitottunk egy olyan plazmid

pKS700Km konstrukciot, amelyben a
MCS|> ﬁ‘ » szekve?nélésra hasznélt}pKS?0,0
0 plazmidba, a btsT gén végét

VA s tartalmazé fragment elé a
X B. licheniformisgenom_ Tn1545-b31  szdrmazé6 Km

A pur A rezisztenciat épitettiik

ﬂ (PKS700Km).  Mivel  a

pKS700Km konstrukci6

intakt. hibridbisT hordozza a btsT ORF végét,

A g1 Himn

HindIIl

1.4.4. abra. A btsT gén elejének izoldldsa
MCS: multi cloning site (HindIll; HIIIL, BI: restrikciés enzim felismerd hely); bla: Ap
rezisztencia; ori: E. coli replikdcids origd; aphA: Km rezisztencia; ‘btsT: btsT melynek eleje
hidnyzik; bacA: bacitracin szintetdz A alegységet kddolo gén;
z6ld haromszog: BamHI restrikciés endonukledz felismerd hely
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hordoz6 telepek genomialis DNS-éb0l megfeleld restrikcios enzim segitségével a btsT gén eleje is
izolalhat6 legyen (1.4.4. abra). A pKS700Km plazmiddal transzformdlt Km rezisztens regeneralt
protoplasztok genomidlis DNS-ét izolaltuk, és megfeleld restrikciés enzimekkel kiilon-kiilon
emésztettiik, majd megfeleld higitisban onmagukkal ligaltuk és E. coli DH5a kompetens sejteket
transzforméltunk vele. A transzpozonos mutdnsok segitségével konstrudlt fizikai térkép alapjan
(Pragai et al. 1994/b) a BamHI és az EcoRI restrikciés endonukledzok hasitéhelye taldlhatd
megfelelden kozel az izoldlni kivant régidhoz. A BamHI enzim azonban nem hasznélhato, hiszen az
izolélni kivant fragmenten is van egy BamH hasitohely, igy a restrikcids hasitds, majd ligdlds utan
csak az eredeti konstrukciot kaphatndnk vissza. A fizikai térkép alapjan valasztott EcoRI enzimen
kiviil a HindlIIl enzimet is hasznéltuk, mivel el0zetes tapasztalatok alapjan megfeleld gyakorisdggal
hasitja a B. licheniformis genomjat. Mivel az emésztések sordn a gramm-pozitivokban is miikodd
Km rezisztencia elveszik, de az E. coli replikaciés origd és az ampicillin rezisztencia megmarad
(1.4.4. abra), a ligaitummal transzformalt, 50 pg/ml-es Ap antibiotikumot tartalmazé szelektiv
tdptalajon szaporodni képes E. coli DHSa sejtek tartalmazzdk a btsT gén elejét kddol6 DNS
fragmentet is. Csak a Hindlll restrikciés endonukledzzal emésztett és ligdlt genomidlis DNS
transzforméldsa eredményezett Ap rezisztens és a btsT gén elejét is tartalmazo klénokat. Az EcoRI
restrikcids hasitds valdszinlileg olyan nagy DNS fragmenteket eredményezett, melyek ligdlasa és
transzforméldsa mar nem volt hatékony.

| 200 400 600 800 1090 bp
H/'n_dIII BamHI Ech36 _Ec/1 36 Smal
i i P i
btsT i

1.4.5 abra. A pKSbtsT kl6n hordozta DNS fragment szerkezete.

A btsT gén elejét is tartalmazéd klonok koziil egyet kivélasztottunk (pKSbtsT), részleges fizikai
térképét elkészitettilkk, és a btsT gén elejét tartalmazéd régidt (1.4.5. abra) szekvendltuk. Mas
prokariéta, a peptidszintetiz alegységeit kdédolé DNS fragmenttel egy atirdsi egységben 1évo
tioészterdzokhoz torténd hasonlitdsok alapjan megallapitottuk a start kodon (ATG) és a feltételezett
riboszéma kotd hely (RBS)legvalésziniibb pozicidjat (1.4.6. dbra). Azonban a Bacillus eredetli
tioészterdzok alapjin legvaldsziniibbnek tartott start kodonon kiviil az dbran kékkel jelzett ATG is

lehet a start kodon (természetesen masik RBS-sel).
RBS
1 CGGACGGCTG ACGTATCCGT CGATTAACGG GTTATTCACC AAAAAATATC TACAACGAAA GGGAATGATA

MetLys LeuPheCys LeuProTyrAla GlyGlySer GluSerAla PheTyrSerTrp LysGlyHis
71 GAAATGAAAT TATTTTGCCT GCCTTACGCC GGCGGATCCG AATCCGCATT TTATTCCTIGG AAAGGCCATA

MetGlnPro AspIleGlulle CysProIle GlnLeulys GlyArgGlyArg ArgPheAsn GluProCysTyr
141 TGCAGCCCGA CATTGAGATT TGTCCGATTC AGCTGAAGGG AAGGGGCCGG CGTTTCAACG AGCCTITGTTA

GluSerLeu GluGluAla ValGlnAsp IlePheGluGln ValGlnAla GluArglys GlyAspAspTyr
211 CGAAAGCCTT GAAGAAGCAG TTCAAGACAT TTTTGAGCAG GTTCAAGCTG AACGAAAAGG TGACGACTAC

ProLeuPhe GlyHisSer MetGlySerLeu LeuAlaTyr GluLeuTyr TyrGlnMetSer GlyAlaGly
281 CCTCTTTTCG GGCACAGCAT GGGAAGCCTT TTGGCATATG AACTTTACTA TCAAATGAGC GGGGCGGGAG

AlaGluLys ProValHisIle PhePheSer GlyTyrLys AlaProAsnArg IleArgLys ThrGluLysLeu
351 CTGAAAAACC GGTTCACATT TTTTTCTCGG GCTATAAAGC GCCAAACAGG ATCAGAAAGA CAGAAAAACT

HisThrLeu ProAsnPro IlePhelys LysLysIleVal GluLeuGly GlyThrPro GluGluLeulle
421 GCATACCTTG CCCAATCCTA TTTTTAAGAA AAAAATTGTC GAGCTCGGGG GAACGCCTGA GGAGCTCATC

AsnHisGlu GluLeuPhe GluLeuPhelIle ProIlelLeu LysSerAsp PheLysMetVal GluAsnTyr
491 AATCATGAAG AGCTATTTGA ATTGTTTATC CCCATTCTCA AAAGCGACTT TAAAATGGTA GAAAACTATA

IleTyrGln GluArgAsnSer LysIleAsp CysAspIle ThrValLeuAsn GlyLysGlu AspAlaMetSer
561 TCTATCAAGA AAGAAACAGC AAAATAGATT GCGACATTAC CGTTCTCAAC GGAAAAGAAG ACGCCATGAG
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LysGluHis ValSerAsp TrpLysHis HisThrSerGly HisPheThr AlaTyrTyr PheGluGlyAsn
631 CAAGGAACAT GTATCCGATT GGAAACATCA TACTTCAGGA CACTTTACAG CCTATTACTT TGAGGGGAAT

HisPhePhe LeuHisHis HisValGluLys IleThrGlu IleIleAsn HisSerLeuThr AlaSerArg
701 CATTTICTTTT TGCACCATCA CGTTGAAAAG ATCACCGAAA TCATCAATCA TTCACTGACA GCCAGCCGGA

ThrPhe

771 CGTTTTAACC TGCGATTTCG GCGAGATTCA AGCCCGGG

1.4.6. abra A btsT gén szekvencidja (AF050160)

A teljes btsT ORF izoldldsa utdn, a nagy kopiaszdmi plazmidrdl torténd fokozott BtsT
expresszidhoz sziikkség volt még egy btsT ORF-et atir6 prométerre is. Mivel az btsT ORF

pKSHSKm

Hindll Ecl136

BamHl|

>< btsT

T

1 i

1 1
Hindlll  BamHI EcHh36

!

A gén elejét magaba foglal6 de az
ORF végét nem tartalmazd
fragment egyszeres, homoldg
integracidja csak akkor NEM
rontja el a bacitracin szintézist, ha

integralédo fragment

tartalmazz a btsT ORF-et atird
promotert is.

B. licheniformis
genomialis DNS

P ?
btsT’_ — = btsT
L l i I V"l ‘/ E' \, . | l\\\\\\\\\\\\\u
Hindlll BamHI Ecli3e b/a ori aphA — Hindll gomil Eci3e
CENATHRRRRRNR I
pKSHSKm

1.4.7. abra. A btsT ORF-et atir6 prométer lokalizdldsa. Homolég rekombinécié utdn csak akkor frédik at az ép btsT gén,
ha a pKSHSKm plazmid HindIII-Ecl136 fragmentjén helyezkedik el a btsT ORF prométere (P)

kezdOpontjat a rendelkezésre allo adatok alapjan
nem lehetett pontosan meghatarozni és igy, egy
mar ismert promotertdl downstream klénozni
megvizsgaltuk, hogy a genom walkingal izolalt
Hindlll-Smal fragment tartalmazza-e a btsT gén
természetes” promoterét. A HindlI-Ecl1361
fragmentet pBlueScrip I KS plazmid HindlIll-
Ecl1361 helyére klénoztuk, a Hincll helyre pedig
a Tnl545 transzpozonbdl szdrmazé Km
rezisztenciat épitettiik. Az igy kapott pKSHSKm
plazmid  konstrukci6  (1.4.7. 4abra) nem
tartalmazza a btsT ORF  végét, igy a
B. licheniformis genomba torténd integracidja
utdn csak akkor nem valtozik a rekombindns torzs
bacitracin termelése, ha a HindIlI-Ecl1361
fragmenten jelen van a btsT gént atiré promoter is
(1.47. abra). A pKSHSKm plazmidot
genomjukban integralva hordozé B. licheniformis
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1.4.8. abra A pKSUBDtsT plazmid térképe

Km: Bacillusban és E. coli-ban is miikod6 neomicin-kanamicin
rezisztencia; Ap: E. coli Ap rezisztencia; P: promoter; btsT: teljes btsT
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telepek Bt termelése kimutathatéan nem véltozott, igy feltételeztiilk, hogy a HindllI-Ecl1361
fragment tartalmaz olyan prométer szerti elemet, amely lehetdvé teszi a btsT gén transzkripcidjat.
Ezek alapjan rendelkezésiinkre allt egy, a bacitracin szintetdz alegységeit kddolé6 DNS szakasz
promotertdl upstream elhelyezkedd, a bacitracin szintézisben szerepet jatszd, tioészterdz II
enzimekhez hasonlé fehérjét kodold és expresszilo DNS fragment. A BtsT enzim
tultermeltetésének bacitracin szintészre gyakorolt hatdsanak vizsgdlatdhoz a kovetkezd 1€pés a
fragment nagy kopiaszamu plazmidba torténd klénozdsa volt.

Ehhez a teljes HindIll-Smal fragmentet (az intakt btsT ORF-et és promoterét) hordozo Hincll
restrikciés endonukledzzal hasitott pKSbtsT plazmidot és a Scal-el hasitott, pUB110 Bacillus-okban
replikalodni képes, kozepes kdpiaszamu, Km rezisztens plazmidot ligaltuk, és a ligitummal E. coli
DH5a sejteket transzforméltunk. Az 50 pg/ml Ap-t és 2 pg/ml Km-t tartalmazé tdptalajon
szaporodni képes E. coli sejtekbdl izolalt plazmidkonstrukcidk koziil a pKSUBDtsT (1.4.8. abra)
rekombindns plazmidot haszndltuk munkdnk sordn. A Bacillus-E. coli ingdaz6 pKSUBbtsT
plazmiddal B. licheniformis 19 torzs protoplasztjait transzformdltunk. A 10 pg/ml Km
antibiotikumot tartalmazé téptalajon

regeneralt protoplasztokbol a
pKSUBDbtsT plazmid visszaizoldlhaté 1007
volt, ami azt jelenti, hogy a plazmid %

replikalodott, igy a btsT gén nemcsaka 80 1
bakteridlis genomon egy példanyban,

hanem a plazmid képiaszdmdnak 60 T
megfeleléen, tobb példanyban volt

jelen egy-egy sejtben. A pKSUBbtsT 40 T
plazmidot hordoz6 sejtek (btsT+) ]
bacitracin termelését 20
Osszehasonlitottuk az inaktivalt btsT
ORF-et hordozé (btsT-) és a vad tipusu
(WT) B. licheniformis 19 bacitracin bisT* WT btsT-

1.4.9. abra. A bacitracin érzékeny M. flavus novekedésének gatlasa
alapjan meghatdrozott antibiotikum termelés valtozasa a génddzis
hatdsédra
btsT: inaktiv btsT gént hordozo, btsT+: a btsT gént amplifikdlva hordozé, WT: a vad
tipusd B. lichenifromis 19 bacitracin termelése

L B B B

btsT - termelésével. A vad tipusu, az amplifikalt btsT gént hordozo
€s az inaktivalt btsT gént hordozé B. licheniformis 19
sejteket azonos koriilmények kozott, YTA folyékony
‘L\.—,——A\_.._.. tdpkozegben szaporitottuk. 24 6ra utdn a feliiliszoban 1évo
bacitracin mennyiségét M. flavus tesztbaktérium
segitségével, bioldgia tesztben Osszehasonlitottuk, (1.4.9.
btsT * abra) illetve az antibiotikum harom legnagyobb
mennyiségben termelddé komponensét HPLC segitségével
elvalasztottuk egymast6l (1.4.10. abra). A btsT- mutdns a
kordbbi eredményeknek megfeleléen, a vad tipusi torzs
bacitracin szintézisének alig 10 %-anak megfeleld bacitracint
szintetizdlt. A btsT+ torzs bacitracin termelése, bioldgia
értékmérés alapjan, a vad tipusi torzs bacitracin
termelésének 80 %-a volt, azonban a bacitracin antibiotikum
komplex Osszetétele jelentésen megvaltozott. A btsT+ torzs
B;B, A fermentlevében a })iolégiailag }egalftivab"b bagitraginA
1.4.10 sbra. HPLC.vel elvlasztott komponens mennyisége alig, a‘ba01't'racmBl és ba01fra01nB2
bacitracin fajtdk mennyiségének alakuldsa komponensek mennyisége pedig kozel a felére csokkent a
a véltoz6 bisT géndézisok hatésdra vad tipusu torzs fermentlevében meghatdrozott bacitracin

A, B1, B2: bacitracin A, By, Bz, komplex Osszetételhez viszonyitva.
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A madsodlagos metabolitok, és igy az antibiotikumok termelése altaldban akkor kezdddik, amikor a
tapkozegbdl az esszencidlis tdpelemek barmelyike kimeriil, és igy a sejtszam tovabbi novekedése
lehetetlenné vélik, azaz a sejtek a szaporodds stacioner fazisdba keriilnek (Modest et al. 1984;
Horinouchi és Beppu, 1990; Willey et al. 1991). A szekvencia adatok és prométer teszteld
kisérletek alapjan feltételezhetd volt, hogy tobb, eddig azonositott peptidszintetdzt kédolé operon
szerkezetétdl eltéréen (pl.: gramicidin-S, surfactin) a bacitracin szintetdz alegységeinek 4tirdsa és a
téle upstream elhelyezkedd tioészteraz gén atirasa egymastodl fiiggetleniil torténik (1.4.11. abra). Az

p peptid szintetdz I, IT és Il alegység  tioészetrdz T

SWfaCtm—ﬂ—ﬂ\\HHHHI—HHHHHH—HHHI—( ——

o tioészterdz peptid szintetdz I és II alegység T
gramladm—* - —
p tioészetraz peptid szintetaz I, I és III alegység

bacztracm—m l—‘-IH\H\H\H\H\H\H\\HHHH\H\HHHHHHHI—I—

int-btsT int-bacA
1.4.11 abra A surfactin, a gramicidin és a bacitracin operonok szerkezete és a btsT illetve bacA ORF-ekbe tortént
[-galaktoziddz gén inszercidjdnak helye. P: prométer; T: termindtor; P-galaktoziddz: kitoltott sotétkék téglalap

azonositott prométereken kiviil ezt valdsziniisiti az is, hogy a btsT ORF-t6]l downstream egy
terminator-szerd szekvencia taldlhat6 (1.5.3. abra). Annak részletes vizsgalatara, hogy a btsT és a
szintetdz alegységeinek dtirdsa hogyan alakul, olyan rekombinans B. licheniformis 19 torzseket
allitottunk el6, amelyek a bzsT illetve a szintetdz els6 alegységét kodol6 ORF-ekben, integrilva, egy
B-galaktoziddz enzimet kédol6 DNS fragmentet hordoztak (1.4.11. abra). A konstrukcidk

l 500 1000 1500 2000 bp
Hindll BamHl  per 5™ Bgii bach  ECoRV
[ j N i .
V >
el Hindlll e
BanﬁHl"vv..__-»‘i»»'-"""'SmaI

PINTbtsT - —— pINTbacA
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PQFBR  jacz
5.2kb
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. .,Scal

Srinal Hiincl |

aphA

200 400 600 800 1000 1200 bp

1.4.12. abra. A pINTDbtsT és pINTbacA konstrukcidk készitése

lacZ: B-galaktozidéz; T, T,: termindtor; ori: E. coli replikdcids origd
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elkészitéséhez a promoter nélkiili B-galaktozidazt tartalmazé pQFBR plazmidot (Tran et al. 1998)
hasznaltuk, melynek Hindlll-Smal illetve BamHI-Smal helyére a btsT ORF HindllI-Smal
(pINTDbtsT) illetve a bacA ORF BgllI-EcoRV (pINTbacA) fragmentjét klonoztuk, majd az
ampicillin rezisztencia Scal helyére a B. licheniformisban is mikodd Km rezisztencidt épitettiik
(1.4.12. abra). Rendelkezésiinkre allt egy olyan B. licheniformis 19 térzs melynek B-galaktozidaz
génje inaktiv volt, igy a B.licheniformis 19F sejtek B-galaktoziddz aktivitdsa az integralt plazmidon
kédolt, az eredeti konstrukcidban prométer nélkiili gal gén expresszidjabol szarmazott (Tran et al.
1998) . A prométereket is tartalmazd konstrukcidkkal B. licheniformis 19F protoplasztokat
transzforméaltunk. Mivel a plazmidok nem tartalmaznak gram+ replikdcids origét, 10 pg/ml Km-t
tartalmazd szelektiv tdptalajon csak azok a transzforméns protoplasztok regenerdlhatok, melyek
genomjukban integrdlva hordozzdk az adott konstrukciot. A plazmidok integraciéja utdn a
rekombindns B. licheniformis 19F torzsek képesek a bacitracin szintézisre, mivel a haszndlt
konstrukcidk tartalmazzdk legalabb az adott gén elejét, igy az integricid utdn is marad intakt bzsT
illetve bacA gén. A B-galaktozidazt k6dolé DNS fragment 6ndllé prométerrel nem rendelkezik, igy
réla expresszi6 csak akkor van, ha a téle upstream elhelyezkedé elemekkel egyiitt irédik 4t. Igy a B-
galaktoziddz aktivitds mérésével nyomon kisérhetd a bzsT illetve a bacA gének transzkripcidja. Az
INTbtsT és az INTbacA plazmidokat integrdlva hordozé és vad tipusd B. licheniformis 19 torzs
sejtjeit YTA tdptalajban szaporitottuk, és Oranként mintat vettiink, meghatdroztuk a szaporodas
mértékét (OD600), a feliiliszé bacitracin antibiotikum tartalmdt és a sejtek [-galaktozidaz
aktivitasat ONPG segitségével (1.4.13. abra). Mivel a vad tipusu torzs és az integraciét hordozé
torzsek bacitracin termelése illetve szaporoddsa nem tért el szdmottevoen, ezért a konnyebb
attekinthetdség kedvéért csak ezek dtlagértékét (Bt termelés, ODggp) dbrazoltuk.
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1.4.13. abra. A btsT és bacA gének 4tirdsdnak vizsgélata transzkripcids fizids B-galaktozidéz riporter gén
felhaszndldsaval INTbtsT: az INTbtsT plazmidot integralva hordozé B. licheniformis 19F torzs B-galaktoziddz aktivitdsa; INTbacA: az INTbacA

plazmidot integrdlva hordoz6 B. licheniformis 19F torzs B-galaktozidéaz aktivitdsa; ODgg: sejszaporodds (az elért maximum %-dban kifejezve); Bt
termelés: bacitracin peptidantibiotikum termelés (az elért maximum %-dban kifejezve)
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1.5. Megvitatas

Vizsgalataink kezdetén (1996-97) a bacitracin peptidantibiotikum szerkezete mar ismert és jol
jellemzett volt (Jawetz, 1956; Craig és Konigsberg, 1957; Hickey, 1964), de szintézisének
részleteit homdly fedte. Vizsgalatok bizonyitottdk, hogy a bacitracin peptidantibiotikum nem
riboszomdkon, hanem egy nagyméretii, 3 alegységbdl felépiild multienzim komplexen - a bacitracin
szintetdzon — képzodik (Laland és Zimmer, 1973). Meghataroztdk a szintetdz alegységeinek
méretét és azt, hogy melyik alegység mely aminosavak beépitéséért felelés (Froyshow és
Mathiesen, 1979; van Doren, 1993). A bacitracin peptidantibiotikumhoz hasonlé mdédon
szintetizalodo peptidek koziil a gramicidin-S, a surfactin és a tirocidin szintéziséért felelOs
fehérjéket kodolé DNS fragmentek szekvencidja €s a réluk torténd transzkripcié reguldciéja mar
részleteiben is hozzaférhetové valt, (Marahiel et al. 1987; Kriatzschmar et al. 1989; Marabhiel et
al. 1993; Stachelhaus és Marahiel, 1995a, 1995b), de a bacitracin szintézisében résztvevo
alegységeket kddol6 ORF-ek egymashoz viszonyitott helyzetérdl és atirdsukat végzd promoterek
szamarol illetve pozicidjarol még adaz vita folyt (Korsnes et al. 1986; Ishihara et al. 1989; Pragai
et al. 1994/b; Podlasek et al. 1995). Ekkoriban a kutatdsok j6 része a mar meghatdrozott
szekvencidju peptidszintetazok részletes genetikai analizisére korlatozédott.

Az id6 eldrehaladtaval azonban tobb, anyagilag jol tdimogatott kutatocsoport is bekapcsolddott a
bacitracin bioszintézis rejtelmeinek kutatdsaba, mivel a gyogyszeripar részérdl megjelent az igény
olyan mdédszerekre, melyek lehetdvé teszik barmilyen peptid vegyiilet nem szintetikus dton torténd
elddllitasat. Mivel riboszomakon rovid peptidek szintézise nehezen kivitelezhetd, a figyelem a
nemriboszémadlis peptidszintetdzokra irdnyult. A hatékony miikodéshez elengedhetetlené valt a
nemriboszémalis peptid bioszintézis minden részletének behatd ismerete, ezért 6ridsi erével indult
meg a peptidszintetizokat koédold6 DNS  fragmentek szekvendldsa és a peptidszintetazok
doménjeinek genetikai és biokémiai analizise. A bacitracin peptidantibiotikum in vitro nem
szintetizalhat6 tiazolin gyurlt tartalmaz (1.2.2.1. abra), igy a bacitracin szintézisében résztvevo
multienzim komplex tiazolin gylirQi kialakitasaért felelos régidja az érdeklddés kozpontjdba keriilt,
és a bacitracin szintetdzt koddolé DNS régié szekvendldsa is hamarosan megtortént (Konz et al.
1997). A masok altal publikédlt munkdk mindig Gjabb és tjabb irdnyokba terelték tevékenységiinket,
mivel olyan részletek vizsgdlataval szerettiink volna foglalkozni, amibe mas csoportok még nem
kezdtek bele. Mivel a teljes bacitracin szintetdzt kédolé DNS fragment szekvencidjat publikaltdk
(Konz et al. 1997), és a t6le downstream elhelyezkedd, a bacitracin rezisztencia kialakitdsdban
szerepet jatsz6 DNS fragment szerkezete is ismert volt (Podlasek et al. 1995), figyelmiinket a
bacitracin szintetdzt kodol6 DNS fragmentet atir6 promdtertdl upstream elhelyezkedd régidra
iranyitottuk.

Miér a Dbacitracin szintetdzt koédolé6 DNS  fragment szekvencidjanak publikdldsa elott
rendelkezésiinkre 4llt 6t bacitracint nem termel6 transzpozonos mutdns, és a transzpozon
beépiilések alapjan konstrudlt részleges fizikai térkép (Pragai et al. 1994/b). Az egyik Tn917PF1
transzpozonos mutdnsbol a bacitracin szintetdz promoterét is tartalmazé fragment klénozésa, a
fragmenten a promoéter lokalizdldsa €s a promoéter régié 800 bp-os részének szekvendldsa is
megtortént. A szintetdzt kédolé DNS fragment szekvencidjanak kozzététele utan (Konz et al. 1997)
az addig vizsgalt bacitracin szintetdzt kédold régié elvesztette jdonsagértéket, ezért a pNZ1 klon
eddig nem analizalt (azaz a mér jellemzett bacitracin szintetdzt kédolé ORF-et atir6 prométertdl
upstream elhelyezkedd) régidjat kezdtiik el vizsgalni.

A fragmentet klénoztuk (1.4.1. abra) és mindkét iranybol szekvendltuk. A DNS szakaszon egy
ORF-et taldltunk, melybdl szarmaztatott fehérje (BTST_BACLI) szekvencidja teljes hosszdban
hasonlésdgot mutatott a II. csoportba tartozd, eukaridta eredetii tioészterazokkal (SAST_ANAPL,
SAST_RAT), poliketid szintézisben résztvevd fehérjékkel (BIAL_STRH, ERY_SAPE) és mas
peptidszintetdz alegységeket kodoldé ORF-ekkel egy 4tirdsi egységben 1évd fehérjékkel
(GRST_BACBR, SRF4_BACSU) (1.5.1. abra).
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10 20 30 40 50 60
| | | |
BACT_BACLI ——————————— E SES KGHMQ**PDI I 32
GRST_BACBR —-————— MTFISQVNKWEVNANVNSAAKIL EEEE GASA| SHFFP--KEI I 53
SRF4_BACSU ————————————— MSQLFKSFDASEKT I YSAS HAFLQG——EC A 45
SAST_ANAPL —————————— MDKVIARPYKRPNALC T INCSF CEAFS—-SII I 47
SAST_RAT METAVNAKSPRNEKVLNCLYQNPDAVE] I GSIH GQKIN—--DSI 'V 58
BIAL_ STRH L GPGV] AEDMP——SYA A 32
ERY_SAPE  @———————————— MSTWLRRFGPPVEHRA] AADS ARALAPEIDV| vV 49
Consensus
70 80 90 lOO 110 120
|
BACT_BACLT QAERKG D 91
GRST_BACBR QOPLIN--I 111
SRF4_BACSU NLRPDR——| 102
SAST_ANAPL LKDLQE—K] 106
SAST_RAT LPITIQD—K] 117
BIAL_STRH [AAGLSRD 92
ERY_SAPE RASGGD-(G 108
Consensus
130 140 150 160 170 180
| | | | | |
BACT_BACLI GAEK——| NRIRKTEKLH] PTIFKKKIVE] —FEELINHE 146
GRST_BACBR SNVN-—— QIPCAKQDYH EQFIQELRS —-EIVLQD 166
SRF4_BACSU GIFP—- HIQRKKVSHI DQFLDHIIQ —~AELVENK] 154
SAST_ANAPL HGLE—-— HSEYFHLMYK SRLLELIHT, —PEFLONE 163
SAST_RAT YKME——| HSTSRPQVPD EQVRHHLLD -KHLIEDOQ 174
BIAL_STRH HDFR—— LOVAHAGLHI DALVARTR(G NADAYADP 147
ERY_SAPE REPGGQG] RVHERRTDLP DGLVDELRR] AALADEAL] 164
Consensus
190 200 210 220 230 240
| | | | |
BACT_BACLI IYQER-NSKIDCD AMS—-KE| H 204
GRST_BACBR 11} QYKN--DEPFECP NGVTYQ E 224
SRF4_BACSU ELYD-—-LAQIQSP K-KCI D 210
SAST_ANAPL PWHDVRKKYFEFSCD K———NH,| D 220
SAST_RAT IFDKPSKALLSLD T———1IK K 231
BIAL_STRH PTSP——VTRVRAP PASPA 205
ERY_SAPE AWADG——PPLRAG PLTAT( 222
Consensus
250 260 270
| | |
BACT_BACLT ITEIINHSETASRTEF———
GRST_BACBR MIEFMCKOEMRLVLAPKI—

SRF4_BACSU VAERIFAT@NOHPIIQP -
SAST_ANAPL SIj TELIKYIT@CIENSDI——
SAST_RAT INFIKNY TARMCLELSSLT -

BIAL_STRH LLSELIPAR-—————————
ERY_SAPE TEVAGAVREDLLRAGLAG
Consensus

1.5.1. abra. A BtsT fehérje és homoldgjainak 6sszehasonlitdsa.

BACT_BACLI: az 4ltalunk izoldlt btsT gén koédolta fehérje 0O68552; GRST_BACBR: Bacillus brevis gramicydin S
szintetdz alegységekkel egy atirdsi egységben elhelyezkedd ORF1-r6l atir6d6 fehérje P14686; SRF4_BACSU: Bacillus
subtilis surfactin szintetdz alegységeivel egy Aatirdsi egységben elhelyezkedd ORF4 kdédolta fehérje QO08788;
SAST_ANAPL: vadkacsa kozéphosszii szénldnci zsirsavak szintézisében résztvevd tioészterdz II fehérje P00633:
SAST_RAT: patkdny kozéphosszi szénldnci zsirsavak szintézisében résztvevd tioészterdz II fehérje P08635;
BIAL_STRH: Streptomyces hygroscopicus bialaphos poliketid szintézisében szerepet jitszé fehérje Q03094;
ERY_SAPE: Saccharopolyspora erythrea erythromycin poliketid szintézisében szerepet jatszé fehérje Q00442.
Aminosav hasonlésdg mértéke: =100; >=75; >=50; <50.

Eukariétdkban a II csoportba tartozd tioészterdzok (TEII) csak bizonyos szovetféleségekben
expresszalodnak (nemkérddzok emlOmirigye; viziszarnyasok faggyumirigye), €s ott a késziild
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zsirsavlancot C8-C12-es hosszusdgandl a zsirsavszintdzrdl lehasitjdk, igy lehetové teszik az adott
szovetféleségben a kozepes lanchosszisdgi zsirsavak szintézisét is. A II csoportba tartozd
tioészterdzok hidnyaban a zsirsavszintézis tovabb folytatodik, és a szénldnc csak akkor hasad le a
zsirsavszintazrél, ha mérete elérte a C16-C18-as hossziisagot. Az elkésziilt zsirsavlanc lehasitasat
ebben az esetben a zsirsavszintdz komplex tioészterdz I modulja (TEI) végzi, melynek aminosav
szekvencidja az aktiv centrumot kivéve nem mutat hasonldsdgot a TEIl fehérjék aminosav
szekvencidjaval (Libertini és Smith, 1978; Wakil

et al. 1983; Pazirendeh et al. 1989; Pazirendeh et His

al. 1991). A patkany TEII tioészterazat kodolo

génjét klénoztdk, biokémiailag jellemezték, és  Asp O — HN Ser
helyspecifikus mutagenezissel a hidrolizisben \—< \\—N — HO
résztvevd aminosavakat azonositottdk. (Tai et al. o

1993). A TEII katalizélta folyamat hasonlit a szerin 1.5.2. abra. A katalitikus tridd

protedzok katalitikus triddja 4ltal katalizdlta

reakcidhoz (1.5.2. abra). A legjobban jellemzett szerin protedz: a tripszin — szubsztrat hasitdsa a
kovetkezOképpen torténik: A Ser195 OH-bdl a proton a His57-re keriil. Az igy keletkezett pozitiv
toltésti His 57-et az Aspl02 negativ toltése stabilizdlja. A Ser195 aktivalt O-ja megtdmadja a
szubsztrat karbonil csoportjanak C-atomjat, ekkor a karbonil csoport oxigénjének kettds kotése
egyszeresre valtozik és igy az O-nek negativ toltése lesz. Ezt a negativ toltésii O csoportot
(oxianion) az enzim 193. és 195. aminosavédnak félancbeli NH csoportja H hid kdlcsonhatds révén
stabilizdlja. A His57 protondllt formdja 4ltal megtartott proton a hasitédé peptidkétés NH
csoportjdhoz kapcsolddik, igy a peptidkotés elhasad. Az amin rész H hid kolcsonhatassal a His57-
tel, a sav rész pedig egy észter kotésen keresztiil kovalensen a Ser195-tel kapcsolddik. Az amin rész
eldiffunddl és igy a reakcid elsO része, az acilacid befejezddik. A dezacilacié folyamata sordn a
His57 elvon egy protont egy vizmolekulatol. A keletkez6 OH- reagdl az Ser195-hoz kapcsolddo acil

500 1000 1500 bp
| I I I I | I I I I | I I I I | I I I

plazmid inszercid

NI

BamHl  Ecl136. Ecl136 Smal Bgll Bcll Hincll
I Li L i |
. > ) D
% Tbt ST PbaCA ba CA
btsT stop Smal
TAACCTGCGATTTCGGCGAGATTCAAGCCCGGGTCTAATCTATTTTTCCTTCTTCGGACG
Bgill

CTTCAAAAATTACTTTTATTATAATCGGAACAGTGTTTTTTAGATCTTTTGATCTATTTG

GTGTTTATCTTGTCTCATAAATACATGTTTAAACAATGTAAAATATAAAATATCCAATTC
-35 -10
ATAAAAAATTAACCATTATTAAACAATATTCCTATGGAAAATAATGATTATTTTTGATAA
+1
TCTGTTTTCACAAGACGGAGGTTCAATAAAAAATCGGTAAAAGAGCAACTACAGACCAAT
RBS bacA start
ATTATGGTGAATATTTTATCAAAAAGGAGAATTTTTATATGGTTGCTAAACATTCATTAG

1.5.3. abra. A bacitracin szintetazt kédold bacA ORF és a tioészteraz II fehérjét kodolo btsT ORF egymashoz
viszonyitott helyzete és az intergenikus régié szerkezete
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csoport karbonil szénatomjdval. A His57-r0l a proton a Ser 195 oxigénjére keriil, amelyrdl igy a
szubsztrat maradéka tavozik. (Pazirandeh et al. 1991). A patkany TEII fehérjéjét vizsgal6 Tai et
al. (1993) azt feltételezték, hogy a TEIl enzimek esetében a Serl01 és a His237 mellett a triad
harmadik eleme az Asp236. Ennek alaninra cserélése azonban nem befolydsolta jelentésen a TEII
katalizdlta reakcidt, igy azt dllitottdk, hogy a tridd harmadik tagja, a szerin protedzoktdl eltérden,
nem jatszik szerepet a reakcidéban. A tobbi hasonlé fehérje (SRF4_BACSU, GRST_BACBR,
BIAL_STRH, ERY_SAPE) funkcigjat ekkor még nem vizsgaltdk, igy ezeknek a TEIl homolég
fehérjéknek nemriboszémalis peptidszintézisben, illetve a poliketid szintézisben betoltott szerepérol
ebben az idében még nem allt rendelkezésiinkre informacid. Mivel a bacitracin szintetdz alegységeit
kédold DNS fragmentet atiré prométertdl upstream elhelyezkedd, djonnan azonositott ORF kédolta
fehérje (BTST_BACLI) hasonlésdgot mutatott tobb olyan fehérjével, melyek nemriboszémalis
peptidszintetdzok alegységeit kédolé ORF-ek kornyezetében taldlhatok, megvizsgéltuk, hogy az
orfT-nek van-e szerepe a bacitracin bioszintézisben.

Az orfT inszerciés inaktivdldsa a bacitracin szintézis jelentds csokkenéséhez vezetett. Mivel a
bacitracin szintetdz alegységeit kédolé DNS fragment atirdsdért egy, az ORF-t6l downstream
elhelyezkedo erds promoter (Phaca) a felelds, €s az ORF TAA stop kodonja és a bacitracin szintetdz
promoterének —35-0s régidja kozott hairpin szerkezet képzésére alkalmas transzkripcids terminétor
szerll szekvencia (Tysr) is taldlhatd, feltételezhetd, hogy a bacitracin szintézis jelent0s csokkenése
nem a bacitracin szintetdz alegységeket kodolé ORF-ek - inszercidé okozta - csokkent mértékii
atirdsdval magyarazhatd, hanem azzal, hogy az inaktivalt ORF kédolta TE II homolég fehérje
kozvetlen szerepet jatszik a bacitracin szintézisben (1.5.3. abra). Hasonl6 eredményt kaptak a
tirocidin szintetdz alegységeit kodol6 ORF-ekt6l downstream, de veliik egy atirdsi egységben 1évo
TEII homol6g fehérjét kédolé ORF inaktivalasa sordn is (Schneider és Marahiel, 1998).

Az ORF-et a tioészterdzokkal valé hasonldsdg és a bacitracin szintézisben betoltott szerepe miatt
btsT-nek neveztik el. Megvizsgiltuk a teljes btsT ORF génddézisdnak a bacitracin
peptidantibiotikum komplex szintézisére gyakorolt hatdsat ugy, hogy 6sszehasonlitottuk az eredeti,
a btsT inaktivalt (BlbtsT °) és a btsT amplifikalt (BlbtsT") Bacillus licheniformis torzsek bacitracin
termeld képességét, és megvizsgaltuk a képzddd bacitracin peptidantibiotikum komplex
Osszetételét.

. . DPygL-QS
Bacitracin X Y 1. hely R X Asp
A L-Ile L-Ile L-Ile A \ ?
D-Om -Asn
B, L-Ile L-Tle L-Val B \'TLVS )
B, L-Val L-Tle L-Tle A Y 1.5.4. dbra. A
B, L-lle L-Val L-Ile A fhai bacitracin
D, L-Val L-Tle L-Val B Leu komponensek
D, L-Ile L-Val L-Val B j\ szerkezete
D, L-Val L-Val L-Ile A 0 R
E L-Val L-Val L-Val B A o, B.
HC HC H
F L-Ile L-Ile L-Ile C 0 °
H, L-lle L-le L-Val D /KC: o /\C: i,
H, L-Val L-Ile L-Ile C H ’ H
H; L-Ile L-Val L-Ile C
I, L-Val L-Ile L-Val D CH,
L L-Tle L-Val L-Val D C.  we D. HC (__oH
I L-Val L-Val L-Ile C q Q >IC

A bacitracin peptidantibiotikum tébb kiilonb6z6 dodekapeptid keveréke (Ikai et al. 1994; Morris,
1994; Siegel et al. 1994; Epperson és Ming, 2000). Legnagyobb mennyiségben a bacitracin A
komponens szintetizdlodik, mely az N-termindlisian egy L-Ile és egy L-Cys altal alkotta amino-
tiazolin, a C-termindlisdn pedig egy heptapeptid gytrit tartalmaz (1.5.4. abra).

28



A heptapeptid részben a 6. pozicioban 1évd L-Lys oldallanca kapcsolédik egy amid kotésen
keresztiil a C-terminalis L-Asn aminosavaval. A minor komponensek az 1.5.4. dbran X és Y jelzett
pozicidkban, illetve a tiazolin gylirQi els6 aminosavdban (1. hely) térnek el egymast6l. A minor
komponensek kozill az amino-tiazolin gytrit (1.5.4. abra A, B) tartalmazé A-E szerkezetek
bioldgiailag aktiv struktirdkat takarnak, mig a keto-tiazolin gyirit (1.5.4. abra C. D) tartalmaz6 F-1
komponensek bioldgiailag inaktivak. A bioldgiailag aktiv minor komponensek koziil legnagyobb
mennyiségben a B; és a B, forma szintetizdlédik (Ikai et al. 1994). A keto-tiazolin gytriit
tartalmazé komponensek az amino-tiazolin gylriis komponensekbdl az N-termindlis tiazolin rész
oxidacidjaval, nem bioldgiai dton keletkeznek (Craig et al. 1952; Newton és Abraham, 1953;
Craig et al. 1957).

A bioldgiai uton szintetizdl6dé komponensek (A-E) csak abban kiilonbéznek egymadstol, hogy L-
Val-t vagy L-Ile-t tartalmaznak az elsd, az 6todik (X) és a nyolcadik poziciéban (Y).

Vizsgalataink azt

200 5 —— - 100 mutattdk, hogy a btsT gént
] 1 Bacitracin B2 F 44 z
180 +---- TN B Bacitracin B1 re 90 cgy peldanyban hordozé
DO I N | mmBacitracin A 80 vad tipusu torzs bacitracin
g ] —=- Bioldgiai aktivitds | [ termeléséhez  képest az
g MO N 70 % inaktivdlt  btsT  gént
g 120 1 - 60 g hordozé torzs (BlbtsT ™)

Ie¥ ] C = 2 3 3
g 100 - 50 2 esetebefn‘ a ) bacitracin
2 ] g s  termelés jelentOsen, a btsT
£ 801+--- 1 |\ r 40 \8’ ént na ké 'a ém’
5 ] g 2 g gy praszamu
£ 60 | 30 @  plazmidon hordozd torzs
B 401 F oo (BIbtsT") esetében pedig
] . kisebb mértékben ugyan,
20 ERE S ,’"="i"”§ 10 de csokkent (1.4.9. abra).
0 -0 A keletkez6 Dbacitracin
wT Bl btsT+ Bl btsT- peptid keverék vizsgélata
) o o azt mutatta, hogy az
1.5.5. abra. Az 6sszes bacitracin és ezen beliil a bacitracin komponensek . . £ 2
L . O inaktiv btsT gént hordozé

mennyiségének alakuldsa a kiilonboz6 torzsekben . , . .
torzseknél a Dbacitracin

peptidantibiotikum minden formdjdnak mennyisége csokkent, mig a BlbtsT torzs esetében az
Osszes bacitracin mennyiségének csokkenése lényegében a
bacitracin B; és B, komponensek csokkenésére vezethetd

vissza (1.5.5. abra). A bacitracin A és B, illetve B, formdja %‘,{ﬁ o~ #}"ﬁ
kozott egyetlen egy aminosavban van eltérés. A B| forma az T e
elso helyen (a tiazolin gyliriben) a B, forma pedig a 8. (X) ”‘:ﬁ% 54@&%;
poziciéban tartalmaz L-Val-t a L-Ile helyett (1.5.4. abra). A ot g o

két aminosav (L-Val, L-Ile) szerkezete, csak az oldallanc
méretében tér el egymadstodl, az izoleucin oldalldnca hosszabb
mint a valin oldallanca (1.5.6. abra).

Az izoleucin helyett a valin beépiilése a bacitracin
végtermékbe a kovetkezoképpen magyardzhaté. Egy meghatdrozott pozicidban beépiild aminosav
kivalasztasaért €s aktivalasaért (a nemriboszémalis peptidszintézis sordn) az adenildciés domén a
felelos. Az adenilaciés domén specifikussagat szubsztrat kotd zsebének kialakitdsdban résztvevo,
jOl definiélt pozicidkban elhelyezkedd aminosavak hatarozzdk meg (Challis et al. 2000) (1.2.1.1.2
abra). Az ondlléan klonozott és expresszalt fengycin szintetiz FenB és izoenzimjének (FenS5)
adenilaciés doménjei elsésorban L-izoleucint aktivdlnak, de a FenB az izoleucin aktival6
képességéhez mért 10 %-ban L-valin aktivdldséra is képes (Steller et al. 1999; Lin et al. 1998). Az
ugyancsak L-izoleucint aktivald lichenisin szintetiz harmadik modulja a LicC az L-izoleucinen
kiviil az L-leucint és az L-valint is egyforman, kb. 25 %-os gyakorisdggal képes aktivalni (Konz et
al. 1999). A bizonyitottan L-izoleucint aktivalé adenildciés domének (FenB és LicC) szubsztratk6to

1.5.6. abra. Az L-valin és a L-izoleucin
szerkezete
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zsebének Kkitiintetett pozicidiban 1évé aminosavakat dsszehasonlitottuk a bacitracin szintetdz Al
(BAC_A1), A5 (BAC_AS) és C8-as (BAC_CB), és a feltételezhetoen L-izoleucint aktivalé LchA
adenilaciés domének (LCH_A) szubsztratk6td zsebeinek kialakitasaban résztvevd aminosavakkal a
mar ismert térszerkezetli GrsA adenilaciés domént (GRS_AT1) hasznalva mintaként (1.5.7. abra).

235 236 239
GRS Al 217 SLNVTEKDRI GQFASISF S EMFMALL TGASLYIILK DTINDFVKFEFE
BAC Al 197 YIDITEDNVI LQLSNYSF SVEDIFGALL NGASLVMIEK EALLNINRLG
BAC A5 195 YIDITGNDVI LQLSNYSF SVEDIFGALL NGASLVLIEK ETVLNTHELA
BAC C8 191 YIDITEDDAI LQLSNYSF SVEDIFGALL NGASLVLIEK ETVLNTHELA
FEN B 197 YTSASVNDREF ILTGSISF VTEEMFGALL KGATLHIIDK STMLTPDRFEG
LCH A 200 YISLSEKDTL LSLSNYAF FTEDVYGALL NGAKLVVADQ ATILHIGKLT
LIC C 200 YISLSEKDTL LSLSNYAF FTEDVYGALL NGAKLVVADQ ATILHIGKLT
* % * Kk x * K% K
278 299 301
GRS_A 267 QYINQKEITV IBLPPTY-—- VVHL---DPE RI--LS-IQT LETAGSATSP
BAC Al 247 SAINEEKVSV ITTALFNM IADI-——-HVD CL--SN-LRK IBFGGERASI
BAC A5 245 EVIKKEQVSV ITTAL——— FNTL-——-ADI NIGCLAKLRK IBFGGERASI
BAC C8 241 EVIKKEQVSV ITTAL-——— FNTL-——-ADI NIGCLAKLRK IELGGERASI
FEN B 247 AYLIENNITV LELTTAL--——- FNQLAQAQAD MF--HR-LHT L GEALSP
LCH A 250 ETIQKENITV TTALFNL LVDA--—-GTE WM--KG-IRK FEGGERSSV
LIC C 250 ETIQKENITV VTTALFNL LVDA-—-GTE WM—-—-KG—-IRK VEFGGERSSV
* * *
322 330 331
GRS_A 308 SLVNK-WKE—- —-KVT-—--YIN AYGPTETT ATTW-VATKE TIGHSVPIGA
BAC Al 291 PHVRK-VLN- —-HVGRDKLIH MYGPTEST ATYYFINEID DEAETIPIGS
BAC A5 289 PHVRK-VLD- —-HVGRDKLIH MYGPTEST ATYYFINEID DEAETIPIGS
BAC C8 285 PHVRK-VLN- —-HVGRDKLIH MYGPTEST ATYYFINEID DEAETIPIGS
FEN B 291 ELINAVRRAC PNLS——-LYN EYGPTENT FSTF-FEIKR DYATPIPIGK
LCH A 294 SHVKKAFAA- -MGPD-RIIH MYGPTETT ATFYPVNRIE DNAVSIPIGK
LIC C 294 SHVKKAFAA- —-MGPD-RIIH MYGPTETT ATFYPVNRIE DNAVSIPIGK
* Kk Kk kK K . * Kk x
517
GRS_A 499 MIPSYFIQLD KMPLTSNGKI DRKQLPEPDL TFF ——-
BAC Al 486 MIPAYFVKLD KLPLTKNGKV DRKALPEPDR TAGAENEYEA PRNETEE
BAC A5 484 MIPAYFVKMD KLPLTKNGKV DRKALPEPDR SAGT
BAC C8 480 MIPAYFVKMD KLPLTKNGKV DRKALPEPDR TAG
FEN B 483 MIPQRWVRVD RMPLTGNGKI NRSALPVPEN ESENRQDLTP PRNWVEQ
LCH A 491 MVPDAYIMLE ELPLTANG NRRLLPEADG RPNPTEHRAP RNMTEE
LIC C 491 MVPDAYIMLE ELPLTANGKV NRRLLPEADG RPNPTEHRAP RNMTEE
* . * . * Kk Kk KKk %k . . * * %
1.5.7. abra. Felsé rész: GrsA adeniliciés domén
szerkezete alapjan a szubsztratkoto zseb
77" kialakitasaban résztvevd aminosavak azonositisa az
235 Asp m ismert szubsztritspecifikussdgi FenB (Q45563) és
LchA (049247) adenilaciés domének és a feltételezett
330 V/IT L-izoleucint aktivdlé Bac Al, Bac A5, Bac C8

(AAC06346) és Lic C (066071) adenilaciés domének
esetében

236 G/A

299 L/FIY

Alsoé rész: az L-Ile szubsztratkotd zseb kialakitdsdban
résztvevd, konzervalédott aminosavak elhelyezkedése
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A bacitracin peptidantibiotikum elsd, oOtddik és nyolcadik pozicigjaba beépiildé aminosav
aktivalasaért felelés adenilaciés modulok - a szubsztrat specifikussdg kialakitdsaban résztvevo
aminosavak szempontjabol - megegyeznek a mar jellemzett, és bizonyitottan L-Val aktivaldsara is
képes FenB és LicC adenilaciés doménekkel. Ez alapjan a bacitracin B; és B, forma képzddése az
L-Ile-t aktival6 domének kisebb szdzalékban el6forduld L-Val aktivdlasara vezethetd vissza.
A valint aktivdlé adenildciés domén szubsztratkotd zsebének felépitése nagyon hasonlit az
izoleucint aktivdl6 domén szerkezetéhez, kivéve azt, hogy a zseb falat alkoté 278-as pozicidban
fenilalanin helyett, egy nagyobb térkitoltési triptofan helyezkedik el. Feltehetden ez biztositja, hogy
a valint aktivdlé6 domének izoleucin aktivaldsdra csak alig képesek, mig az izoleucint aktivalo
domének nagy gyakorisaggal aktivalnak valint is (Vater et al. 1975; Galli és Grandi 1994; Elsner
et al. 1997; Steller et al. 1999). Nemcsak az izoleucint aktivdlé domének képesek kisebb-nagyobb
hatékonysdggal mads, eredeti szubsztratjukhoz csak részben hasonlé aminosav aktivdlasdra. Az
tirocidin szintetdzbol szarmazd Ile-Phe adenildciés modult tartalmazo dipeptid szintetdz Ile és a Phe
aktivalasan kiviil képes a Leu, Val, Trp és Tyr aminosavak detektalhat6 aktivalasara is (Doekel és
Marahiel, 2000). Altaldnossdgban megfigyelhetd, hogy a kiilon izoldlt és expresszalt adenil4cids
domének dontd tobbsége kisebb vagy nagyobb mértékben, de tobb mint egyfajta, szerkezetében
eltér6 aminosav aktivdlasdra képes az ATP-PP* cseréld reakciok alapjan. (Az ATP-PP* cseréld
reakciokban azt vizsgdljdk, hogy az adott izoldlt domén YP*-ATP és egy adott aminosav
jelenlétében milyen mértékben képez PP*-ot. Mivel az adenildciés domén PP felszabadulds mellett
katalizélja az adenildlt aminosav képzddését, a PP* felszabaduldsanak mértéke utal arra, hogy az
adott domén a vizsgdlt aminosavat mennyire fogadja el szubsztritjdnak) (Fujikawa et al. 1968;
Mootz és Marahiel, 1997; Wageningen et al. 1998; Guenzi et al. 1998; Stachelhaus et al. 1998;
Weinreb et al. 1998; Konz et al. 1999).
Az adenildciés domén 4ltal tévesen aktivalt - a
legnagyobb gyakorisdggal aktivalt
szubsztrattdl eltérd szerkezetli - aminosavak
azonban az esetek dontd tobbségében nem
lﬂ — ,E jelennek meg a végtermékekben. Ennek oka az,
hogy az adenilaciés domén altal aktivélt, és a
D A D A PCP domén foszfopantotén karjdhoz tioészter

kotéssel kapcsolodé aminosavak
1.5.8. abra. A kondenzaciés domén mukodése. D: donor ésszekapcsoléséért felelSs kondenzacids

hely: a kondenziciés doméntdl upstream elhelyezkedd £ ’ o .
y: @ xondenzacios domentol upstream emety domének szubsztratspecifikussdga nagy, azaz
peptidszintetaz altal Osszedllitott peptidet ideiglenesen

befogadja ; A: akceptor hely: a kondenzaciés doméntsl ~ €M képesek barmilyen aminosav beépitésére a
downstream elhelyezkedd adenildciés modul 4ltal novekvo peptidlancba (1.5.8. abra).
aktivélt és PCP-hez kot6dd aminosavhoz a D részen A kondenzédcidés domén szerkezete még nem
varakoz6 peptidlancot hozzdkapesolja. . ismert, ezért csak elméleti modellek 4llnak
Szmlfo.dok/: PCP; lfo'nuclcmau‘osf domcil;/ /ademlac/m? rendelkezésre miikoédési mechanizmusirdl. Ez
domén; részben elkésziilt peptidldnc; beépités alatt 4116 . , ) ] ,
Aminosay alapjan a két aminosav/peptid szubsztritot
0sszekapcsold kondenzacids domén két részre,
a késziilo peptidlanc C-termindlis aminosavat ideiglenesen rogzit6 donor, és a beépitendd
aminosavat  4tmenetileg tarté akceptor részre bonthat6. A  kondenziciés domén
szubsztratspecifikussdga a donor oldalon elhanyagolhatd, csak sztereospecifikussdga van. Ezzel
szemben in vitro mesterséges aminoacil szubsztratokkal bizonyitottak, hogy a kondenzaciés domén
az akceptor oldalon - ahol a téle downstream elhelyezkedd adenilaciés domén altal aktivalt
aminosavhoz kapcsolja a mar elkésziilt peptidlancot - nagy szubsztratspecifikussagot mutat
(Stachelhaus et al. 1998; Belshaw et al. 1999; Ehmann et al. 2000). A peptidlanc szintézise
mindaddig nem folytatédhat, amig a kondenzaciés domén akceptor oldaldra egy oda megfeleléen
illeszked6 aminosav nem keriil (Linne és Marahiel, 2000). Ezek alapjan egy, az adenilaciés domén
altal hibdsan felismert és aktivélt (azaz a kondenzaciés domén akceptor helyére nem megfelelden
illeszkedd) aminosav a peptidszintézist ,,megakasztja”. Az, hogy az adenildciés domén gyakran
aktival és kot a PCP domén foszfopantotén karjdhoz olyan aminosavakat, amelyeket a nagy
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szubsztratspecifikussdgot mutaté kondenzéiciés domén nem képes a peptidladncba beépiteni, és a
peptidszintézis mindaddig nem folytatédhat, amig a PCP foszfopantotén karjan le nem cserélodik a
tévesen aktivalt aminosav egy, a kondenzéiciés domén szdmara is elfogadhaté aminosavra, felveti
azt a kérdést, hogy mégis miért nem akad el természetes koriilmények kozott a peptidszintézis; azaz
mi az a mechanizmus, ami a tévesen aktivalt aminosavat eltdvolitja a PCP foszfopantotén karjarol.
A bacitracin szintetdz promoterétdl upstream elhelyezkedd tioészterdz II fehérjékkel hasonldsagot
mutaté brsT gén inaktivdldsa a bacitracin szintézis jelentds csokkenését okozta (1.5.5. abra). Mivel
a bacitracin szintézisében résztvevo, eddig ismert faktorok (peptidszintetdz alegységek, rezisztencia,
PCP aktivédl6 foszfopantotén transzferdz) a BIBtsT~ torzsben érintetlenek voltak, a bacitracin
szintézis csokkenése a peptidszintézis lassuldsdval, azaz korai vagy gyakori megakaddsaval
magyardzhat6. A btsT géndozisdnak fokozdsa (BIBtsT') a f6 komponensként szintetizal6do
bacitracin A-t6l egy-egy aminosavban eltéré B; és B, komponensek mennyiségének jelentds
csokkenését okozta (1.5.5. abra). A BIBtsT" torzs esetében vagy az adenildciés domének szubsztrat
specifikussdga ndtt meg, vagy az a mechanizmus valt aktivabbd, ami a PCP foszfopantotén karjardl
eltdvolitja a kondenzaciés domén 4altal nehezebben elfogadott, szerkezetében némileg kiilénbozo,
és 1gy lassabban beépithetd szubsztratokat.

Mivel a btsT ORF-et egy kopidban, amplifikdlva vagy egyaltaldn nem hordozé torzsek esetében a

kiilonbség csak a btsT génddzisdban volt, €s ez jelentds véltozdsokat okozott az Gsszes bacitracin

termelés, illetve a peptidantibiotikum komplex Osszetétele szempontjabol, feltételezziik, hogy a

btsT ORF terméke felelés a PCP foszfopantotén karjdhoz tioészter kotéssel kapcsolt aminosavak

lehasitasaért, azaz a bacitracin szintetdzrol a peptidszintézis folyamatossagit akaddlyozo, tévesen
aktivalt PCP-hez kotott aminosavak eltdvolitasaért. Ezek alapjan a btsT hidnyanak illetve fokozott
jelenlétének hatdsa a kovetkezOképpen magyardzhato:

- ha a BtsT enzim nincs jelen (BIBtsT") az adott peptidszintetizon a peptidszintézis elakad,
amikor az elsO tévesen aktivalt és a kondenzaciés domén akceptor oldal szamdra el nem
fogadhaté aminosav a PCP-foszfopantotén karjdhoz kapcsolédik. Béar a sejtben sok
peptidszintetdz képzddik, mindig csak az tjonnan szintetizdléd6 peptidszintetdzok képesek
hosszabb-rovidebb ideig a bacitracin szintézisre. Ezért az adott fermentdcié sordn eldallitott
Osszes bacitracin mennyisége kevés lesz.

- ha a BtsT enzim nagy mennyiségben van jelen - a kondenzaciés domén akceptor oldaldra csak
lassan, vagy egyaltalan at nem keriilo és ezért az adenildciés domén és a kondenzaciés domén
kozott sokdig ,,lebegd”, aktivalt, a foszfopantotén karhoz tioészter kotéssel kovalensen kapcsolt
aminosavak nagyobb valésziniséggel hasadnak le. Ezért a végtermékben csak a leggyakrabban
aktivalt és a kondenziciés domén akceptor helyére legpontosabban illeszkedd, azaz a
leggyorsabban beépitett aminosavak lesznek csak jelen.

Ezek alapjan az eddig vizsgalt legtobb prokaridta peptidszintetdzt kodol6 régidban taldlhat6 egy a

tioészterdz II homolog enzimet koédolé ORF, mely TEII enzimek altalanosan feleldsek a

nemriboszémalis peptidszintézist elakaszt6 (azaz a tévesen aktivalt) aminosavak eltdvolitasaért.

A 1 tipust prokariéta poliketid szintetdzok (PKS) esetében is megfigyelhetdé egy TEIl homolég

fehérjét kodolé ORF jelenléte a poliketid szintetdzt kédolé DNS régidban. Poliketid bioszintézis

torténhet a zsirsavszintézishez hasonldan iterativ médon (II tipust), amikor a szintdz ugyanazon
doménjei tobb egymadst kovetd ciklusban épitik fel a poliketid ldncot, vagy a nemriboszémalis
peptidszintézishez hasonléan nem iterativ modon (I tipus), ahol minden épitdegység beépitéséért
mdas-mds modul felelds, és a modulok egymads utdni sorrendje hatirozza meg a poliketid végso
szerkezetét. A poliketidek alapvetd épitokove a malonil-CoA illetve a ldnckezdd acetil/butitril-CoA.

Ez az ACP-hez (acil carrier protein) kotodik az acil transzferdz (AT) domén kozremiikodésével.

Ezutdn egy CO, felszabaduldsa mellett a ketoszintdz domén (KS) hozzédkapcsolja az el6z6 modul

ACP-jén 1év6 malonil vagy metil/etil-malonil CoA-bdl szarmazd egységet az adott domén ACP-

jéhez kapcsolt malonil csoporthoz. Az igy kibdviilt lanc utolsé tagja 4dltaldnos esetben egy

ketoreduktdz (KR), egy dehidratdz (DH) és egy enoilreduktdz (ER) domén kozremiikodése utan éri

el végleges, redukalt formajat (1.5.9. abra) (Donadio, 1991; Gokhale, 1999; Lau, 1999;

Ranganathan, 1999). Barmelyik domén hidnya egyaltaldn nem, vagy csak részlegesen redukélt
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1.5.9. abra A poliketid bioszintézis folyamata. A: felsd rész: az els6 modulon torténd lanckezdd reakcid; alsé
rész: a 2. modul és az azt kovetd modulokon végbemend ldnchosszabbit6 folyamat. B: A B-C atomon torténd
lehetséges médositasok (dtvéve: Carreras és Santi, 1998)

poliketid tagot eredményez. Ezek alapjdn a I tipusd poliketid szintézisnél a malonil transzferdz a
nemriboszmomalis peptidszintézis adenilacids, az ACP a PCP, a ketoszintdz a nemriboszmdémalis
peptidszintézis kondenziciés, a KR, DH, ER a nemriboszmémadlis peptidszintézis atalakitod
doménjeinek funkciondlis megfeleldje (Cane és Walsh, 1999). Az elkésziilt poliketidlanc levaldsat
a poliketidszintdzrdl egy TEI domén katalizdlja, melynek funkcidja és fehérje szekvencidja hasonlit
a nemriboszémalis peptidszintetdzok TEI doménjéhez.

A poliketid szintetdzok kornyezetében kédolt TEII fehérje elimindldsa a pikromycin esetében az
eredeti szint 5%-éra, a tylosin esetében az eredeti szint 10 %-éara redukédlta a poliketid termelést
(Xue et al. 1998; Butler et al. 1999; Doi-Katayama et al. 2000) csakiigy, mint a nemriboszémalis
peptidszintetdzok esetében. A poliketid tylosin szintdz Il-es tioészterdzat onélléan klénoztak,
expresszaltdk, Kkitisztitottdk és meghatdroztdk szubsztratspecifictasit kiillonboz6 lanchosszisagu
ACP-foszfopantotén kart utdnzé NAC-tioészterekre és szerin protedzok jO szubsztratjaként
szamontartott p-Nitrofenil-észterekre vonatkozdan. A kisérletben azt vizsgaltdk, hogy a NAC vagy
p-Nitrofenil-hez tioészter kotéssel kapcsolddd, hibds szénldncot utdnozd acetil, propionil, butiril és
pentanoil csoportok, illetve a 2 és 3 tagu poliketidnek megfeleld szerkezetli szubsztratok koziil az
izolalt TEII enzim melyiket milyen hatékonysdggal hidrolizalja. Eredményként azt kaptak, hogy a
poliketid szerkezetnek nem megfeleld szubsztratokat a TEII méretiikkel forditottan ardnyosan
hidrolizélta, és ez alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a tylosin TE II specifikusan képes a
hibasan dekarboxilezett ACP-hez kotott intermedierek hidrolizisére (Heathcote et al. 2001).

A nemriboszémélis peptidszintetdzok esetében elméleti alapon lehetetlen az, hogy a TEII fehérje
képes kiilonbséget tenni az adenildciés domén 4ltal pontosan vagy nem pontosan felismert,
megkotott és aktivalt aminosavak kozott, hiszen az aminosavak szerkezetei - eltérden a poliketidek
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egységes épitdelemeitdl — jelentdsen kiillonboznek egymastdl. Rdadasul a poliketidek esetében is
eléfordul, hogy nem malonil, hanem etil/metil-malonil vagy mds épitdegység sziikséges egyes
vegyliletek bizonyos pozicidiba (FK520, FK506) igy, ha ezeket az egységeket a PKS TEII hibés
épitdelemként felismerné és elimindlnd, bizonyos vegyiiletek nagyon rossz hatékonysaggal
szintetizalodhatnanak csak. Ahhoz, hogy a tioészterdz II miikodési mechanizmusat és ezen keresztiil

funkciéjat megértsiik, megprobéltuk a BtsT fehérje szerkezetét jellemezni ismert 3D szerkezetek
alapjan.
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1.5.10. abra A BtsT fehérje masodlagos szerkezete, és a nemriboszomalis peptidszintetizok TEII fehérjéinek
konzervalédott aminosavai E: B-red6, H: o-helix.
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A tioészteraz II csoportba tartozd fehérjék koziil még egyiknek sem ismert a 3D szerkezete.
Napjainkra mar tobb, kiillonbozé organizmusokbdl szarmazd tioészterdz II homoldg fehérje
szekvencidja elérhetd. A szekvencidk megfelel6 médon egymdshoz illesztve lehetdvé teszik az
egyes poziciokban a kiilonb6zd aminosavak el6fordulasi gyakorisdgdnak meghatarozdsat. Az adott
pozicié és kornyezetének lehetséges aminosav varidciéi alapjan megjésolhaté az adott pozicid, és
ezekbdl a teljes fehérje masodlagos szerkezete. A mdsodlagos szerkezeti elemek sorrendjének
ismert 3D struktirdk masodlagos szerkezetével torténd osszehasonlitds alapjan az adott fehérje fold-
ja megadhatd, igy 3D szerkezete eldrejelezhetd. A Pfam (Protein families database of alignments
and HMMs) adatbézis 93 tioészterdz doménja koziil kivalogattuk azokat a TEII homolog fehérjéket
(13 db), melyek egyértelmiien nemriboszémaélis peptidszintetdzok alegységeit kédol6 ORF-ek
kornyezetébdl szdrmaznak. Azonositottunk 11 poliketid TEII fehérjét és 3 zsirsav szintézisben
szerepet jatszo TEII fehérjét is. A tobbi tioészterdz a nemriboszomalis peptidszintetazok, poliketid
szintetdzok és zsirsavszintdzok utolsé doménjei, azaz terméklevélaszté TE I enzimek voltak. A
kivalogatott szekvencidkat a SAM (Sequence Alignment and Modeling Software System; http://
www.cse.ucsc.edu/research/compbio/sam.html) (Hughey és Krogh, 1996; Karplus et al. 1999;
Krogh et al. 1994) egymashoz igazitotta, és a konszenzus fehérje szekvencia alapjan eldre jelezte a
BtsT fehérje méasodlagos szerkezetét (1.5.10. abra).

A BtsT fehérje foldja mdsodlagos szerkezeti elemeinek sorrendje alapjan az o/B-hidroldz fold-nak
felel meg (1.5.11. abra). A kanonikus o/B-hidroldz fold szerint a fehérje vazat egy B-red6k alkotta
csavarodo sik alkotja, mely alatt és folott a-hélixek helyezkednek el. A B2 red6 antiparallel lefutdsd

Br B2 PB4 B3 B5 B6 P7
€A OB aC oD OoFE OF

1.5.11. abra Az o/ hidroldz fold. A: sematikus rajz: fekete: minimdlis fold; fekete+kék: kanonikus fold; fehér: a
lehetséges kiterjesztések. Nyilak: B-lemez; téglalapok: o-hélix; Nu: nukleofil (S/C); Ac: sav (E/D); H: hisztidin. B:
térbeli szerkezet: (180°-al elforditva a sematikus rajzhoz képest) kék nyilak: B-redd; piros hengerek: o hélix; zold:
katalitikus tridd aminosavai

a tobbi B-red6hoz képest. A B-red6k altal kialakitott csavart lemez szerkezet els6 és utolsé [
szerkezeti eleme éltal bezért szog kb. 90°. A B5-6n taldlhaté nukleofil aminosav és kornyezete
alkotjdk a jol konzervélédott nukleofil konyokot. A hidroldz reakcidban fontos oxianion lyuk
kialakitasdban résztvevé aminosavak dltaldban a B5 és B3 red6kon taldlhatéak. Az o/f hidroldz
fold-dal rendelkez6 fehérjék szerkezetiik kanonikus szerkezettdl vald eltérése alapjan csalddokba
sorolhaték (CUT: cutindzok; BLP: bakteridlis lipazok; DLH: diénlacton hidroldzok; HAL.:
haloperoxiddzok; PLP: pankredz eredetli lipazok; FLP1: gomba eredetii lipdzok; SCP: szerin
karboxipeptiddzok; LES: nagy észterdzok) (Heikinhemino et al. 1999).

A BtsT fehérje masodlagos szerkezeti elemeinek sorrendje legjobban a HAL (haloperoxiddz) csalad
madsodlagos szerkezetéhez hasonlit eltekintve attdl, hogy a B1 és 2 B-red6k hidnyoznak, és az aktiv
centrum folé boruld, az elsédleges szekvencidban B6 red6 és oD hélix kozott taldlhaté flexibilis
régié szerkezete mas (1.5.12. abra). A két fehérje kozott az elsédleges szekvencia hasonlésag a
nukleofil konyokot kivéve elhanyagolhatd.

35



HAL BtsT

S D

HH |

pL B2 B3 p4 PBs Pe PB7 B8 B3 B4 PB5s p6  P7 P8
0A oB oC oD oE dF oA oB oC oD oE oF

1.5.12. abra. A HAL csaldd egyik tagjdnak (1a88.pdb) és a BtsT fehérje feltételezett szerkezete

A BtsT fehérje feltételezett masodlagos szekvencidja és konzervalddott aminosavainak helyzete
alapjan a katalitikus tridd aminosavai meghatarozhatok. Az erdsen konzervalodott nukleofil
konyokben elhelyezkedd Ser75 a nukleofil (Nu), a B8 és aF részek kozotti hurkon taldlhaté His208
a protont ideiglenesen tdrol6 aminosav (H) és a B7 és oE kozotti hurkon elhelyezked6 Aspl81 a
hidrolizis sordn pozitivan toltott His208-at stabilizdlé sav (Ac) komponens. A patkany TEII
fehérjéje és a BtsT fehérje illesztése (alignment) alapjdn a patkdny tioészterdz II fehérjéjében a
katalitikus tridd savkomponenseként vizsgalt Asp236 (Tai et al. 1993) nem része a triddnak, igy
megmagyardzhato, hogy alaninra cserélése miért nem okozta a TE aktivitds megszlinését. Helyette a
BtsT szerkezete alapjan a patkany TEII fehérjéje esetében a katalitikus tridd az Ser101, Asp185 és
His237 aminosavakbdl épiil fel.

A B. licheniformis F torzsben a PQFBR plazmid szarmazékainak felhaszndldsaval elGallitott -
galaktoziddz riporter génes konstrukciok lehetdvé tették a bacitracin szintetdz gén (INTbacA) és a
tioészteriz gén (INTDbtsT) expresszidjanak egymdstél fiiggetlen meghatdrozasit és a
sejtszaporoddshoz (ODgg) illetve a bacitracin termeléshez torténd viszonyitdsit. Az eredmények
alapjan (1.4.13 abra) a bacitracin bioszintézisért felelés templat fehérje (bacitracin szintetdz)
expresszidja mar az exponencidlis fazisban, kordn elkezdddik, és 1 6ran beliil eléri maximumat. A
tioészteraz gén expresszidja hasonlé mintizatot kovet, de a maximalis expresszié mértéke csak 25-
30 %-a a bacA gén expresszidjanak. A bacitracin termelés az exponencidlis fazis vége felé
kezdddik el, és legintenzivebb akkor, amikor mindkét vizsgalt gén expresszidja elérte maximumat.
Bar a bacitracint a masodlagos metabolitok kozott tartjdk szdmon mar régéta ismert, hogy termelése
az exponencialis fazisban megkezdddik (Hanlon és Hodges, 1981). Leirtak olyan bacitracin
termeld Bacillus licheniformis torzset (ATCC14580) is, amely csak az exponencidlis fazisban
termeli a bacitracint (Haavik, 1975), és a stacioner fazisban mar nem. (Bar késobb errol a torzsrol
kidertilt, hogy nem bacitracint, hanem csak lichenisint termel.)

Bar az expresszi6 mértéke nem mindig 4all kozvetlen kapcsolatban a termelddd enzim
mennyiségével és annak aktivitdsdval, a 25%-nyi tioészterdz expresszid felveti azt a lehetOséget,
hogy a tioészteraz fehérje és a bacitracin szintetdz fehérje sejten beliili ardnya fontos faktor, és a til
magas tioészterdz koncentracié nem hasznos, esetleg kedvezdtlen a sejt szamdra. Ha a tioészteriz
mennyiségét mesterséges modon noveltiik meg - a plazmidon kédolt btsT bevitelével -, akkor a
bacitracin szintézis abszolit mértéke csokkent. Ez azt jelenti, hogy a termelddé BtsT fehérje
aktivitdsa a fehérje koncentraci6janak tovabbi novelésével fokozhatd, azaz a btsT gén expresszidja
nem azért kisebb mint a bacitracin szintetdz expresszidja, mert kisebb BtsT aktivitds is elég az adott
funkci6 ellatdsdhoz, hanem azért, mert a sejtben ennél nagyobb BtsT koncentracidra nincs sziikség.
Ez a BtsT-szintetdz ardny biztositja a sejt szamadra, hogy a bioldgiailag leghatékonyabb bacitracin
komponensbdl sokat allitson eld, de megadja a lehetdséget a tobbi bacitracin komponens
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képzddésének is, hitha a fokomponensre rezisztenssé vald versenytdrsak versenyelOnye csokken
valamelyik egyéb komponens hatdséra.

Az ipari fermentacidkban a mikroorganizmusok 4ltal eléallitott NRPS peptid illetve PKS eredetii
poliketidek mellett gyakran szintetizdlodnak a célmolekulatol szerkezetileg alig kiillonbozd
termékek is, melyek a f6 terméktdl a nagy hasonlésdg miatt a termék kinyerése (DSP) sordn
nehezen elvélaszthatok. Ezeket a hasonlé szerkezetli termékeket a fermentdcids iparban
»szennyezO0’-knek nevezik, és a fermentdcios technoldgia vagy a feldolgozasi technoldgia
megvaltoztatdsaval igyekeznek szintjiiket az eloirt értékek ald szoritani. A szennyezd csokkentés
gyakran csak a f6 termék kihozataldnak csokkenése mellett érheté el. A gydgyszeripari
alapanyagokndl (API) dltalaban jellemz0, hogy a termék maximum 1 %-a lehet nem fétermék, és
egy-egy kiillonbozé tipusu szennyezd (specifikaciotdl fiiggden) maximum 0,1-0,5 %-ban fordulhat
eld. A bacitracin bioszintézis vizsgalata sordn eldallitott TEII enzimet k6dolé DNS fragmentet nagy
képiaszamban hordoz6 klon bacitracin szennyez6 termelése jelentdsen csokkent, igy a TEII enzim
egy potencidlis ,,szennyez6 csokkentd” eszkoz lehet ipari alkalmazasokban.

1.5.1. Uj eredmények dsszefoglalasa

e azonositottunk egy a bacitracin bioszintézisben szerepet jatsz6 fehérjét kodol6 ORF-et amit
a szarmaztatott fehérje hasonlésaga alapjan btsT-nek neveztiink el;

¢ Dbebizonyitottuk, hogy a btsT gén inaktivildsa csokkenti a mutdns sejtek bacitracin termeld
képességét;

e Dbebizonyitottuk, hogy a btsT gén nagy képiaszamui plazmidon torténd bevitele a termeld
mikroorganizmusba kismértékben csokkenti a bacitracin A fékomponens nagymértékben
pedig a bacitracin B1 és a bacitracin B2 alkomoponens termelését, igy mint potencialis
szennyez0 csokkentd faktor haszndlhaté ipari fermentdcidkban, nemriboszomalis tton
késziild peptid illetve poliketid szintetdzok altal eldallitott termékek esetében;

e az Ujonnan azonositott és mas nemriboszomalis peptidszintézisben résztvevo tioészterdz I
molekuldk vizsgélatdval meghatdroztuk, hogy a BtsT fehérje foldja a-3 fold és ezen beliil a
haloperoxiddzok foldjahoz hasonlit a legjobban;

¢ ahaloperoxiddz 3D szerkezete alapjan azonositottuk a katalitikus tridd tagjait;

e |étrehoztunk egy a bacitracin szintetiz és a tioészterdz gén expresszidjanak mérésére
alkalmas riporter génes bioldgiai rendszert, amit felhasznaltunk a két gén expresszidjanak €s
a bacitracin termelés idObeni lefutdsdnak vizsgélatara;

e a mérési eredmények alapjan a bacitracin szintetdzt kédolé DNS fragmentrdl torténd atirds
jelentdsen nagyobb mint a vele egy idoben kezdddd tioészterdz génrdl torténd atirds. A
vizsgélt gének expresszidjdnak maximumdndl van a bacitracin szintézis legintenzivebb
szakasza.
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1.6. Osszefoglalds

A modern gydgyszerkutatdsban az elegendé mennyiségben rendelkezésre allo, tesztelhetd kémiai
szerkezetek szdma vélt a sziik keresztmetszetté. Sok olyan komplex kémiai szerkezet 1étezik,
melynek megfeleld6 mennyiségben torténd eldéllitdsa szintetikus dton nehézkes vagy lehetetlen
bioldgia tton, fermentdlva azonban nagy mennyiségben is elddllithatd. Ide tartoznak kiillonbozo
peptidek és poliketidek is. A bacitracin egy Bacillus licheniformis éltal termelt, legalabb 15
komponensbdl 4ll6 peptid antibiotikum komplex, melynek szintézise nem riboszémdkon hanem egy
3 alegységbdl felépiilo peptid szintetdzon torténik, a nem riboszomadlis peptidszintézis
folyamatdban.

Munkédnk sordn a bacitracin szintetdzt koédolé DNS  fragment kornyezetében kodolt, a
nemriboszomadlis peptidszintézisben esszencidlis enzim lokalizdldsat és szerepének meghatarozasat
tliztiik ki célul.

Egy transzpozonnal inaktivalt, bacitracint nem termel® mutdnsbdl a bacitracin szintetdz prométertdl
upstream elhelyezkedd fragment bazissorrendjét meghataroztuk, és ott egy tioészteraz II
fehérjékhez hasonlé fehérjét kodol6 csonka ORF-et taldltunk. Campbell tipusu integracidval
bebizonyitottuk, hogy az ORF szerepet jatszik a bacitracin szintézisben, mivel inaktivdldsa a
bacitracin szintézist az eredeti szint 5-10 %-ara csokkentette. Az ORF-et btsT-nek neveztiik el. Az
ORF eleje nem volt a vizsgdlt fragmenten, ezért azt ,,genome walking” technikdval izolaltuk,
szekvendltuk és bebizonyitottuk, hogy az tjonnan izoldlt fragment rendelkezik promoter
aktivitdssal.

Megvizsgaltuk a tioészteraz tultermelésének hatdsat a bacitracin szintézisre, és azt tapasztaltuk,
hogy a bacitracin komplex termelése ugy csokkent le, hogy a bacitracin A fokomponens
mennyisége alig, még a bacitracin B1 és a bacitracin B2 alkomponensek mennyisége jelentdsen
csokkent.

Nemriboszémélis tioészterdz Il fehérjék részletes ,,in silico” vizsgalatai alapjan megéllapitottuk,
hogy a tioészterdz II fehérje foldja o-P-hidroldz fold és ezen belill a haloperoxiddz csoporthoz
hasonlit a legjobban. Egy haloperoxiddz rendelkezésre &ll6 szerkezetét modellként haszndlva
meghatdroztuk a katalitikus tridd tagjait, amelyben a sav komponens helye kiilonb6zott a korabban
publikalttol.

A bacitracin szintetdz és a tioészterdz transzkripcidjdnak vizsgdlatdra olyan bacitracint termeld
torzseket allitottunk el6, melyek a B-galaktozidaz riporter gént a btsT és a bacitracin szintetazt
kodol6é génekben integrdlva hordozzédk, és igy a tenyészetek kiilonboz6é iddpontokban gyljtott
mintdib6l a B-galaktoziddz aktivitds mérés alapjdn a bacitracin szintetdz és a tioészterdz gének
transzkripcidjat osszehasonlitottuk.

A BtsT fehérje inaktivdldsa jelentdsen csokkentette a bacitracin termelést, tiltermeltetése pedig
csokkentette a nem idedlis aminosavat tartalmazé bacitracinB1 és bacitracinB2 mennyiségét. Ezek
alapjan az bacitracin szintézisben esszencidlis BtsT fehérje a bacitracin szintézis hiba javito
komponense.

Mivel a tioészterdz fehérje taltermelése csokkentette a bacitracin szennyezOk mennyiségét
(bacitracin B1, bacitracin B2), a tioészterdz fehérje fontos eszkéz lehet a nemriboszémalis
peptidszintézis illetve a poliketid szintetdzok altal Osszerakott gydgyszer hatéanyag molekuldk
fermentécidja kozben keletkez6 ,,szennyez0k™ szabalyozédsdban.
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1.6.1. Summary

In the modern drug research the number of readily available chemical structures became the tight
cross section of the new drug screening process. Many complex chemical structures do exists where
the chemical synthesis is uneasy or impossible but can be produced biologically, by fermentation in
huge quantity. Polyketides and polypetides belong to this class of compounds. The 15 member
bacitracin peptide antibiotic complex is produced by the three domain peptide synthetase of
Bacillus licheniformis via non-ribosomal peptide synthesis.

The main aim of this work was to localize and characterize an essential enzyme in the non-
ribosomal peptide synthesis situated around the coding region of the bacitracin synthetase.

From a bacitracin non-producer transposon mutant the upstream region of the bacitracin synthetase
was cloned and sequenced and a non-complete ORF was identified. The newly identified ORF
showed similarity with thioesterase II proteins. The essentiality of the protein was proved by
Campbell type integration. The inactivation of the ORF resulted 5-10 % bacitracin production
compared to the wild type bacitracin level. The ORF was named b#sT. Since the beginning of the
ORF was not present on the cloned fragment genome walking was used to isolate the missing part
of the gene. The newly isolated fragment was sequenced and was shown to have promoter activity.
The overproduction of the thioesterase was tested on bacitracin synthesis. It was found that the
production of the bacitracin complex was decreased in such a way that the level of the main
component (bacitracin A) was only slightly but the bacitracinB1 and bacitracinB2 minor
components significantly decreased.

Proteins belonging to the thioesterase II group were analyzed “in silico” and were shown to have -
B-hydrolase fold showing highest similarity to the haloperoxidase group. Using the haloperoxydase
3D structure as a model the components of the catalytic triad were determined. The acid component
of the triad turned out to be different from the published one.

To determine the transcription of the bzsT and the bacitracin synthetase coding region such kind of
bacitracin producer strains were constructed where the [3-galactosidase reporter gene was integrated
into the bzsT or into the bacitracin synthetase coding region respectively. Using these reporter gene
carrying strains the transcription from the two genes were compared.

Since the inactivation of the BtsT significantly decreased the overall bacitracin production and the
overproduction of BtsT significantly reduced mostly the “non ideal” amino acid containing
bacitracin B1 and bacitracin B2 quantity, the function of the BtsT was defined as the error prone
component of the non-ribosomal peptide synthesis.

During the work it become obvious that the overproduction of the thioesterase component
significantly reduces the bacitracin impurities, so it is a utilizable tool for the impurity control of
compounds produced by the non-ribosomal-peptide or polyketide biosynthesis in large scale
industrial fermentations.
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2. A novényi sejtfal-bontasaban résztvevo enzimek vizsgalata

2.1. Bevezetés

A dolgozatnak ez a része a 6 majd 9 hénapos angliai The University of Newcastle upon Tyne
egyetem Biological and Nutritional Sciences tanszéken, prof. Harry Gilbert vezette laboratériumban
végzett munka eredményeinek rovid kivonata. Azok a témak, amelyekbe bekapcsolddhattam, foleg
a novényi sejtfalbontds enzimjeinek szerkezet-funkcid Osszefiiggéseit vizsgaltak elsOsorban
biokémiai médszerekkel.

Az ismert funkciéji fehérjék miikodésének pontos megértése, azaz a szerkezet-funkci6é kapcsolat
megértésének szempontjabdl fontos aminosavak lokalizaldsdra tobb lehetdség kinadlkozik:

- helyspecifikus mutagenezissel és a mutdnsok biokémiai jellemzésével lehetséges a funkcid
ellatdsahoz sziikséges aminosavak azonositdsa. Erre mutat egy példat a P. fluorescens Xynl0A
enzim 10-es csalddba tartozé cellul6zkétd moduljanak vizsgdlata ciml fejezet. A helyspecifikus
mutagenezis azonban csak akkor haszndlhaté hatékonyan ha rendelkezésre éll olyan — altaldban
aminosav sorrend hasonldsdgon alapulé informdcié - aminek alapjan a funkcié szempontjabdl
jelentds aminosavak lokalizalhatok.

- eléfordul olyan eset is, ahol a fehérje domén funkcidja ismert, de nincs jellemzett homoldgja, igy a
fontos aminosavak azonositdsdnak legkézenfekvobb - és szerencsés esetben leggyorsabb €s legtobb
informaciot kindlé - médja a fehérje 3D szerkezetének meghatarozasa szubsztrat jelenlétében.
Erre mutat példat a CBM29 csalad jellemzésérol szolo fejezet.

Az ismert szerkezeti GHI0 csalddba tartoz6 XylF fehérje térszerkezetének meghatarozasa és a
csaladon beliili apré eltérések jelentOségét emeli ki a GH10 csaladba tartozé XylF-et jellemzd
fejezet. A xylohexdz jelenlétében kristdlyositott XylF enzim xyldn kotd modul térszerkezetének
megfejtésével igazolddtak a xylan molekula szerkezetével kapcsolatos korabbi, csak szamitasokon
alapul6 feltételezések. Az X4 modul kristalyositdsardl szolé esettanulmany pedig egy nehezen
kristalyosithat6 fehérje rendezett szerkezetbe kényszeritésének 1€péseibdl ad izelitot.
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2.2. Irodalom attekintése

2.2.1. A ndvényi sejtfal szerepe

A novényi sejtfal azon tdl, hogy a Foldon képzddd biomassza jelentds része €s az étkezési rost
egyetlen forrdsa, alapvetSen egy megijulé energiaforras. Evente a novények csak a ndvényi sejtfal
anyagainak dtlagosan 20-30 %-it kitevd cellul6zbdl 4x10' tonnét szintetizdlnak (Coughlan, 1985).
Az atlagos novényi sejtfal tartalmaz még 50-60 %-ban nem celluléz poliszacharidokat: pektineket
és a hemicellulézokat (7:5 ardnyban), és maximum 20 %-ban gliikoproteineket (Albersheim et al.
1994; Knox et al. 1990). A bakteridlis és gomba eredetli novényi sejtfalbontds eredményeként
azonban ez az 6ridsi mennyiségi, rendkiviil sok komponensbdl felépiild, szamos funkciét betolto,
komplex és stabil anyag nem akkumuldlédik, hanem mas €l6lények szamdra is felhasznélhato
alkotéelemeire bomlik, €s igy visszakeriil a bioldgiai korforgasba, biztositva ezzel a heterotrof élet
energiaigényét.

A szén bioldgiai korforgasaban betoltott fontos szerepén til a novényi sejtfal-bontdsaban résztvevo
enzimeket az élelmiszer- ruha és a papiripar is haszndlja. A gyiimolcslevek eldéllitdsaban a
hatékonyabb 1ékinyerésért és a zavarossdg megsziintetéséért pektindzokat, arabindzokat
alkalmaznak (Baumann, 1981; Braddock és Kesterson, 1979; Voragen et al. 1982). A
sitéiparban xylandzok segitségével javithatjdk a liszt mindségét (Maat et al. 1992). Celluldazok
segitségével lehetséges a farmeranyagok ,.enzimatikus kokoptatdsa” €és a pamut anyagok
simasdgdnak ¢és puhasigdnak fokozdsa. A mosdszerekhez adott cellulizok segitik a
talajrészecskékkel szennyezddott pamut ruhdk tisztuldsat, puhitidsiat (Coughlan, 1985). A faanyagok
idotallosaganak novelése érdekében végzett tartdsitdoszeres kezelés eldtti pektindzos kezelés
lehetdvé teszi a tartésitdszerek jobb behatolasat az anyagba (Fogarty és Kelly, 1983). A ftfélék
cellulazokkal és xylandzokkal torténd eldkezelése jobb mindségli szilazs készitését teszi lehetdvé
(Gilbert és Hazlewood, 1991). Xylanazok hozzdaddsaval elérhet6é, hogy a natronpapir pép
kevesebb klor felhasznédldsaval legyen fehérithetd, és igy a mérgezo kloér-fenolok képzddésének
valészinlisége is csokken (Biely, 1991; Nissen et al. 1992; Wong et al. 1988; Ragauskas et al.
1994). Az o6ridasi mennyiségben termelddd novényi celluléz és mads glikkéz vagy gliikkézza
atalakithaté cukrokat tartalmazd novényi sejtfal komponensek lebontdsa sordn keletkezd gliik6z
alkoholla erjeszthetd, és nem kornyezet-szennyezd, novényi eredetli hulladékokbdl nyerhetd, olcsé
tizemanyagként felhaszndlhat6. A nagy cukortartalmu és ezért jO tapértékli koztes termékek allati
takarmanynak alkalmasak (Gilbert és Hazlewood, 1993).

Mivel szinte mindegyik felhasznalasi teriilet mas-mds tulajdonsdgokkal rendelkezd enzimeket
igényel, elengedhetetlen a természetben jelenlévd, novényi sejtfal-bontdsban résztvevd enzimek
szdmbavétele, miikodési mechanizmusuk megismerése és a katalizdlt reakciok hatékonysdgat
befolydsol6 tényezok vizsgdlata, majd a felmeriild igények alapjan a fehérjék megvaltoztatdsa.

A kovetkezokben attekintjiik a novényi sejtfal felépitésében résztvevd egyszerli és bonyolult
vegylileteket, melyek lebontdsahoz az evolicié az évmillidk sordn sokféle enzimrendszert dolgozott

p— ki. A novényi sejtfalbontd enzimek miikodésének
hemicellulé@};—?—«gj pektin megértéséhez elengedhetetlen szubsztratjaik
; A szerkezetének ismerete. Attekintjik a novényi
sejtfalbonté enzimek 4ltaldnos szerkezetét, és a
komplex, vizoldhatatlan szubsztriatok bontdsdban
jelentés szereppel rendelkezd szénhidrat kotd
domének fajtdit és osztdlyozdsi rendszerét. Rovid
izelit6t adunk a  fehérjék  szerkezet-funkcio
Osszefiiggéseinek  vizsgadlatiban egyre nagyobb
szerepet  kapd  rontgendiffrakciés  térszerkezet
N meghatdrozds elengedhetetlen eldfeltételének, a

K

fehérje kristdly eldallitdsanak elméletérdl és gyakorlati

2.2.2.1. dbra. A novényi sejtfal felépitése 7,
megvalositasarol.
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2.2.2. A n6vényi sejtfal felépitése

A novényi sejtfal (2.2.2.1. abra) komplex struktdra, amelyet a celluléz mikrofibrillumokbdl
felépiildé vaz és a mikrofibrillumok kozotti teret kitoltd amorf matrix alkot. A maétrix tobb
komponens bonyolult szovedéke, melyek novényi sejtfalbél valé kinyerhetdségiik alapjin
csoportosithatok. Hig, forré savas kezelés hatdsara a galakturon savban, ramnézban, arabindzban és
galaktézban gazdag poliszacharidok a pektinek extrahalodnak. Az ezt koveto lugos kezelés hatdsara
kapott frakcié a hemicelluléz. A maradék a vazat alkotd celluléz komponens (Dey és Brinson,
1984). Bizonyos sejtek esetében a sejtek novekedésének befejezése utdn az elsddleges és a
masodlagos sejtfalba a fenilalaninbdl vagy tirozinbdl szintetizal6dé di- €s trihidroxi fenolokbdl allé
komplex polimer, a lignin épiil, amely a sejtfal szilardsagat biztositja (Varner és Lin, 1989).

2.2.2.1. A celluloz szerkezete és lebontasa

A cellul6z B-1,4 kotéssel kapcsolt gliik6z alegységekbdl felépiild, kémiailag egyszeri
homopolimer. Minden cukor egység az el6z6hoz képest 180 °-kal elforgatva helyezkedik el, igy az
ismétlodo egység egy diszacharid, a cellobiéz (2.2.2.1.1. abra). A cellul6z lancot felépitd Osszes
cukorgytirti egy sikban helyezkedik el.
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2.2.2.1.1 abra. A celluldz szerkezete és lebontdsdban résztvevo enzimek. NR: nem redukél6 vég; A: amorf régié; C:
kristélyos régid; EG: endo-B-1,4-glilkandzok; CBH: exocellobiohidroldz; B-G: B-gliikozid4dzok

A mikrofibrillumban a cellul6z lancok egymadssal parhuzamosan taldlhatok, szamos inter €és
intramolekuldris H ¢&s apoldros kotéssel kapcsolédnak egymdshoz (Coughlan, 1985). A
rontgendiffrakcids vizsgalatok alapjan a mikrofibrillumok nem homogének, kristalyos (C) és amorf
régiok (A) egyarant el6fordulhatnak benne. Az amorf régiok elhelyezkedhetnek a mikrofibrillumok
felszinén vagy teljesen atérhetik azt (Terri, 1997). A celluléz bontdsdhoz legaldbb harom
kiilonbozé funkcidji enzim sziikséges (2.2.2.1.1 abra). Az exo-cellobiohidrolazok (EC 3.2.1.91
CBH) a nem redukdlé vég (NR) feldl cellobiéz alegységeket hasitanak le. A szabad cellul6z
lancvégeket az endo-B-1,4-gliikandzok (EC 3.2.1.3 EG) hozzédk létre, hasitva a celluléz ldncot a
mikrofibrillum amorf régidéiban. Az endogliikandz nem képes a kristalyos régiok megtamadasara, de
a cellobiohidroldz az amorf régidban képzett szabad, nem redukal6é vég degraddldsa utdan képes a
kristalyos részeken is folytatni a cellobidz eldallitast. Végiil a cellobidzt és az endogliikandzok 4ltal
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elédllitott cello-oligoszacharidot a PB-gliikoziddzok (EC 3.2.1.21 BG) bontjdk minden életforma
szamadra hasznosithat6 gliilkézza (Warren, 1996; Henrissat, 1994). Ez az endo-exo cellul6z bontasi
modell tobb gomba esetében nem ennyire leegyszerlisithetd, mivel az endogliikandz és a
cellobihidroldz szubsztrat specifikussdga atfedhet, illetve a cellobiohidroldz a redukélé vég feldl is

képes lehet a celluléz lanc hidrolizisére

_ (Vranska és Beily, 1992).
, : Tobb anaerob gomba aggregilddott
lL '\N{ |n -’J:G} [\7 ‘le 7
AR R

celluléz bontd rendszerrel, a
—ceo () Sxgm w&m celluloszémaval rendelkezik (2.2.2.1.2.
2 gonegie abra), ami a sejtet a cellulézlanchoz
- e kapcsolja, és nagyon effektiven bontja

2.2.2.1.2 abra. A celluloszéma felépitése. azt. A celluloszomaban egy nagy

Szines kép: a gomba sejt tapaddsa a novényi sejtfalhoz a mern e:[u. _SC&ffOldI.I_lg_ f_?h?rje kOh??I}
celluloszoma segitségével. Fekete-fehér kép: a celluloszéma doménjeihez  kiilonboz6  funkcidju
szerkezete: CBD: cellul6zkoté domén; CD: katalitikus domén egységek  kapcsolddnak dokerin

doméneken keresztiil. A kapcsol6do
egységek tobbsége a cellul6z bontdsban résztvevd katalitikus domén, de eléfordulhatnak xylandz
illetve szénhidrat kotd6 domének (CBM) is. Legjobban az obligdlt anaerob Clostridium
thermocellum celluloszémdja jellemzett (Bayer et al. 1988), de kimutattdk, hogy a Ruminococcus
albus (Wood et al. 1992), a Piromyces fajok (Ali et al. 1995) és Neocallimastix frontalis (Wilson
és Wood, 1992) is képes hatékony cellulézbontast lehetévé tevd, nagy molekulatomegii
celluloszéma szintézisre. Az aggregdlt celluloszoma rendszer hatékonysagdnak pontos oka még
nem ismert, de feltételezhetd, hogy az adott helyen megkezdett cellul6z mikrofibrillum bontésa
hatékonyabb, mint a nem aggregalédé rendszerek enzimjeinek véletlenszer(i probalkozasai (Béguin
és Alzari. 1998).

ﬁ

Fenolos

2.2.2.2. A matrix

A vasbetonhoz hasonlé szerkezeti novényi
sejtfalban ~ a  vasakat  jelentd  celluloz
mikrofibrillumok kozoétti teret az amorf madtrix

keresztkotés

(2.2.2.2.1. abra) tolti ki, ami a hemicellul6zok, . xyloglitkdn
pektinek, glilkoproteinek ¢és egyes esetekben
ligninek  bonyolult és  kusza szovedéke

(Albersheim et al. 1994).

mikrofibrillum @

Rhamnogalacturonan

2.2.2.2.1. A hemicellul6z

A hemicellul6z a novényi sejtfal legnagyobb

glitkorono
arabinoxylan

+ arabinogalaktdn
oldalldnc

2.2.2.2.1. abra. A maitrix szerkezetet

mennyiségben el6forduld, nem cellul6z alapu
komponense, ami 4ltaldban hidrogén hidak segitségével szorosan kapcsolddik a cellul6z
mikrofibrillumokhoz, és igy meghatdrozott pozicidéban tartja azokat mindaddig, amig a lignin
berak6das meg nem kezddédik. A hemicelluléz kémiailag sokkal Osszetettebb, mint a celluléz és
gyakran tartalmaz oldalldncokat illetve eldgazdsokat, ezért szerkezete is kevésbé szabdlyos. A
hemicellul6zok a {6 ldncot felépitd cukor alapjdn xyldn, mannén, glilkkomanndn, xylogliikdn, kall6z,
B-1,3 B-1,4 glikkdn és arabinogalaktdn csoportokba sorolhatok (Brett és Waldren, 1996).
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2.2.2.2.1.1. Xylanok
A B-1,4 kotéssel osszekapcsoléd xyloz alegységekbdl felépiilé polimer a novények szdraz
tomegének kb. 30%-at alkotja (Joseleau et al. 1992). A xyl6z alegységekhez gyakran acetil,
gliikoronsav vagy arabinéz oldallancok kapcsolddnak (Gilbert és Hazlewood, 1993). A keményfak
xylanja 200 alegységbdl épiil fel és a xyloz kb. 10 %-an a C2-es pozicidban metil-gliikkuronsav, a
maradék C2 és a C(C3-as
poziciokban pedig nagyon
HOOC o .

oMo gyakran acetil csoport

U HO by | < o—gliikuronidaz talalhaté (DarVill et al. 1980)

acetil xylan észteraz

o pCs o 1o P o A fiivek xylanja  ezzel
/owomowomo\ szemben altaldban csak 70
ot o oH xyldn egységet tartalmaz és a

f @ \ C2 illetve C3 poziciéban 2-5

endoxylanaz CH,OH Lo .
on arabinoxylan %—E)an ) arabin6z alegyse’g
o o PH arabinofuranozidaz taldlhato (Coughlan  és
HO%ONOH Hazlewood, 1993).
HO o) . » z
OH Mivel a xyldnok a xyloz
lancon kiviil heterol6g
o oldallancokat is tartalmaznak,
B-xylozidaz ezért az alapldnc lebontdsin
2.2.2.2.1.1.1. abra. A xylan szerkezete és lebontasdban résztvevd enzimek kiviil az oldalldncok

eltdvolitdsa is specializalt
enzimeket igényel (2.2.2.2.1.1.1. abra). A gliikkuronsav oldallancot az o-gliikuronidazok (EC
3.2.1.139), az acetil oldalldncot az acetil xylan észterdzok (EC 3.1.1.6), az arabin6z oldalldncot az
a-aribinoxyldn-arabinofuranoziddzok (EC 3.2.1.55) hasitjdk le. A lecsupaszitott B-1,4 xylan ldncot
az endoxylanazok (EC 3.2.1.8) daraboljdk oligo-xylanokkd, amit az exo-B-xyloziddzok (EC
3.2.1.37) hasitanak xyl6zokra (Dekker és Richards, 1976; Biely et al. 1985; Poutanen, 1988;
Kormelink et al. 1993).

2.2.2.2.1.2. Mannan és galaktomannén

B-1,4 kotéssel 6sszekapcsol6dé manndz alegységek épitik fel a manndnt. A galaktomannédnban a
manndn vazhoz o-1,6 kotéssel galaktéz egységek is kapcsolddnak. A manndz galakt6z ardnya a
novény fajatél fiiggéen 1:1 és 1:5 kozott valtozik (Brett és Waldren, 1996). Mannan
leggyakrabban a ndvényi magok endospermiumdban taldlhatd, ahol tartalék tdpanyagforrasként
szolgdl. Az oldalldncot nem tartalmazé mannin szerkezete akar kristdlyos is lehet, igy egyes
zoldalgdk sejtfalaban a celluléz szerepét a kristdlyos mannén tolti be (Yui et al., 1997). A galaktéz
oldallancokat is tartalmazé galaktomannan szerkezete sokkal nyitottabb, és igy nagy mennyiségl
viz megtartasara képes, ami a magok csirazasakor lehet fontos (Brett és Waldren, 1990).

Az oldallancot nem tartalmazé mannan lebontdsdt mannobiézza és manno oligoszacharidokkd az
endo-1,4-mannandzok (EC 3.2.1.78) végzik, amiket az exo-B-1,4-mannoziddzok (EC 3.2.1.25)
hasitanak manndannd. A galaktomanndnokbdl a galaktéz oldallancot az a-galaktoziddzok tavolitjak
el (EC 3.2.1.22).

2.2.2.2.1.3. Gliikomannan

B-1,4 kotéssel Osszekapcsolt gliikoz és manndz egységek épitik fel a glikomanndnt. A gliikéz
manndz ardny a nyitvatermékben (gymnospermium) 1:3 a zarvatermdkben 1:2 (Puls és Schuseil,
1993). A nyitvatermOk esetében a glilkéz vagy mannéz egységhez o-1,6 kotéssel galaktdz
kapcsolddhat. Ez a glitkogalaktomannan vizben jobban oldddik mint a glilkomannédn. A mannan véz
a C2 vagy C3 helyen acetil csoportot is tartalmazhat (Hazlewood és Gilbert, 1998a és 1998b).

A glikomanndn lebontdsidban a manndn bontdsdban résztvevd enzimeken kiviil a galaktoz
oldalldncok eltdvolitdst a a-galaktoziddzok (EC 3.2.1.22), a gliikkz hasitdsat a -gliikoziddzok (EC
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3.2.1.21) az acetil csoport eltdvolitdsat az acetilmannidn észterdzok (EC 3.1.1.72) végzik
(McCleary, 1988).

2.2.2.2.1.4. Xylogliikan

A xylogliikan a kétszikiiek és a nem fiiféle egyszikiiek elsddleges sejtfaldnak legfobb hemicellul6z
komponense (Pauly et al. 1999). A B-1,4 kotéssel dsszekapcsolddo glikkéz vazhoz gyakran xyléz
kapcsolddik a-1,6 kotéssel. Ezek a xyléz oldallincok gyakran tovdbbi «-1,2 kapcsolt fukoz,
galakt6z, arabinéz oldallancokat tartalmaznak (Brett és Waldren, 1996). A xyloglikin nem
kovalensen, hanem hidroféb kolcsonhatds és H hidak segitségével erdsen kapcsolodik a
cellulozhoz, igy a cellulézlancok kozotti keresztkotések kialakitdsaban, azaz a sejtfal szerkezetének
fenntartdsaban van kiemelt szerepe (McCann et al. 1990).

2.2.2.2.1.5. Més hemicellul6zok

A novények feliileti sebein képz6d6 kalloz B-1,3 kotéssel kapcsolddd glikkoz alegységekbdl épiil
fel. Szerkezete helikdlis, igy mikrofibrillumok képzésére hajlamos, illetve viz jelenlétében
gélesedhet.

A kevert B-1,3 / B-1,4 kotésekkel kapcsol6dé glitkan a fufélék sejtfalaban gyakori. Az 1,3 és 1,4
kotések ardnya 1:2 vagy 1:3, és az 1,3 kotések 2, 3 vagy 4 darab 1,4 kotéssel kapcsolt gliikéz
molekulét valasztanak el egymastol.

Az arabinogalaktian II egyes nyitvatermdk (gymnosperm) sejtfaldban taldlhaté, B-1,3 és B-1,6
kotéssel kapcsolodd galaktéz alegységekbdl épiil fel. Tartalmazhat B-1,3 kotéssel kapcsol6dd
arabindz oldallancot is (Bacic et al. 1988).

2.2.2.2.2. Pektinek

A galakturonsavban, ramndzban, arabin6zban és galaktézban gazdag pektinek komplex savas
poliszacharidok (2.2.2.2.2.1. abra). Idetartozik a ramnogalacturonan, az araban a galaktin és az
arabinogalaktdan. A kétsziklieck kozépsé lamelldjaban a pektinek rovid oldallinciak és kevés
ramnodzt tartalmaznak, mig az elsddleges sejtfalban 1év6 pektinek sok hosszu oldallancot
tartalmaznak és sirin elagaznak (Brett és Waldren, 1996; Hwang et al. 1993). A pektinek sajat
szovedéket alkotnak, amely kovalensen vagy masodlagos kotésekkel a cellul6z mikrofibrillumokkal
és a hemicellul6zokkal kapcsolodik. A pektin szerkezetét tekintve csak rovid oldallancokat vagy
oldallancokat egyaltaldn nem tartalmazé “sima” (S) és hosszu oldalldncokban gazdag “sz0ros” (H)
régiok épitik fel. A novényi sejtfal kozépsd lamelldjadban foleg “sima”, az elsddleges sejtfalaban
“sz0ros” szerkezetl pektinek fordulnak el6 gyakrabban.

2.2.2.2.3. Glikoproteinek

A novényi sejtfal a poliszacharidokon kiviil fehérjét is tartalmaz, melyek tobbsége glikozilalt.
Ezekre a fehérjékre éltaldban jellemzd, hogy nagy mennyiségben tartalmaznak mas él6lényekben
eld nem fordulé hidroxiprolint, ezért hidroxiprolin gazdag gliikoproteineknek (HRGPs) nevezik
oket. A leggyakrabban eldéfordul6 extenzin kb. 40 %-ban tartalmaz hidroxiprolint, amihez gyakran
tri- és tetra-arabinooligoszacharidok, a szerinekhez pedig galakt6z molekuldk kapcsolédnak. A
molekuldban eldfordulé tirozinok inter- és intramolekuldris keresztkotések kialakitasaval
stabilizdljak a fehérje hélix szerkezetét.
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Az egyszikliekben treoninban,

H alaninban és  hisztidinben
\7L/ gazdag HRGP taldlhat6. Ezek
\ egy csoportjaban, az

arabinogalaktin fehérjékben

(AGPs) a hidroxiprolinhoz
4 A_A[A_X_A_A]X_A arabinogalaktdn oldallancok
n kapcsolédnak. A nitrogén
homogalakturonan kotésben  szerepet  jatszo

ey novényi részek sejtfaldban
E 5 aa talalhato nodulinok a

hidroxiprolinon kiviil nagy
mennyiségben  tartalmaznak
galakturonsav prolint (PRPs).
galaktz A glicin gazdag fehérjékben
(GRPs) az 0Osszes aminosav
akdar 1/3-at kitevd glicin nagy
flexibilitast biztosit a fehérje
szdmaéra. Feltételezések
W arabinéz szerint a lignin berakédds
kiindul4si pontjaként

©  metil észter ;i
ramnogalacturonsn szolgélnak.

2.2.2.2.2.1. abra. A pektinek 4ltaldnos szerkezete. H: széros régié; S: sima A né.ve,nyl sejtfal Fartaln}az
régi6. A nyilak a szagatott vonallal bekeretezett régiok kinagyitott részleteire ~ peroxidazt, mvertazt,

mutatnak cellulazt, foszfatizt, pektindzt,

pektin metilészterdzt, malat-

dehidrogenazt, exogliikkoziddzokat, endogliikandzt ¢és endotranszgliikozilazt. Ezeknek az

enzimeknek a novényi sejtfal fenntartdsdban illetve sziikség szerinti modositdsaban lehet szerepe
(Brett és Waldren, 1990).

ramnéz

xyl6z

© O > >

2.2.2.2.4. Lignin

Egyes sejtek novekedésiik befejezte utdn lignint épitenek sejtfalukba. A lignin a kumaril-, konferil-
és szinapil- alkoholok kovalens kotésekkel 6sszekapcesolt, teljesen szabélytalan, hidroféb, rendkiviil
strll szovedéke. Mivel a polimerizacié nem enzimatikus, ezért addig folytatodik, amig az Osszes
rendelkezésre 4ll6 aktivalt anyagot fel nem haszndlva az adott térrész fel nem toltddik. A sejt
novekedése a lignin berakdddasa utdn lehetetlen, és mind a tdpanyagok, mind a koérokozdok
behatoldsat lehetetlenné teszik azaz a lignifikdlédott sejtfald sejt mindig halott, de tartast és
védelmet nyujt a tobbi sejt szamara (Brett és Waldren, 1990).

2.2.3. A glikozil hidrolazok katalitikus
mechanizmusa

A glikozidos kotéseket hidrolizdlé enzimek
osszefoglalé neve glikozil hidroldzok (GH).
Mivel a novényi sejtfal foként glikozidos
kotésekkel egyméashoz kapcsolt
cukormolekuldkbdl épiil fel, a novényi sejtfal
lebontdsaban résztvevod enzimek dontd tobbsége
glikozil hidrolaz. Ezek az enzimek miikodésiik
alapjan két csoportba sorolhatok: a glikozidos
2.2.3.1. abra. A “reatiner” enzimek mechanizmusa. A: kotés  hasitdsa  utin a  cukormolekula

sav/bdzis; B: bzis gliikozidos-OH csoportjat eredeti
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konformacidoban megtarté “retainer”’-ek (2.2.3.1. dbra) és az ellenkez6jére valtoztatd “inverter’-ek
(2.2.3.2. abra) (Koshland, 1953). Mindkét mechanizmus esetében a katalizisben két karboxilos
aminosav (D, E) jétszik szerepet, de az aminosavak szerepe a mechanizmustodl fiiggden kiillonbozo.
Az “inverter” enzimek esetében az egyik
aminosav az 4altaldnos sav (general acid), a
madsik az dltaldnos bdazis (general base), a
“retainer” enzimek esetében az egyik az
altalanos sav/bézis, a masik pedig a nukleofil
aminosav (McCarter és Withers, 1994).
2.2.3.2. abra. Az inverter enzimek mechanizmusa A: sav; Az “inverter” enzimek esetébfen a reakci6
B: bazis egy lépéses, az daltaldnos bdzis elvon egy
protont egy vizmolekulatél, és az aktivalt
vizmolekula hasitja a kotést a gliikozidos C atomndl, és beépiil oda. Ezzel egyidében az éltalanos
sav protondlja a szabadda valé oxigént.
A “retainer” enzimek esetében a folyamat két jol elkiilonithetd 1épésbdl 4ll. Elsé 1épésben az
altalanos sav/bazis protondlja a gliikozidos oxigént, ami a glikozidos kotés hasitasat eredményezi, a
felszabaduld gliikkozidos szénatom pedig a nukleofilhoz kapcsolédik egy kovalensen kapcsolt
glikozil-enzim intermediert hozva létre. A madsodik 1épésben a deprotonalt karboxil csoport
altalanos bazisként viselkedve deprotondl egy vizmolekuldt, ami megtdmadja a glikozil-enzim
kotést, hasitja és beépiil oda, aminek eredményeként a termék és az enzim kozotti kovalens
kapcsolat megsziinik (Withers és Aebersold, 1995). A katalizisben résztvevé aminosavak pozicidja
eltér egymastol a két mechanizmus esetében. A “retainer” enzimek esetében a nukleofil aminosav a
szubsztrathoz kozel helyezkedik el, hogy a kovalens kapcsolat kialakulhasson, még az “inverter”
enzimek esetében még egy vizmolekuldnak is el kell férnie a két katalitikus aminosav kozott a
szubsztraton kiviil. Ezért a “retainer” enzimek esetében a két katalitikus aminosav tdvolsdga nem
nagyobb mint ~5.5 A, mig az “inverterek” esetében ez a tdvolsdg legaldbb ~10 A (Davies és
Henrissat, 1995).

2.2.4. A glikozil hidrolazok altalanos felépitése

A glikozil hidroldzok dontd tobbsége
moduldris szerkezeti (2.2.4.1. abra), azaz a

cD katalitikus doménen (CD) kiviil, direkt vagy
flexibilis kapcsolo (linker) régiokkal
n o Osszekotott, tobb,  kiilonbozd  funkcidju

2.2.4.1. dbra. A glikozil hidroldzok 4ltal4nos felépitése: modulbol a_llnak (Tomn.lei ‘.)’t al'. 1995; W?fren’
CD: katalitikus domén; fekete: linker régiok; zold 1996). Mivel a flexibilis linker régick a
téglalapok: dltaldban szénhidrat kotd modulok protedzok szamara konnyen hozzaférhetdk,
limitalt proteolizissel a modulok elvalaszthaték
egymastol és fiiggetlen egységekként vizsgdlhatok (Gilkes et al. 1988; Tomme et al. 1988). A
glikozil hidroldz katalitikus doménhez kapcsolodé modulok leggyakrabban szénhidrat kotd
modulok (Carbohydrate Binding Module; CBM), de eléfordulnak észterdz, termostabilizald,
baktérium sejtfalhoz kotd SLH, linker szerepet betolté Fn3, a scaffolding fehérjével kapcsol6dd
dokerin és eddig még ismeretlen funkcidval rendelkezd, hasonlsdg alapjan szdmos csalddba sorolt
»X~ modul is. (Hansen, 1992; Little et al. 1994; Fujino et al. 1992, 1993; Bayer et al. 1994;
Henrissat és Coutinho, 2000)
A domének kozotti linker régié szerinben, treoninban, prolinban és glicinben gazdag, és olyan
flexibilis szerkezettel rendelkezik, ami lehetové teszi az Osszekapcsolt, €s ezért feltehetden egyiitt
funkciondlé modulok térbeli elrendezddésének dinamikus (megfelelé idoben a megfeleld helyen)
kialakulasiat. A P. fluorescens XynlOA xylandz CBM és a CD kozotti linker régié delécidja
jelentésen csokkentette oldhatatlan szubsztraton a xylandz enzim aktivitasat, a CD folding-jat nem
befolyésolta, és oldhatd szubsztraton az aktivitds nem valtozott. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
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CBM dltal a szubsztrathoz rogzitett CD-nak rendelkeznie kell valamilyen szintl mozgasi
lehetdséggel a teljes enzimaktivitds megtartasdhoz (Black et al. 1995).

2.2.4.1. A glikozil hidrolazok katalitikus doménje

A korabban haszndlt TUB (International Union of Biochemistry) szubsztratspecifikussagon és
katalizalt reakcidtipuson alapulé EC csoportositds nem tette lehetdvé a széles vagy kevert
szubsztratspecifikussdgii enzimek besoroldsat és bizonytalannd tette az ujabban talélt glikozil
hidroldz homol6gok biokémiai karakterizdlds nélkiili besoroldsat. Ezért a glikozil kotések
hidrolizisét végz0 glikozil hidrolaz katalitikus doméneket aminosav szekvencia hasonlésag alapjan
85 csalddba soroltdk. Az egy csalddba tartoz6 enzimek 3D szerkezete hasonld, azonos 6stdl
szarmaznak, €s a csaldd minden tagjanak bizonyos tulajdonsdgai megegyeznek. Az EC besorolassal
ellentétben a csalddon beliil a szubsztratspecifikussidg és az endo- vagy exo- mechanizmus eltérhet,
de a térszerkezet, a katalitikus aminosavak és a katalitikus mechanizmus mindig megegyezik. Ezért
a csaldd egy tagjdnak jellemzése a csaldd minden tagjardl sok strukturdlis informécidval szolgél
(Henrissat és Davies, 1997; Davies, 1998).
A csalddok hasonlé fold-juk alapjan tovdbbi nagyobb csoportokba, kldnokba sorolhatok. Az egy
klanba tartozé csalddok mindegyik tagjanak 3D szerkezete hasonld, igy a katalitikus aminosavak
helyzete megegyezik és a katalitikus mechanizmusuk is egyforma (Henrissat és Bairoch, 1996;
Henrissat és Davies, 1997; Warren, 1996). A klanba sorolas alapja a hasonl6 fehérje fold, ami
csak akkor all rendelkezésre, ha az adott csalad legalabb egy tagjanak 3D szerkezete ismert. Eddig
20 GH csalad 3D szerkezete ismert, de hidroféb klaszter analizissel (HCA) lehetséges a hidroféb
klaszterek elrendezddésén alapulé nagyon tdvoli hasonlésdgok feltardsa is, mivel a hidroféb
klaszterek alakja és elrendezOdése azonos fold esetében hasonlé. A HCA és a 3D szerkezetek
felhasznalasaval 35 csaladot lehetett 11 klanba (GH-A..GH-K) besorolni. Az els6 klan (GH-A) a
legnagyobb 15 csalad tartozik ide, 9 3D szerkezete is ismert, a tobbit HCA homoldgia alapjan
soroltdk be. A B, C, E, I, K klanok 1éte ismert 3D szerkezet hasonl6sdgan alapul, az F, G, J klanok
HCA analizisen. A HCA analizis elég szubjektiv, igy ezen klanok tényleges 1étét a 3D szerkezet
hidnydban a katalitikus mechanizmus és a katalitikus aminosavak helyének vizsgélataval lehet
igazolni.
Mivel az egy-egy klanba tartozé csalddok hasonld 3D fold-ja azonos evolicids eredetre utal, de
akdr a csalddon beliil is eltérd lehet a szubsztritspecifikussag, illetve a kiilonb6z6 kldnokba tartozo
enzimeknek is megegyez6 lehet a szubsztratspecifikussaga; a glikozil hidroldzok evolicidja lehet
divergens illetve
konvergens is. A gomba
eredeti és a baktérium
eredetli glikozil hidrolazok
e kozott jelentds
o ) hasonlésdg pedig gyakori
. horizontélis géntranszferre
utal (Béguin és Aubert,

1994).
2.2.4.1.1. abra. A katalitikus aminosavak kornyezetének térbeli szerkezete. A meglévo .3D
A: 4rok; B: alagiit; C: zseb szerkezetek azt mutatjak,

hogy az enzim miikodési
mechanizmusédt (endo/exo/diszacharid bontds) nem annyira a katalitikus aminosavak pozicidja,
hanem a katalitikus aminosavak kornyezetének térbeli kialakuldsa hatarozza meg (2.2.4.1.1. abra).
A endo enzimek katalitikus aminosavai egy arokban (cleft), az exo enzimek katalitikus aminosavai
alagitban (tunnel) és a diszacharidok bontdséra specializalt enzimek katalitikus aminosavai zsebben
(pocket) helyezkednek el (Aleshin et al. 1992; Spezio et al. 1993; Divne et al. 1994).
A glikozil hidroldzok hivatalos elnevezése daltaldban tartalmazza az organizmus nevét amibdl
szarmazik (Pf), a preferdlt szubsztritot (Xyn=xyldn) a GH csaldd szamat, ahova hasonldsag alapjan

48



tartozik (10) és a felfedezés sorrendjétdl fiiggo betiit (A) pl.: PfXyn10A = Pseudomonas flurosecens
elsoként felfedezett 10-es csalddba tartoz6 xylandz. (Henrissat et al. 1998)

2.2.4.2. Szénhidrat-koté6 modulok (CBM)

A novényi sejtfalat bonté enzimek tobbségében a glikozil hidroldz katalitikus doménhez
kapcsolddo, katalitikus aktivitdssal nem rendelkez6 egyéb modulok legtdbbje szénhidrat, fOleg
cellul6z-k6td modul. Szinte minden vizben nem oldhaté szubsztratot hidrolizdl6 GH enzim
katalitikus doménjéhez kapcsolddik az enzim szubsztratjat specifikusan kotni képes CBM. Ez azt
jelenti, hogy a CBM jelenléte a vizben oldhatatlan szubsztratok bontdsdban fontos szerepet tolt be
(Coutinho és Reilly, 1993; Blakk és Schrempf, 1995; Jesperson et al. 1991).

A cellulozt specifkusan koté CBM-eket cellul6zkoté doménnek (CBD) nevezik. CBD jelenléte
mind a bakteridlis, mind a gombdkbdl izolalt cellulizok esetében megfigyelhetd, de xylandz,
arabinofuranoziddz és észterdz aktivitdsd katalitikus doménekhez is kapcsolédhat (Kellet et al.
1990; Ferreira et al. 1993; Linder és Teeri, 1997). A xylant specifikusan k6t6 CBM-ek a xylan
koté domének (XBD) (Black et al. 1995; Dupont et al. 1998; Simpson et al. 1999; Kuno et al.
2000). Az eddig talalt XBD-ek mindegyikéhez xyldn bontdsdban résztvevd CD kapcsolddik, azaz
eléfordulhat xylandz, acetil xyldn észterdz €s arabinoxylan-arabinofuranoziddzban, de XBD-t
cellulaz aktivitasu katalitikus doménhez kapcsolédva eddig még nem taldltdk (Sunna et al. 2000).
A keményitot kotd modul az SBM, fOleg amilaz illetve ciklodextrindz CD-hoz kapcsolddva fordul
eld (Nunberg et al. 1984). A CBM-eket aminosav hasonlésdg alapjan 26 csalddba soroltdk
(Henrissat és Coutinho, 2000).

A szénhidrat fehérje kolcsonhatds kialakitdsdban az aromds aminosavak kiemelt szerepet jatszanak.
A tirozin (Y) és triptofan (W), esetenként a fenilalanin (F) és a hisztidin (H) gyfirije er0s hidroféb
kolcsonhatast (hidrophobe stacking) alakit ki a cukorgytirtivel, amit a cukor-OH csoportjainak més
aminosavakkal kialakitott hidrogénhidjai tovabb erdsithetnek (Quiocho, 1986; Vyas, 1991).

A szerkezet, funkcié és ligandum koté képesség alapjan a CBM—ek harom osztdlyba sorolhaték
(2.2.4.2.1. abra). Az A osztilyba tartoz6 CBM-ek vizben nem oldhat6 szubsztratok felszinéhez
kotnek, a B osztdlyba tartozok 3 cukormolekuldndl hosszabb oligoszacharidokat kétnek meg, és a C
osztalyba tartozok mono- és diszacharidok kotésére képesek (Boraston et al. 1999).

Az A osztalyba tartozik az 1, 2a, 3, 5, 10 és 12 csalad. Az osztdly minden tagja oldhatatlan cellul6zt

e

2.2.4.2.1. abra. A cellul6zk6té modulok szubsztratkotésben résztvevd aminosavainak lehetséges elrendez6dései. A:
egy sik mentén: A osztdly CBM1 csaldd (Trichoderma reesei, |CBH.pdb); B: drokban: B osztily CBM4 csaldd
(Cellulomonas fimi, 1ULO.pdb); C: zsebben: C osztidly CBM13 csaldd (Streptomyces olivaceoviridis,:1XYF.pdb)

kot, és cello-oligoszacharidokhoz val6 affinitdsa elenyészd. A kot6 domén egyik oldaldn aromds
aminosavak taldlhatok, melyek aromds gytirii egy sik feliilet mentén szabédlyosan helyezkednek el
(Din et al. 1994; Braun et al. 1997).

A hdarom monoszacharidndl hosszabb oligoszacharidokat és az oldhaté polimer lancot kotd B
osztaly tagjai a 2b, 4, 17 és 22 csalddok. A 2b csaldd kivételével a domének egy drkot tartalmaznak,
melynek oldalain helyezkednek el az aromds aminosavak. A 2b CBM a feliiletén két egymassal 90°-
ot bezdr6 triptofant hordoz olyan tdvolsdgban, hogy lehetévé tegyék a molekuldnként 120°-ot
csavarodd xyldn ldnc megkotését (Simpson et al. 1999: Simpson et al. 2000).
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A foleg mono- és diszacharidokat kté C osztdly tagjai vizoldhato és vizoldhatatlan szubsztratot is
kothetnek, ahonnan egyszeri cukrokkal konnyen eludlhatok. Idetartozik a 6, 9 és 13 csalad. Az
osztaly tagjainak cukorkotd része zsebhez hasonlit, amelynek oldalan helyezkednek el a
cukorkotésben résztvevo aromas aminosavak (Sakka et al. 1996; Winterhalter et al. 1995;
Boraston et al. 2000).

A CBM funkcidéja még nem tisztazott teljesen. Oldhatatlan szubsztrittal szemben jelentdsen
fokozzdk a hozzdjuk kapcsolodd katalitikus domén aktivitasat, oldhatd szubsztratok esetében
azonban jelenlétiik vagy hidnyuk nem befolydsolja a reakcié hatékonysagat (Tomme et al. 1988;
Hall et al. 1995). A CfCel6A-CBM2a megbontotta (nem hidrolizis ttjan) a gyapotszélak felszinét,
és igy valdszinlileg a hidroldzok szdméra nagyobb feliiletet tett hozzaférhetévé (Din et al. 1991),
azonban ehhez hasonl6 hatdst mds CBM-ek esetében nem tudtak kimutatni. Feltételezhetd, hogy a
CBM-ek a hozzdjuk kapcsol6dé adott szubsztratspecifikussdgu katalitikus domént a neki megteleld
szubsztrathoz iranyitjdk és rogzitik, igy hatékonnya valik még egy olyan strukturdlisan és
osszetételben is rendkiviil komplex szubsztrat hatékony lebontdsa, mint a novényi sejtfal (Carrard
et al. 2000).

2.2.5. Fehérje kristalyositas
Egy fehérje kristdlyositdsa sordn az a

cél, hogy egy olyan tiltelitett 4 nukleacios energia

fehérjeoldatot 4llitsunk eld ami a OZ'; %ﬁtﬁsﬁbﬁé"ﬁg?t \ ©

tiltelitettségébol eredd szabad energia  § (1ulelftettenerje olday

tobblettdl a fehérje kristalyosoddsaval 3

és nem annak amorf kicsapoddsaval 'cgs amorf

»szabadul meg”. A  tokéletesen o kicsapodas

rendezett kristdlyos dllapot az anyag % kristalyos

legalacsonyabb szintli szabad energia & allapot kristalyosodés

allapota,  kialakuldsdhoz  azonban i R o o
2.2.5.1. abra. A fehérjekristdlyosodas koriilményeit meghatarozé

elengedhetetlen egy magasabb
energiaszintli intermedier: a Kkritikus
méretl kristalyosodasi mag 1étrejotte. (2.2.5.1. abra) A rendezettséget nélkiiloz6 kicsapddas Gsszes
szabad energidja nagyobb, mint a rendezett kristidlyos allapoté, de kialakuldsdhoz nincs sziikség
magasabb energiaszintli intermedierekre, ezért gyakran ez a tiltelitett fehérjeoldat preferdlt
szabadenergia csokkentd utja. A tultelités koriilményei azonban bedllithatok ugy, hogy a kritikus
méretll kristdlyosoddsi mag létrejohessen, €és a nukledcid utdn a kristdly novekedni kezdjen. Mivel
az optimdlis koriilmények szlik korlatok kozott mozognak, 1étrehozéasuk tobb kiilonb6z6 komponens
kombindcidjaval allithato eld. Ezért egy dtlagos kristdlyositdsi oldat legaldbb harom komponenst, a
pH-t biztosité puffert és a fehérje oldhatésagat meghatdarozé sét és Kicsapdé anyagot tartalmaz.
Ezen tényezOk hatdsat modositja a homérséklet, a kiindul6 fehérjeoldat koncentracidja és az adalék
anyagok (additives) mennyisége és mindsége.

A tultelitett oldat létrehozdsakor az adott kristalyositasi pufferrel
A B osszekevert tomény fehérjeoldatbdl (15-100 mg/ml) a vizet elvonjuk,
igy az Ossztérfogat csokkenésével a fehérje koncentracidja nd, az

oldat telitddik, majd tovabbi vizelvonds hatdsara tultelitetté valik.
| A gyakorlatban leggyakrabban a vizpara diffaziés (water wapour
2.2.5.2. abra. Ul cseppes  diffusion) médszert haszndljak, ami alapvetden kétféle lehet: az iil§-
(‘lél?i:tsélf;lgff?é;sfgf;;l((g) (sitting drop) és a fiiggd cseppes (hanging drop) technika (2.2.5.2.
' abra). A fiiggd cseppes moddszer esetében egy szigetelt,
kristdlyositdsi oldatot tartalmazé iireget a fehérje vizes oldatat és a kristdlyositdsi oldat keverékét
tartalmazo cseppet hordozé iiveglemezzel fednek le. Az iiveglemezen fiiggd cseppben a viz
koncentrici6ja nagyobb, mint az iliregben 1év0 nagy térfogati kristdlyositdsi oldatban, ezért a
cseppbdl a viz a levegdn keresztiil a kristalyositasi oldatba diffundal. Ennek eredményeként a csepp

szabad energia viszonyok
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térfogata csokken, azaz a benne 1év0 fehérjeoldat koncentricidja nd. Az iild csepp esetében a
fehérjeoldattal Osszekevert kristdlyositdsi oldat egy, a kristdlyositdsi oldatot tartalmazd iireg
kozepébdl kiemelkedd, kis térfogati masik tiregben helyezkedik el. Eldnye, hogy a cseppméret és
igy a haszndlt fehérje mennyisége nagyobb, mint a fliggd cseppes mddszer esetében.

A dializises médszer esetében a fehérjeoldatot dializis csébe toltve, és toményebb kristalyositasi
oldatba helyezve a higabb fehérjeoldatbdl a viz egy része a kritdlyositasi oldatba diffundal, és igy a
dializis csoben 1év0 fehérjeoldat toményedik. A modszer eldnye, hogy a ki nem csapddo és ki nem
kristdlyosodé fehérjeoldatot tartalmazé dializis cs6 mas koriilmények kozott djra tesztelhetd.

A szabad feliileten zajlé diffaziéos modszer (free interference diffusion) esetén a fehérjeoldatot
kapillarisban a toményebb kristdlyositdsi oldat feliiletére rétegzik, ahol a higabb fehérjeoldatbdl a
viz egy része a toményebb kristalyositasi oldatba diffundél. Ezt a mddszert a vilaglirben végzett
kristalyositdsokndl haszndljak, mivel konnyl bedllitani €s kis mennyiségii fehérjét igényel, de a
F6ldon nem hasznélhat6 hatékonyan, mert nagy hatdssal van rd a gravitacio.

A régebben haszndlt adag (batch) kristdlyositds esetében a kristdlyositdsi oldattal Osszekevert
fehérjeoldatbol a vizet hagyjak lassan elparologni, aminek eredményeként az toményedik, és
szerencsés esetben kristdlyokat képez. Ezzel a mdédszerrel nagy méretii kristalyok elééllitdsara van
lehetdség, de nagyon idd és fehérje igényes.

A kristdlyosodast eldidéz0 optimdlis kristdlyositdsi oldat Osszetételének meghatdrozasa is

Eptﬁ—' ? i q i :
7 IF G H H FP

2.2.5.3. abra. Az optimdlis kristalyosodasi oldat dsszetételének meghatdrozésa. IF: nem teljes faktoridlis; FP:
ldbnyom; G: racs

tobbféleképpen torténhet (screening) (2.2.5.3. abra). A random moddszer a kristdlyositasi oldat
Osszetevoinek random kombindldsa. A nem teljes faktorialis (incomplete factorials IF) moédszer
esetében bizonyos kristdlyositdsi oldat kombinaciokban vizsgéljdk az adott fehérje kicsapdddsdnak
mértékét, és ebbdl statisztikai mdédszerekkel meghatarozzak a fehérje oldhatdsagat, és ezen alapulva
Ujabb oldat-kombindcidkkal probalkoznak. A labnyom (footprint FP) mddszer esetében bizonyos
pH, vagy s6, vagy kicsap6 anyag koncentraciét egymashoz kozel, legalaibb harom toménységben
tesztelnek, és igy nemcsak a fehérje bizonyos koriilmények kozotti oldhatésagit, hanem
oldhatésdganak véltozdsat is megallapitjdk, és ezen alapulva keresik az optimélis kristdlyositdsi
feltételt. A szérvanyos matrix (sparse matrix) modszernél mds fehérjék kristalyosodasat okozd
feltételeket tesztelnek, ilyen a Hampton screen is. A racs (grid G) mddszer esetében egymashoz
nagyon kozeli kondicidkat mddszeresen vizsgdlnak. Ezt a médszert féleg akkor hasznaljdk, ha mar
a kezdeti kristalyositasi feltételek ismertek, csak a kristdly mindségén vagy méretén kell valtoztatni
(Hampton Research, 2001).
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2.3. Anyagok és modszerek

2.3.1. Baktérium térzsek, plazmidok

Torzs Jellemzok Hivatkozas
Escherichia coli

BL21(DE3) F ompT, hsdSy(rg-mg-), gal, dem, (DE3) Studier et al. 1986, 1990
BL21(DE3)pLysS  FompT, hsdSg(rg-mg-), gal, dem, (DE3), pLysS Studier et al. 1986, 1990

BMH 71-18 mutS

thil, supE, A(lac-proAB),[mutS::Tnl0],

[F’proAB, lacl’ZAM15]

Clontech

JM83 ara, A(lac-proAB), rspL,¢80lacZAM 15 Yanisch-Perron et al. 1985
JMS83(DE3) ara, A(lac-proAB), rspL,¢80lacZAM 15, (DE3)
Tuner(DE3)™ F, ompT, hsdSp, (rg” mg"), gal, dem, lacY1, (DE3) Novagen
Oregami(DE3)™  Aara, leu7697, AlacX74, AphoAPvull, phoR, araD139  Prinz et al. 1997
galE, galK, rspL, F'[lac (lacF)pro], gor522::Tn10 ( 1" )
trxB::ka, (DE3)
B834(DE3) F, ompT, hsdSp, (rg- mg”), gal, dem, met, (DE3) Wood, 1966
IM101 supE, thi-1, A(lac-proAB), [F’traD36, proAB, Yanisch-Perron et al. 1985
lacl'ZAM 1 5]
TOP10 #80lacZAM15,AlacX74, deoR, recAl, Invitrogen
araD139, A(ara-leu)7697,GalU, galK, rpsL,
endAl, nupG
Plazmidok
Plazmid Meéret (kb) Rezisztencia Hivatkozas
pCR™Blunt 3.5 Kan’ Invitrogen
pET16b 5.71 Amp" Novagen
pET21a 5.44 Amp" Novagen
pET21d 5.44 Amp" Novagen
pGEX-4t-3 4.97 Amp', lacl’ Pharmacia Biotech

2.3.2. Taptalajok, oldatok, pufferek

Luria-Bertani Mediumn

(LB) Sg

SelMet tapoldat 1 liter
2ml 1 M MgSOq4
100 ml 20xM9 ( 20 g NH4Cl, 60 g KH,POy4, 120 g Na,HPO, / liter)

2 ml 12.5 mg/ml-es FeSO4x7H,0

10 ml 40 %-os gliik6z (w/v)
10 ml aminosav mix I (M, Y, W, F kivételével 4 mg/ml)

10 ml aminosav mix II (Y, F, W 4 mg/ml + 1 csepp conc. NaOH)

1 ml vitamin mix ( riboflavin, nicotinamid, pyridoxin monohidroklorid és thiamin)

4 ml 10 mg/ml seleno-L-metionin

TSS

85% LB
10% PEG 8000
5% DMSO
50mM MgClx6H,0

10 g Bacto®tryptone
Bacto®yeast extract pH = 7.4 NaOH-al
10g NaCl
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Tris.acetat (TAE) 1150 x: 242 g Tris
57.1 g ecetsav
100 ml 500 mM EDTA pH 8.0

Tris.borate (TBE) 1110x: 108 g Tris
55 g borsav
40 ml 0.5 M EDTA pH 8.0

10 x DNS futatt6 puffer 0.25% (w/v) Brémfenol kék
0.25% (w/v) Xylene Cyanol FF
0.25% (w/v) Orange G
50% (vIv) glycerol
10 x TBE pufferben

2.3.3. Mikrobioldgiai médszerek

2.3.3.1. Kompetens E. coli transzfomacio

A kompetens E. coli-t a Transformer Site-Directed Mutagenesis Kit-ben megadottak szerint TSS-
ben transzformaltuk (Chung et al. 1989). A 100 ml LB tartalmazé 500 ml-es lombikban
ODgno=0.5-ig szaporitott sejteket 20 percre jégre raktuk, centrifugdltuk é€s 5 ml TSS-ben felvettiik.
100 Wl sejtszuszpenziét a DNS hozzdaddsa utdn 20 percig jégen inkubdltuk, 1 percig 42°C-on
hésokkoltuk, majd 5 percre jégre tettiik. 1 ml LB hozzdaddsa utdn 37°C-on 1 érét inkubéltuk, majd
megfeleld antibiotikumot tartalmaz6 taptalajra szélesztettiik.

2.3.3.2. Fehérje taltermeltetés E .coli-ban

Az expresszdltatni kivant fehérjét kodold expresszids vektorba klonozott DNS fragmentet
tartalmazo E. coli BL21 vagy IM83(DE3) vagy Oregami vagy Tuner telepet 5 ml LB+antibiotikum
oldatba oltottunk és ON szaporitottuk 37°C-on. Mdsnap 1 1 LB-t tartalmazé 2 l-es buffeled
lombikba 100x-os higitdst készitettiink beléle és ODgy=0.6-0.8-ig 20°C 30°C vagy 37°C-on
inkubaltuk 200 rpm-en. A megfeleld sejtstirliség elérésekor 1 ml 1 M-os IPTG adtunk hozz4 (1 mM
végsd IPTG koncentricid), és tovdbbi 2-6 drat inkubdltuk a szaporitds koriillményeivel megegyezd
feltételek mellett. A megfeleld id6 eltelte utdn a sejteket 7000 rpm-en JA-10 rotorral felszerelt
BECKMAN J2-21 centrifugaban 10 percig iilepitettiik. A sejteket 10 ml szonikdlé pufferben (20
mM Tris pH=8.0 és 100 mM NaCl) ujra szuszpendaltuk és —20°C-on tdroltuk. A kiolvasztott
sejteket LABSONIC U szonikétorral 0.5 duty cycle, middle power (low) beallitdsokkal 3 percig
szonikaltuk, majd JA-20 rotorban 17 000 rpm-en 30 percig iilepitettiik. A szupernatdns a sejtmentes
kivonat (CFE) a pellet pedig az inclusion body-t és a membranfehérjéket tartalmazta.

2.3.3.3. Plazmid izolaléas E. coli-bol
A plazmidizolalast a Qiagen® Spin/Mini Prep Kit leirdsa alapjan végeztiik.
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2.3.4. Fizikai és kémiai modszerek

2.3.4.1. Polimeraz lancerakcié (PCR)
Mullis és Faloona (1987) alapjan. Végtérfogat 100 pl.

0—4ul MgSO4 (100 mM)
1 ul dNTP mix (100 mM)
10 ul 10 x Thermopol Reaction Buffer (New England BioLabs®)
0.5 uM oligonucleotide primers (20 — 30 bp)
~ 60 ng DNA template
1 ul Ventg® DNA polymerase 2 units/ ul (New England BioLabs®)
1 ciklus 94°C 2 perc
30 ciklus 94°C 1 perc
Tn-5°C 1 perc Tu=4G+C)+2(A+T),
72°C amplifikdland6 fragment mérete/1000 perc
1 ciklus 72°C 10 perc

2.3.4.2. Helyspecifikus mutagenezis

A mutdnsokat a Transformer™ Site-Directed Mutagenesis Kit (2" version; Clontech) vagy a
QuikChange™ Site-Directed Mu Mutagenesis Kit (Stratagene) segitségével éllitottuk el a kitek
lefrasanak megfelelden.

2.3.4.3. Periplazma izolalas

Az indukélés utdn a sejteket iilepitettiik, €s 10 ml 20 mM Tris pH=8.0 + 20 % szachardzt tartalmazo
oldatban évatosan szuszpendaltuk, majd 30 percig jégen inkubdltuk. A sejteket ez utdn JA-20
rotorban 10 percig 7 000 rpm-mel iilepitettiik, és jéghideg ioncserélt vizben szuszpendaltuk. 30 perc
jégen tortént inkubdlds utdn a sejteket JA-20 rotorban 20 percig 10 000 rpm-mel iilepitettiik. A
feliiliszo tartalmazta a periplazmat.

2.3.4.4. His tag-es fehérje izolalas denaturalé és nativ koriilmények kozott

A pelletet 10-20 ml 20 mM Tris-t pH=8.0, 100 mM NaCl-ot és 8 M-os uredt tartalmazé oldatban
feloldottuk, 0.45 um pérusméretli membranon atsziirtiik és a Talon Metal Affinity Resin (Clontech)
leirdsanak megfelelden a His tag-et tartalmazo fehérjét denaturdlé koriilmények kozott kitisztitottuk
(oszlop toltet: 10 ml rezin=> 5 ml oszloptoltet; 25 ml oszlop equilibralas; CFE; 25 ml mosds; 25 ml
mosas 10 mM imidazollal; 25 ml elucié 100-250 mM imidazollal 5 ml-es frakcidk gyijtése). Ha a
tisztitani kivant fehérje a CFE-ben volt, akkor a CFE keriilt az oszlopra, minden megegyezett a
denatural6 koriilményekkel, csak az oldatok nem tartalmaztak ureat.

2.3.4.5. GST tagos fehérje izolalas

A CFE-bdl Glutathione-S-transferase (GST) fuzids fehérjéket a Glutathione Sepharose® 4B gravity
flow column (Pharmacia Biotech) instrukcidinak megfelelden izoldltuk. (LaVallie et al. 1993)

2.3.4.6. Inclusion body-ban termel6do fehérjék refolding-ja

A kivant fehérjét tartalmazé frakcidkat Osszegytijtottiik €s dializis csébe toltottiik, €s eloszor S M
urea + megfeleld pH-ju 50 mM puffer + (100 mM NaCl és 5 % glicerol)-lal szemben dializéltuk,
majd pufferrel valé tobbszori higitdssal uredt nem tartalmazé pufferrel szemben dializaltuk. A
refoldolt és urea mentesitett fehérjeoldatot sziirtiik és koncentraltuk.
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2.3.4.7. Fehérje izolalas ion-cserélo és gélsziiroé oszlopon

Az UNO Q-12 anion cseréld oszlop a BIO-RAD BioLogic HR rendszerhez volt kapcsolva. Az A
puffer altalaban 10 mM Tris pH=8.0, a B puffer pedig 10 mM Tris pH=8.0 + 500 mM NaCl. A
gradiens hossza a fehérje igényeinek megfeleléen 2 ml/min folyasi sebességnél 80-180 ml volt.

A gélfiltraciés oszlop HilLoad 16/60 Superdex 75 (Pharamcia). A puffer 10 mM Tris pH=8.0 + 150
mM NaCl, a folyasi sebesség 1 ml/min, a loop 1 ml.

2.3.4.8. Fehérje kristalyositas

A homogenitdsig tisztitott fehérjeoldatot Vivaspin 20 (VS2011) koncentratorral vizbe vagy a
megfeleld pufferbe (dltaldban 5 mM Tris pH=8.0) mostuk vissza. A fehérjeoldat koncentraciéjat 15
mg/ml-re éllitottuk, és ebbdl 1 vagy 2 ul-t kevertiink Ossze egy szilikonozott és tisztara torolt
fedSlemezen. A fedSlemezt megforditva a FALCON 353047 Multiwell™ 24 well Tissue Culture
Plate megfeleld, kristalyositasi oldatot tartalmazd, elézsirozott (MERCK, DOW CORNING® high
vacuum Grease) bemélyedése folé helyeztiik, és finoman rdnyomtuk. A kristdlyositdsi oldat elsd
1épésben a Hampton Research 4ltal forgalmazott CrystalScreenl, CrystalScreen2 és PEG/ION Kkit-
ekbdl szarmazott, amit az igényeknek megfelelon a tovabbi 1épésekben mddositottunk. A plate-eket
20°C-on inkubdltuk és 1, 2, 3, 4, 5 nap elteltével, majd hetenként Leica MZ5 sztereomikroszkGppal
megvizsgaltuk.

2.3.4.9. DNS és fehérje koncentracio meghatarozasa
A DNS koncentrécigjat az UV spektrofotométerrel mért Aep érték alapjan szamoltuk.

primer koncentracid pmol/pl= Aye0/(0.01*N) N=a primer hossza
dsDNS koncentracid png/w=(Az60*50)/1000
ssDNS koncentracid pg/w=(A260*20)/1000

A izolélt fehérje koncentracidjat az az UV spektrofotométerrel mért Aygp érték alapjan szamoltuk.
UM=A,50/e*10° e=#Y*1300+#W*5700

2.3.4.10. Agaréoz DNS gélelektroforézis

A horizontélis géleket Meyer et al. (1975) alapjan futtattuk. Applied Biosystems rendszerben ~80
mA (5 - 20 V/cm) (LKB Bromma 2197 Power Supply).

2.3.4.11. Automatikus DNS szekvenalas

A szekvendldst a Facility for Molecular Biology, Floor 3, Catherine Cookson Building, The
Medical School, University of Newcastle Upon Tyne technikusai végezték ABI Prism™" Ready
Reaction DyeDeoxy'™ Terminator Cycle Sequencing Kit-tel egy Applied Biosystems 373 A
Sequencing System-en.

2.3.4.12. Fehérje elvalasztasa (SDS) poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-
PAGE) Laemmli (1970).

A vertikélis géleket AE-6450 ATTO (Genetics Research Instruments) berendezésen valasztottuk el
25 mA/gél koriilmények kozott.

Resolving gel 10 % 12.5 % 15 %
0.75 M Tris pH=8.8 + 0.2 % SDS 9.4 ml 9.4 ml 9.4 ml
40 % Acrylamide + 3% (w/v) bisacrilamide 4.7 ml 5.8 ml 7.1 ml
ddH,0O 4.6 ml 3.5 ml 2.2 ml
10 % APS 90 ul 90 ul 90 ul
TEMED 30 ul 30wl 30wl
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Stacker gel 2 gels 4 gels
0.25 M Tris pH=6.8 + 0.2 % SDS 3.75 ml 7.5 ml
40 % Acrylamide + 3% (w/v) bisacrilamide 0.75 ml 1.5ml
ddH,0 3 ml 6 ml
10 % APS 60 ul 120 ul
TEMED 20 ul 40 ul

SDS PAGE running buffer 1 liter: 30.3 g Tris; 144 g glicin; 1 % SDS pH=self pH= ~ 8.3

SDS PAGE loading buffer 10 ml: 1 g SDS; 5 ml stacker buffer; 2.5 ml 50 % glicerol; 2.5 ml 2 B-
mercaptoetanol.

Minta el6készités: 5 ul SDS loading buffer + 2 ul 0.05 %-o0s Bromphenol Blue sample dye + 15 ul
fehérje minta. 3 perc forralds

Gél festés: Coomassie Blue festékben (0.4% Coomassie Brilliant Blue R, 10% (v/v) ecetsav, 40%
(v/v) methanol).

Low molecular weight protein standards M, High molecular weight protein standards M,
Albumin, Bovine 66000 | Myosin, Rabbit Muscle 205000
Albumin, Egg 45000 | B-Galactosidase, E coli 116000
Glyceraldehyde-3-P Dehydrogenase 36000 | Phosphorylase B,

Rabbit Muscle 97400
Carbonic Anhydrase, Bovine 29000 | Albumin, Bovine 66000
Trypsinogen, Bovine pancreas 24000 | Albumin, Egg 45000
Trypsin inhibitor, Soybean 20000 | Carbonic Anhydrase,

Bovine Erythrocytes 29000
o-Lactalbumin, Bovine milk 14200
2.3.4.13. Nativ PAGE

A vertikdlis nativ poliakrilamid géleket AE-6450 (Genetics Research Instruments) berendezésen
valasztottuk el 10 mA/gél koriilmények kozott.

7.5% PAGE gél:

ddH,O 6.03 ml
1% (w/v) ligandum 1ml
10x running buffer 1 ml
(250 mM Tris.HCI, pH=8.3, 2.5 M glicin)

40% (w/v) acrylamide, 3% (w/v) bisacrilamide 1.87 ml
10% (w/v) APS 100 pl
TEMED 20 ul

A minta 10 pg-nyi fehérjét tartalmazé részét 12.5 %-os glicerol és 0.25% Bromophenol Blue dye
keverékével osszekevertiik €s elvalasztottuk.

2.3.4.14. Kotési affinitas kvalitativ mérése
A mérést Ferreira et al.-nak (1993) megfelelden végeztiik.

2.3.4.15. HPLC elvalasztas

Oszlop: Analitcal CARBOPAC™ PA-100 anion exchange column (Dionex) + CARBOPAC™
PA-100 guard column. A teljesen automatikus rendszerben a loop 200 pl, flow rate 1.0 ml/min, a
nyomds ~2300 psi és a detektor: pulsed amperometric detection (PAD). A detektor bedllitdsai E| =
+0.05, E; = +0.6 és E; = -0.6 voltak.

Az oligoszacharidok eldcidja 0-500 mM NaAcetat 100 mM NaOH-dal tortént. A monoszacharidok
elicidja 10-150 mM NaAcetat 100 mM NaOH-dal tortént. Az oszlopot minden futds utian 500 mM-
os NaAcetat-tal, majd 500 mM NaOH-dal mostuk 10-10 percig, majd 15 percig 100 mM NaOH-dal
equilibriltuk. Az adatgytjtés és feldolgozds az XChrom V.2.04 Software (LabSystems) és egy VG
Chromatography Server (Fisons Instruments) segitségével tortént.
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2.3.4.16. ITC (Isothermal Titration Calirometry)

Az ITC (Isothermal Titration Calirometry) vizsgalatokat Charnock et al. (2000) szerint végeztiik,
200-300 uM fehérje és 6-40 mM ligand felhasznaldsdval. A mddszer segitségével megmérhetd a
kiilonb6zé mennyiségli ligand kotése sordn felszabadulé hé mennyisége amelybdl a ligand kotodési
paraméterei meghatarozhatdak.

2.3.4.17. CiDiSp (Circular Dichroism Spectroscopy)

A CiDi spektroszkdpia vizsgalatok Newcastle upon Tyne Egyetem Cell and Molecular Biosciences
tanszékén Dr Jeremy H. Lakey segitségével torténtek. A CiDi spektrumot Jasco J-810
spectropolariméterrel vettiik fel. A far-UV CiDi spektrumokat 0.2-mm tthosszisdgu kiivettdkban
hataroztuk meg 250-190 nm kozotti tartoméanyban 1 nm 1épésenként, 10 ismétléssel. Az igy kapott
spektrumot a puffer hasonl6 mdédon rogzitett spektrumdbdl kivontuk és az igy kapott értékeket
abrazoltuk.
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2.4. Eredmények és megvitatasuk

2.4.1. A P. fluorescens Xyn10A enzim 10-es csaladba tartozé cellulézk6té
moduljanak vizsgalata

A P. fluorescens xylandz A (PfXynl0A, XylA) fehérje egy 2-es (CBM2) és egy 10-es (CBM10)
csaladba tartoz6 szénhidrat kotd modulbdl és egy 10-es csalddba tartozé glikozil hidrolaz (GH10)
katalitikus modulbdl
136 17 CBM2,.. 131 179 _2:.'? 250 5en GHIOD 4y ¢pil fel. A modulokat
= = = — flexibilis linker régidk
2.4.1.1. dbra. A P. fluorescens XylA fehérje moduldris szerkezete. kapcsoljdk  egymdshoz
CBM2: 2-es csaladba tartozo cellul6zkoté modul; CBM10: 10-es csalddba tartozé cellul6zkoté modul; »
(2.4.1.1. abra).

GH10: 10-es csalddba tartozé glikozil-hidroldz modul. A szdmok az adott modul kezdetét és végét jelentik
a fehérjeszekvencién beliil. Az 1-26 fragment a szigndl peptid, a 131-179 és a 227-259 régiok pedig a linker A CBMI10 modul 45

szekvencidkat jelolik . 21 2o D
aminosavbol épiil fel, és

képes a celluléz oldhatatlan, kristdlyos formdihoz kotddni. A kotés erdssége azonban csak
hatodrésze annak, amit a CBM2a
esetében kimutattak (Millward- PfCel5C 1% CBM2 )5, 157 17o [EUOBNINORE 220 20 3, GHS g9
Sadler et al. 1995; Bolam et al.
ilagosan 100 aminosay. mérery  PUESA 8 S e I v NG
CBM?2a csalad tobb tagjanak 3D
szerkezetét (Xll et al. 1996; Pngl45B 16 5, CBM2 -, iz 173_223259260GH4 511
Simpson et al. 1999) és a
szubsztrat  kotésben  résztvevod
aminosavait mar meghataroztdk. A PfEgI45E " SHS g 40 s [NSNNNO 25 47 7, CBM2,y
CBMI10 csalad szubsztrat
specifikussiga  megegyezik  a  prxyn10A .
CBM2a szubsztrat
specifikussagdval, csak a szubsztrat

130 130 175 | ECINANORES 227 259 jgg  GHID )

2.4.1.2. abra A CBM10 és a CBM2 modul viszonya
PtCel5C: P. fluorescens cellulaz C; PIEgI9A: P. fluorescens endoglitkandz A; PfEgl45B: P.

kotés gyengébb, mégis gyakran fluorescens endogliikandz B; PfEI4SE: P. fluorescens endoglitkandz E; PfXyn10A: P.
fordul el6 a két modul egyutt fluorescens xylandz A szerkezete. GH: glikozil hidroldz
kiilonb6zo fehérjékben

(2.4.1.2. abra). A XylA enzim esetében a
:BamHI CBM10 modul eltdvolitdsa nem eredményez
kimutathatd  aktivitdscsokkenést  oldhatatlan
szubsztratokkal szemben (Gill et al. 1999).
Ahhoz, hogy a két megegyezd szubsztrat
specifikussdgu, de eltérd kotderdsségli modul
egyiittes jelenlétének oka vildgossd véljon,
cm10 ) ., €lséként a CBM10-es modul szubsztrit kotését
_ kellett megvizsgélni. Ezért célunk volt a cellul6z
7kb 17 promdter kotésben résztvevd aminosavak azonositdsa a
CBM10-es csalddban.
A P. fluorescens XylanizA (XylA) CBMIO0
moduljat és a katalitikus modult tartalmazé
pET16b vektor konstrukciét (pET16’XynF)
hasznaltuk munkank soran (2.4.1.3. abra). A
2413, 4bra. A SETTEXenE olamid szerk pET16b expresszids vektor (Novagen) egy, csak
GH10: 10-66 cselicon ot glikoz}glhidlzoiizzlg(tmsff I:Xf}:/rzlli;tfl:ala: a T7 polimeraz dltal felismert Lacl represszalt
Ap rezisztencidt k6dol6, lacl: lac represszort kédol6 gén. ori: prométert tartalmaz, és a prométer utén, egy
PBR322 replikiicis orig Ndel hely elétt, egy 10 hisztidinbél 4llé fizids

Scal .,

pET16 ’XynA
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peptidet (His tag) koédol. Ez a peptid az Ndel helyre megfeleld atirasi keretben klénozott,
expresszalni kivant fehérje N-termindlisat alkotja, és igy lehetévé teszi poli-hisztidin kotd affinités
kromatogréfidval a fuzids fehérje egyszert tisztitasat.

T S N SO S ..
==> PfAunl0A GHOOCHHYGTLYPLCYTTTHGHGHEDQRSCTARSTCAROPAPFGIYG
PfEglbE SYYSSAYSGOOCHHYGTLYPLCSTTTHGHGHENNASCTIARATCSGOPAPHGIVGG
PfCelbC GGGACHHYGTLYPLCYSTTSGHGYENNRSCISPSTCSAOPAPYGIYGG
PfEg19A YSGGLRCHHYGTLYPLCYTTASGHGHERSASCISASTCSAOPAPYGIVGAA
PfEgl45B YLTGAQACHHYGTLTPLCHNTSHGHGYEDGRSCYART TCSAOPAPYGTY
CnxynllA GHACACHHHGTRYPLCTHTASGHGHENNTSCITTSTCHSOGAGGGGYYCH
PfrynllE HCOCHHHGTFYPLCATATSGHGHENSRSCISTSTCHSOGTGGGGYYCH
78 12 22 24

2.4.14. abra. A 10-es csaladba tartoz6 szénhidrat koté modulok aminosav alignment-je.
A poziciok (7, 8, 12, 22, 24) az konzervalédott aromds aminosavak helyét jelolik, a szdmozds az dltalunk vizsgélt PEXyn10A alapjan. Xyn:
xylandz; Cel: celluldz; Egl: endo-gliikkanaz

5 - A szénhidratok kotésében altaldban aromdas aminosavak (W, Y)

O & B m vesznek részt (Din et al. 1994; Nagy T et al. 1998), hiszen a cukor
205 =b jem’ gylrli és az aromds aminosav kozott megfeleld térbeli elrendezddés
oy 2B e esetén erds hidroféb kolcsonhatds alakulhat ki (hidroféb stacking).
66 => Ezért elsOként a szénhidrat kotd modulok 10-es csalddjanak
45 => | konzervaldodott aromds aminosavait azonositottuk (2.4.1.4. abra). A
2 o XylA (PfXynl10A) enzim CBM10 aminosav sorrendjét alapul véve a

7 és a 22 pozicioban csak Trp a 8 és a 24 pozicioban Trp vagy Tyr
- — taldlhat6. A 12. pozicidban csak a P. fluorescens endo-1,4-glukandz
; i B-ben (PfGlu45B) van Thr a Tyr helyett.
o . ' Annak eldontésére, hogy ebbdl az 6t aromds aminosavbol
2.4.1.5. abra. A hisCBM10- £ ) £ . £ s o

GH10 fiizi6s fehérje tisztitdsa tenylegegep hény vesz . részt a kristalyos c.ellu.IOZ kotesel?en,
his -affinitas kromatografiaval.  nelyspecifikus mutagenezissel a triptofanokat és tirozinokat alaninra
CFE: sejtmentes extrakt; FT: dtfolyo; cseréltik, a mutdns fehérjéket expressziltattuk, affinitds
e uilie wtn fapott théer s kromatografidval kb. 90 %-os tisztasdgiira tisztitottuk (2.4.1.5. 4bra),
szimok a molekulatomeg marker kDa- €5 @ mutdnsok illetve a vad tipus avicel kotd képességét
ban kifejezett értékel megvizsgaltuk (2.4.1.6. abra). Az ismert koncentriciéju tisztitott
fehérje kiillonbozé mennyiségét adott mennyiségli kristalyos cellulézzal (avicel) Osszekevertiik,
jégen inkubdltuk, centrifugdltuk €és a feliilisz6 280 nm-en mért abszorbancidja alapjan

meghataroztuk az avicelhez nem
kotott fehérje mennyiségét. A 2.0r
kiinduldsi és a nem kotddott
fehérje mennyiségének
kiillonbsége megadja a megkotott
fehérje mennyiségét, amit, ha az
eredeti avicel mennyiségéhez
viszonyitunk, = megkapjuk a
vizsgdlt modul avicel kotd
képességét. Az Y12A mutans
cellul6zkoté  képessége  alig
valtozott, a tobbi mutans celluléz Y8A
képessége azonban jelentOsen Y12A
csokkent a vad tipushoz (WT) % 2 4 6 8 10 2

képest (2.4.1.6. abra). Nem kotott fehérie [uM]

Annak igazoldsara, hogy a tobbi  2.4.1.6. abra. A hisCBM10-GH10 modul WT és a mutdns fehérjéinek kotési

mutans cellul6zkoto izotermdi

-
o
—

-
o
T

WT
W7A
W22A
W24A

S
o
R

Megkotétt fehérje (mol fehérje/g celluléz)

50 ¢ »
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10 képességének csokkenése

nem a fehérje

ST T —wr struktirdjdban végbement
el PNV o WA valtozasokkal
A magyardzhato, CiDiSp

4 - - T I B segitségével 0ssze-
hasonlitottuk a mutans és

dE
)
f
I
I
i
|
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

vad tipusu fehérjék
masodlagos és
260  harmadlagos szerkezetét
(2.4.1.7. abra). A CiDiSp
nem mutatott szamottevo
kiilonbséget a vad és

180

% mutansok szerkezete
Hullamhossz (nm) kozott. Mivel a mutansok

2.4.1.7. abra. A hisCBM10-GH10 modul vad tipusii (WT) és muténs tefszerkezete _ hem
fehérjéinek CiDi spektruma véltozott, cellulozkotd

képességiik azonban

kimutathat6an csokkent, feltételezhetd volt, hogy a W22A, W24A az Y8A és a W7A muticidk
ténylegesen a cellul6zkotésben résztvevd aminosavakat érintették.

Az Onmagaban expresszdlt XylA enzim CBMI10 moduljanak W7A mutdnsa azonban nem
expresszalddott E. coli-ban, ami arra utalhat, hogy a W7-nek a modul térszerkezetének
fenntartasaban van/lehet szerepe. Igy a W7A muténs esetében az oldhatatlan cellul6zkotd képesség
elvesztése a modul térszerkezetének megvéltozdsaval, nem pedig a cellul6z kotésben fontos
aminosav elvesztésével van Osszefiiggésben. Nem kizart, hogy a W7A muticié jelentOs
szerkezetbeli médosuldst vagy nehézkes feltekeredését eredményez, igy a modul szintézise utdn
gyorsan degradédlédik. Akkor azonban, ha a W7A muticiot tartalmazé CBM a katalitikus modullal
egyiitt expresszalodik, a nagy katalitikus modul segitheti a feltekeredést, és/vagy a térszerkezet
fenntartasat, igy megvédheti az instabil CBM-et a protedzoktdl és a degradaciotol és a nagy
katalitikus domén elfedheti a CiDi spektrumban a kis modul szerkezetében bedllt valtozasokat.
Ahhoz, hogy eldontsiik, a W7-nek szerepe van-e a sz€nhidrat kotésében, vagy csak a W7A modul
instabil szerkezete okozza az avicel kotd képesség csokkenését, meghataroztuk, hogy mely
triptofanok taldlhaték a modul felszinén N-bromo-succinamide (NBS) segitségével. Elméletileg
csak a molekula felszinén elhelyezkedé aromds aminosavak képesek a cukor gytirikhoz hidroféb
kolcsonhatédssal kapcsolddni, €s megfeleld koncentricid-tartomdnyban alkalmazva az NBS is csak a
felszinen 1évo triptofanokkal képes reakcioba 1épni. Ezek alapjan az NBS-el reagdlé felszini
triptofdnok szdma megegyezik a cellul6z kiétésben potencidlisan

részt venni képes triptofanok szdméval. A triptofanok NBS-sel ~ § §

torténd reakcidja 280 nm-es hulldimhosszon mért abszorbancia = = B

csokkenéssel kovethetd, és a kiinduldsi fehérjemennyiség 66 "= N

ismeretében a fehérjemolekuldnkénti reagald triptofanok szdma 45 == L.

meghatirozhaté. Ehhez azonban a CBM 10 modult 6nmagéban, a ;g = -

sok felszini triptofant tartalmaz6 CD domén nélkiil kellett 24 = o= |

expresszalm:, ) o ‘ 20 =

Az expresszids vektorba klénozott, az expresszid sordn inclusion

body-t képzé vad és a mutins CBMI10 fehérjéket uredban 14 => SN L e

feloldottuk, his-affinitas kromatogréfidval tisztitottuk ;

(2.4.1.8. abra), és pH-4.5-6n foszfat pufferben refoldoltuk. A 2.4.1.8. abra. Az 6nmagdban

vad tipusi és a mutdns fehérje ismert mennyiségéhez egyre expresszdlt hisCBM10 modul

novekvd mennyiségli NBS-t adtunk, és megmértiik 280 nm-en a  tisztitdsa. .
L. e B L P o L WT: vad tipus; W22A és W24 A a megfeleld

fehérjeoldat abszorbancidjat nativ és denaturdlé koriilmények pontmuténsok; szdmok: molekulatomeg

kozott. Denaturdlt allapotban minden triptofan hozzaférhetd az marker kDa
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NBS szamdra, mig nativ koriilmények kozott csak a felszini W-ok reagalnak. Megfeleld
mennyiségli NBS hozzdaddsa utdn a Y-ok is reagdlni kezdenek, és a 280 nm-en mért abszorbancia
novekedni kezd, ezért a felszinen 1€v0 triptofanok szamanak meghatdrozasakor az A,gp novekedése
el6tti utolsé értékek a mérvadodak (2.4.1.9. abra).
A W22A és a W24 A mutdnsok esetében nativ koriilmények kozott CBM-enkén csak egy-egy, mig a
vad tipus esetében nativ koriilmények kozott kettd, denaturdlé koriilmények kozott pedig harom
triptofan reagélt az NBS-el. Ezek alapjan megallapithatd, hogy a W7 nem elérhet6 az NBS szdmara,
azaz nem a modul felszinén taldlhatd, igy a szénhidrat kotésben fizikailag sem képes részt venni.
A fentiek szerint az avicel koto képesség vdltozdsa alapjan a Y12 nem vesz részt a szénhidrat
kotésben. Az NBS titrdldsok alapjan a W7 nem a modul felszinén van, azaz valdésziniileg csak
szerkezet Osszetartd funkcidja van.
! Az Y8A mutins avicel kotod
képességének csokkenése alapjan az

OO’B 1 Y8 részt vesz a szénhidrat kotésben,
Qo — -~ — - "N az NBS titrdlasok alapjan a W22 és
< oa l W24 a felszinen taldlhato, és az avicel
T kot képességiik csokkenése alapjan

02 + részt vesznek a szénhidrat kotésben.
1 Eredményeink tokéletes egyezést
° | | | | mutattak a fehérje idokozben NMR-el
4 meghatarozott térszerkezete alapjan
L varhatdakkal (2.4.1.10. abra). A W24
% 3 - a W22 a Y8 egy sikban helyezkedik
= —~— WT denat el, ami lehetové teszi a sikokba
i 2t - WT nativ rendezd8dott kristalyos
S —-—W22A cellul6zldnchoz valé hidrof6b
@ | g Em—— ~—W24A kapcsolédést. A Y12 és a W7 a modul
:é | belsejében helyezkedik el, és annak
o 4 hidroféb belsd részét alkotja, igy a

0 4 8 12 16 20 szénhidrat kotésben nincs szerepe. Az

NBS:fehérje
2.4.1.9. dbra. Felsé panel: A hisCBM10 modul refoldolt fehériéjéhez ~ NMR  szerkezet alapjan  az  is

NBS fokozatos hozzdaddsa okozta Ay érték valtozdsa. Alsé panel: az nyilvanvaléva vilt, hogy a CBMI10
A280 érték és az abszolit mennyiségek alapjdn kalkuldlt modositott Trp modult a CBM2 és a katalitikus

CBM10 modul ligand kotési helyéhez
viszonyitott ellenkezd oldalra esik.

WT nativ: nativ vad tipusu fehérje; WT denat: denaturalt vad tipusu fehérje; W22A és
W24A a megfelel6 pontmutdnsok nativ koriilmények kozott

fgy a CBM10 modul

csak egy oldalan

érintkezik a katalitikus A. WZZW, W7 o Y8
domént é a CBM2 > £=4 '

modult 0sszekotd ; 4 \
linker régiéval. Ezek wad @/ < +
alapjan feltételezhetd, d

hogy a CBM10 modul Y12
szerepe az  enzim

szubsztrathoz torténd

kotése szempontjabol N’
egy ,masodlagos

horgony”. A n

Ef'g(') ,y, CBi;g[; 2.4.1.10. abra. A modul NMR vizsgalatok alapjan meghatdrozott 3D szerkezete. A: a
atfmnitasu . - vizsgélt aromds aminosavak elhelyezkedése B: a felszinen egy sikban elhelyezkedd Trp22,
modul erésen koti az Trp24 és Tyr8 aminosavak

enzimet a cellul6zhoz,
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mig a CBM10 gyengébb cellul6zkotd affinitdsa a horgonypont koriil szabadabb mozgast enged a
xylandz katalitikus doménnak, ami igy a cellul6z régidok kozotti xyldn bontdsat nagyobb
szabadsaggal, de biztosan szubsztrit kozelben végezheti.

Osszefoglalva: A CBM10 oldhatatlan cellulézt kot modul szubsztrat kitésben fontos aromds
aminosavait azonositottuk 5 konzervalédott aromds aminosav helyspecifikus mutagenezisével. A
CBMI10 csaldd mas tagjaiban is konzervalodott 6t aromds aminosav alaninra cserélése a W7A,
W22A, W24A és YS8A muticidk esetében jelentdsen csokkentették a modul oldhatatlan
cellulozkotd képességét, mig az Y2A mutdcié nem befolydsolta azt. Bar a CBM-10 modult és a
katalitikus domént is tartalmazé mutdns és vad tipusi enzimek CiDi spektruma nem mutatott
szignifikdns eltérést, a katalitikus domént nem tartalmaz6 CBMI10-W7A mutians nem
expresszalédott E. coli-ban. Ez arra utalt, hogy a W7 a domén belsejében van, igy a modul
szerkezetének fenntartdsaban vesz részt és nem a cellul6z kotésben. Ahhoz, hogy meghatarozzuk,
hogy hany, a celluléz kotésére képes triptofan van az altalunk vizsgdlt CBM10 modul felszinén
NBS (N-bromo-succinamide) segitségével meghatdroztuk a reagdlni képes, feliileti triptofanok
szamat, denaturdl6 és nativ koriilmények kozott a vad tipusd és a W22A illetve W24A mutansok
esetében. Denaturdlé koriilmények kozott a vad tipusi CBMI10 modul mindhdrom triptofanja
reagalt az NBS-el, még nativ koriilmények kozott csak kettd. A W22A és a W24A mutansok két
triptonfdnja koziil nativ koriilmények kozott csak egy-egy triptofdn reagalt az NBS-sel. Ezek
alapjan kovetkeztetésiink az volt, hogy a Y8, W22 és W24 aromds aminosavak vesznek részt a
cellul6zkotésben, hiszen az Y12 alaninra cserélése nem befolydsolta a CBM10 modul cellul6zk&té
képességét, a W7 pedig nem a kotd domén felszinén taldlhat6. Ezeket az eredményeinket a CBM10
modul idékozben NMR-rel megfejtett 3D szerkezete is tokéletesen aldtdmasztotta. A 3D szerkezet
alapjan a W22, W24, Y8 aromds gylriii a modul felszinén, egy sikban helyezkednek el, lehetové
téve az ugyancsak sikban elhelyezkedd oldhatatlan celluléz ldncok gliik6z egységeinek megkotését.

Tovabbi részletek:

Ponyi T, Szabo L, Nagy T, Orosz L, Simpson PJ, Williamson MP, Gilbert HJ (2000) Trp22, Trp24,
and Tyr8 play a pivotal role in the binding of the family 10 cellulose-binding module from
Pseudomonas xylanase A to insoluble ligands. Biochemistry. 8;39(5):985-91.

Raghothama S, Simpson PJ, Szabo L, Nagy T, Gilbert HJ, Williamson MP. (2000) Solution
structure of the CBMIO cellulose binding module from Pseudomonas xylanase A.
Biochemistry.39(5):978-84.
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2.4.2. A GH10-es csaladba tartoz6 xylanaz F jellemzése

A Pseudomonas fluorescens XylF enzimje

120 CBMIS, _ egy GH-10 csalddba tartoz6 Kkatalitikus

E = = doménbdl és egy CBM15 csalddba tartozé

2.4.2.1. abra A XylF enzim moduldris struktirdja. szénhidrat k6té doménbdl épiil fel (2.4.2.1.
CBM15: 15-6s csaladba tartozé szénhidrat k6to domén; ébra).

GH10: 10-es csaladba tartozé katalitikus domén A rendkiviil népes GH-10 katalitikus
domén csaldd tobb tagjanak (o/P)s szerkezete, katalitikus aminosavai, és kiilonbozé szubsztrat
jelenlétében tortént kristalyositdsok alapjan a szubsztrdt, illetve inhibitorok kotésében résztvevd
aminosavak pozicidja €s szerepe mar ismert. (Pickersgill et al. 1993; Viswamitra et al. 1993;
Derewenda et al. 1994; Harris et al. 1994: Souchon et al. 1994; White et al. 1994; Dominguez
et al. 1995; Jenkins et al. 1995; Notenboom et al. 1998; Schmidt et al. 1998; Kaneko et al.
1999; Lo Leggio, 1999; Natesh et al. 1999; Schmidt et al. 1999; Notenboom et al. 2000).

A CBMI15 elétt egy ismeretlen funkciéja linker szerti szekvencia taldlhat6, amit a szignal peptid
eléz meg. A CBM15 és a katalitikus domén kozott a fehérje elsOdleges szerkezete alapjan nem
azonosithaté olyan szerinben/treoninban gazdag linker szekvencia, ami a glikozil-hidroldz enzimek
jelentds tobbségében a katalitikus doméneket és a szénhidrat kot6 doméneket flexibilisen
osszekapcsolja. A flexibilis kapcsolat hidnya funkciondlis kapcsolatra utalhat, hasonldéan a
Thermonospora fusca cellulaz E4 enziméhez, ahol a GH9 katalitikus domén katalitikus arkénak
meghosszabbitdsat alkotja a CBM3c szénhidrathidrat kotd arka és igy a szénhidrat koté modul a
katalitikus domén szubsztrattal valo ellatasaban vesz részt (Sakon et al. 1997; Irwin et al. 1998).
Az egyeldre két tagot szamldlé CBM15 csalad

M1 2 3 tagjainak 3D szerkezete még nem ismert, de

005 = B avicel kotd képessége alapjan - kordbbi
116 M) —— publikdciok - cellul6zk6té6 ~ modulként
97 m WS | 2 ] i azonositottdk (Millward-Sadler et al. 1995). A
66 = == _ XylF enzim CBM-15 modul szubsztrat
452 ‘-.-. specifikussdgdnak  részletesebb  vizsgdlata
N - C ] alapjan azonban a XylF-CBMI15 nem cellul6z

oo w Mok hanem egy oldhaté-xylan koté domén, mivel
" - | A affinitas gél elektroforézis alapjan: nem kotddik
oldhatatlan xyldnhoz, Avicel-hez, ASC (acid

A

2.4.2.2. dbra. A CBM15+GH]10 fuiziés modulok tisztitasa. . . - v nr 1
A: M: molekula tomeg marker; 1: his affinitds kromatografia microcrystalline ~ cellulose)-hoz, jol ~kotddik

utén; 2: ioncseréld kromatogréfia utédn; 3: gélfiltracié utdn azonban xylohex6zhoz, xylopent6zhoz, oldhat6
B: ioncseréld kromatogréifia kromatogramja; C: gélfiltracid zab-arabinoxyldnhoz, kevésbé ol
kromatogrammja (B,C részdbra: bal oldali tengelyen: xylotetr6zhoz, buza-arabinoxyldnhoz és rozs-
eludtum Agg elnyelés vdltozdsa, jobb oldali tengelyen arabinoxyldnhoz, mérsékelten B-gliikdnhoz és
sékoncentraci6 valtozdsa) alig kimutathatban HEC (hydroxy ethil
cellulose)-hoz. Ezen eredmények alapjan valdszinisitették, hogy a XylF-CBM15 kotohelyéhez o6t
cukorbodl felépiild, eldgazast és oldallancot nem tartalmazé xylopent6z molekula illeszkedik a
legjobban, de az oldallancokkal rendelkezd xyldn vazas szubsztratokhoz torténd kotddés is jelentds
(Xie, 2001).
Célunk az volt, hogy meghatirozzuk a CBM15 3D szerkezetét, és ez alapjan magyardzatot
keressiink a kiillonboz6 szubsztratokhoz vald kotési affinitasok kozotti eltérésére, és ha a CD és
CBM kozotti kapesolat nem flexibilis, akkor megallapitsuk a CBM15 modul katalitikus doménhez
viszonyitott helyzetét.
A pET21a vektor Ndel-Xhol helyére klonozott CBM15 és GHI10 modult egyarant kédol6 DNS
fragmentrél a fehérjét expresszaltattuk, His affinitds kromatografidval, anion cseréld

swallen cellul6z)-hez és BMCC (bacterial
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kromatografidval és gélsziiréssel homogenitasig tisztitottuk (2.4.2.2. abra) és ddH,O-ban 18 mg/ml
koncentraciéjira toményitettiik.
A fehérjét két koncentracioban Hampton Screen I és 100 mM HEPES-Na pH=7.5 puffer
jelenlétében Marek Simple és Marek PEG/Salt screen-eken probaltuk meg kristdlyositani. A tesztelt
X kondicidk koziil egyik sem eredményezett kristalyokat. Ezért a Marek screen-
eket 100 mM Tris puffer pH=9.0 jelenlétében megismételtiik. Egy hét
elteltével a Marek PEG/Salt screen 10, 11 és 17-es kondicidiban aprd, lapszerti
kristalyok képzddtek, amelyek méretiik és alakjuk miatt alkalmatlanok voltak
a szerkezet meghatarozasra (2.4.2.3. abra). A 11 kondicié aprd, lapszeri
kristdlyait haszndlva a KSCN és KBr sok illetve PEG 4K és PEGSK+PEG10K
precipitdl6 anyagok illetve kiillonboz6é pH-ja Tris puffer (7.5-9.5) alkotta grid
24.2.3.dbra. A gcreen-en a seeding-et kovetden par nap milva az 50 mM Tris pH=8.0, 0.2 M

CBMIS & GHIO g gCN és 15 % PEG 4K kondiciéban egy nagy lapszeri kristaly fejlodott, ami
faziés fehérje . LT . .2
kristdlya mar alkalmas volt a szerkezet meghatdrozdsra. A diffrakciés adatokat

Franciaorszagban a grenoble-1 szinkrotronban 0Osszegyljtotték €és a Yorki
Egyetem Structure Biology tanszékén feldolgoztuk.
Mivel tobb, elsddleges szerkezet alapjan hasonlé (>60%) GHI10 katalitikus domén szerkezete
ismert, molecular replacement-tel lehetséges a katalitikus domén szerkezetének megfejtése, majd a
C-1 C-2

.

2.4.2.4. abra. A hXBD kristlvositasa. A: HR6: B: HR17: C: HR22 kondiciok kristdlvai
kész katalitikus domén adataib6l generdlt fazisok felhaszndldsdval elméletileg megfejthetd az
ismeretlen szerkezeti CBM15 szerkezete is. A molecular replacement kiinduld, hasonlé 3D
szerkezete a Pseudomonas fluorescens Xynl0A enzimjének katalitikus doménje volt (1CLX.pdb).
A XynF Kkatalitikus domén sikeres megépitése utdn azonban az N-termindlisdhoz kapcsol6dé
CBM15 szerkezetének felderitése nem sikeriilt, mert a CBM15 pozici6ja nem volt jol definidlt a
kristdlyban, igy az elektrondenzitds adatok alapjan a CBMI15 molekula csak 1/3 részét lehetett
megfeleld pontossdggal 6sszerakni. Mivel a katalitikus domén aminosavainak elektrondenzitdsa jol
definidlt volt, és csak a CBMI5 régi6 nem
produkalt jol definialt elektrondenzitas adatokat,
nagyon valdszinli, hogy a CBMI15 flexibilisen
kapcsolt a katalitikus doménhez, igy annak nem
alkothatja funkciondlis részét. Az adatok alapjan
vildgossa valt az is, hogy a CBM15 modul ebben
a kristdlyformdban sosem lesz egy jol definidlt
poziciéban. Mas kristdlyforma azonban nem &llt
rendelkezésre. Megprobdltuk a  CBMI15-6t
onmagaban kristdlyositani, és a CBMI15-CD
szerkezet meghatdrozdsa sordn nyert informacié
felhaszndlasaval (CBM15 1/3 része) molecular
replecament-tel a CBMI15 teljes szerkezetét
meghatarozni.

W86
\

2.4.2.5. abra A 15 mM xylohex6z jelenlétében

Ehhe? a XylF ‘en_Zim CBM-15 mOdUIjénak‘ PCR kristdlyositott CBM 15 modul szerkezete. A
amplifikdlt régidjat az Ndel-BamHI restrikcids kotddrokban a xylotetréz (X4) és a kitésben
endonukledzokkal hasitott pET16b vektorba résztvevé Trp (W86 és WII) ldthatok
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klonoztuk €s az N-termindlis His tag-gel rendelkez6 CBM15 fehérjéket (hXBD) expresszaltattuk és
homogenitédsig tisztitottuk His affinitds kromatografidval majd gélsziiréssel. Mivel a fehérje
kicsapdédott ddH,O-ban, ezért a tisztitdst kovetéen 5 mM Tris pH=8.0 pufferben 15 mg/ml
koncentracidra toményitettiik és két koncentraciéban Hampton Screen és Hampton PEG/ion screen-
en probaltuk kristalyositani. A Hampton PEG/Ion screen 9-es kondicidja olyan kétdimenzids
kristdlyokat eredményezett, amit nem tudtunk tovabb optimalizalni. Mivel ilyenkor gyakran csak a
kortilmények drasztikus megvaltoztatdsa hoz eredményt, az N-termindlis His tag-et tartalmazé
CBM15-6t 15 mM xylopentdz jelenlétében screen-eltiilk az 6sszes rendelkezésre 4llé kondicioban.
A Hampton screen 6, 17 és 22-es kondicidjaban 48 ora elteltével kristdlyok kezdtek formalddni
(2.4.2.4. abra). A 6-os kondici6 tiiszeri és a 17-es kondicié gyorsan tonkremend Kristdlyai nem
bizonyultak haszndlhaténak, de a 22-es kondicioban tobb kristaly screen-elése sordn taldltunk egy
olyan kristalyt, melynek mérete és tobb iranybdl mért diffrakcidja is megfelelének bizonyult a
szerkezet meghatdrozashoz. A kristdly diffrakcids adatait a franciaorszagi Grenoble szinkrotronban
0sszegyljtotték, és a kordbban meghatarozott 1/3 CBM15 molekula ismert szerkezetét felhaszndlva
molecular replecament-tel a teljes molekula 3D szerkezetét Dr. Davies G. J. meghatarozta.
A CBM135 szerkezete (2.4.2.5. abra) tipikus B-jelly-roll, tartalmaz egy Na* iont és a szubsztrattal
val6 egyiitt kristdlyositdsnak koszonhetden egy xylotetr6z molekuldt. A xylotetréz csavarodik,
minden egység ~120°-kal fordul el az eldtte 1év6hoz képest (2.4.2.6. abra). Ez a szerkezet
lényegében megegyezik a kordbban feltételezett, energetikailag leginkdabb kedvezd xyloz
szerkezettel (Atkins, 1992; Simpson et al. 1999).
A nem redukélé vége feldl szdmitott masodik xyl6z molekula (X2) a
Trp86-tal, a negyedik xyl6z molekula (X4) a Trp91-gyel alakit ki
hidroféb stacking kolcsonhatast (2.4.2.7. abra). H hid kotés
kialakulhat az X2-C20H ¢és GIn81 OEI1 csoportja, az X2-C10 és
GIn81 NE2 csoportja, az X2-C20H és Asnl6 ND2, az X2-C30H és
) ) Asnl6 ODI1 csoportja, az X2-C30H és a GIn127 NE2 csoportja
24.2.6. abra. A tagonként 450 A7 els§ (X1) és a harmadik (X3) molekuldk nem alakitanak
120°-ot forduld xyléz lanc C . . . el e . 1t dse TosteX Iy
szerkezete ki hidroféb stacking kolcsonhatdst a szénhidrat kotd fehérjével, az
els6 (X1) xyléz molekula egyaltalian nem, a harmadik xyl6z
molekula (X3) pedig csak egyetlen egy kozvetlen H-hid kolcsonhatdssal rogzitett a CBM-hez. A
szerkezet alapjan a legstabilabb a Trp86-tal
hidroféb stacking kolcsonhatast kialakité és
valoszinlileg H hidakkal is rogzitett X2
molekula. A xyldn vdzhoz esetenként «-1,2
vagy o-1,3 kotéssel akar tobb tagbdl allé
arabindéz oldallinc vagy o-1,2 kotéssel
gliikoronsav kapcsolddhat, illetve a xylan vaz
acetilalt lehet a C2 vagy C3 poziciéban. Az
X2 cukor molekula sem C2-OH sem C3-OH —
ja nem tartalmazhat nagy oldalldncot szterikus Q81 Q127
okok miatt, viszont a tobbi cukormolekulahoz
kapcsoldédhat nagyobb oldallanc, hiszen C2-
OH és C3-OH csoportjuk a komplexben a kotd
doméntdl eldllnak. Ezek alapjan arabinoxildn polimer kotése esetében az X2 pozicidban nagy
oldallancot nem tartalmazé xyl6z molekuldnak kell keriilnie, mig a tobbi poziciéban a szubsztrat
tartalmazhat oldallancot. Ez megmagyardzza, hogy hogyan képes a CBMI15 a kiilénb6zo
oldallancot is tartalmaz6 xylanok megkdotésére, €s miért kot jobban kevés oldalldncot tartalmazé
xylant (zab-arabinoxyldn) mint tobb oldallancot tartalmazo rozs- €s bliza- arabinoxylant.
A CBMI15 csalddnak eddig csak két tagjat azonositottak (P. fluorescens XynlOF és C. mixtus
Xynl0A). Az abran (2.4.2.8. abra) a két domén hasonldsdga a kék részeken tokéletes, a zold sarga
piros irdnyban pedig egyre kisebb mértékii. Feltlind, hogy a kotd drok aljat képzd, a lehetséges H
hid kotések kialakitdsaban résztvevd aminosavak és a W91 a két doménben konzervalddott, mig a

X3

X2
X1

Wol1

2.4.2.7. abra. A szubsztrit kotésében résztvevd
aminosavak
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kotoarok oldalat alkoté aminosavak nem konzervalodtak. A W86 helyett a CmXyn10A CBM15-ben
a megfeleld poziciéban tirozin
talalhat6, ami elvileg ugyanigy
képes a madasodik xyloz egység
kotésére, mint a triptofdn. A kotod
arok masik oldaldt alkoté Alal7
metil csoportja, Serl8, Glyl9,
Ser20 aminosavak felépitette hurok
(ASGS) a CmXynl0OA CBMI5
esetében lényegében hidnyzik. Ez a
hidny az X3 pozicioban 1évo
szubsztrat alegységnek és az arrdl
lel6g6 oldallancoknak még nagyobb

szabadsdgot enged, igy
2.4.2.8. abra. A CBM15 csaldd két eddig ismert tagjanak homolégia feltételezhetd, hogy a CmXynl0A
modellje. X4: xylotetr6z molekula; ASGS: a szubsztrat kotd arok enzim CBM15 modulj aaz X3 xyl(’)z

oldalat alkot6, a C. mixtus CBM15-bdl hidnyzé hurok szerkezet. molekul4n még tobb, illetve

nagyobb oldallanc jelenlétét tolerdlja.

A Na" poziciondldsdban az Asn64 ND2 csoportja, a Val65 és az Alal02 karboxil csoportja vesz
részt (2.4.2.9. abra). A Na' kot6dési helye a szubsztrdt kotés
helyétdl tavol helyezkedik el, €s szerepe a szubsztrat kotésben, vagy
a térszerkezet fenntartdsdban nem valOszinii, nem kizarhat6, hogy
kristalyositasi miitermék.

Bar a kristdlyszerkezetbdl a katalitikus domén €s a xylan kotd modul
egymashoz viszonyitott helyzetét teljes bizonyossdggal nem lehetett

megallapitani, a rendelkezésre all6 elektrondenzitds adatok alapjan 2.4.2.9. dbra. A Na*
nagyon valoszinii, hogy a CBM15 kot6 drka nem képzi a katalitikus poziciondldsdban résztvevd
domén Kkatalitikus drkdnak folytatdsat, és igy nem a Kkatalitikus aminosavak

domén szubsztrittal val6 taplaldsdban segit. A CBM15 elmosddott

elektrondenzitdsa azt sejteti, hogy a katalitikus doménhez egy rovid, de flexibilitast biztosité linker
szekvencidval kapcsolddik, és igy a xyldn degraddldséara specializalt katalitikus domént a ndovényi
sejtfal xylant tartalmazé részeihez ,horgonyozza”. Sok xylandzban a katalitikus domén celluléz
kotésére specializalt szénhidrat koté modulhoz (CBM1, CBM2a, CBM3, CBMI12, CBM13)
kapcsolédik (2.4.2.10. abra), és a kapcsolat az enzimek tobbségében egy 20-30 aminosavbdl allo,
tobbségében szerin €s treonin alkotta, flexibilis linker szekvencidn keresztiil valosul meg. A xylaniz
katalitikus modulok és a
xyldn kotd képességgel
is rendelkez6 modulok

xylanase XynA

Caldibacillus cellidovorans 132 7L B2 55 _ 922362 53 CBMD1 712769 77 CBM g5,

xv vn _
B;s;;?j;;i Bcp_gg 120 33 CBM22 7 103 CRM22 3, SRR 72 CBMS350 500 CBMO, g kozott (Zb, 9, 15, 22) ez
lanase a hosszi és szekvencia
Humicola griseq 110 ENERONON -+ ,CBM 5 alapj an nyilvénvalé
)_(glan;se A Xynl0A 38y CBMY o 51175 5y M0 72 ll‘nlker _ regid gyakran
Preudomonas fluorescens hlany21k. Ennek az oka
xylanase B valészinlileg az, hogy a
Pseudomonas fluorescens 138 35 CM, 3135157 35Xegeg 00 5 [ xylin ko t({f d;)méﬁy a

lanase F L ...
reuclomonas fluoreseens 13033 gg 55 CBMIS,.; [RIONER xylanéz katalitikus
61 4-scvlanase I domént a szubsztritja
Streptomyces alivaceoviridis E-85 NEEIER — kozelébe hOI‘gOHyOZZﬂ
2.4.2.10. dbra. A GH10 csalddba tartozé katalitikus modult tartalmazé xylanazok le. Ezzel szemben a
moduldris szerkezete cellulézkotd



modulokhoz kapcsol6d6 xylandz katalitikus domén celluléz szdlhoz, vagy a kristdlyos cellul6z
felszinéhez kapcsolddik, és igy a cellul6zhoz kotott xylanaz katalitikus doménnek meg kell keresnie
sajat xylan szubsztrétjat, amihez nagyobb térbeli szabadsag sziikséges.

A P. fluorescens XylF GH10 (PfXynl0F) katalitikus modulja 60 %-os szekvencia hasonldsdgot
mutat a biokémiailag és strukturdlisan is nagyon jol jellemzett P. fluorescens XylA GHI10
(PfXyn10A) katalitikus moduljaval (Charnock et al. 1997; Charnock et al. 1998; Andrews et al.
2000). A xylopent6z (Lo Leggio et al. 2000) és a katalitikus aminosavhoz kotott dezoxynojirimicin
inhibitor (Notenboom, 2000) jelenlétében kristdlyositott XylA enzim szerkezeteket egymdsra
vetitve és az djonnan meghatarozott XylF katalitikus modulhoz illesztve lehetdvé valt a XylA
enzim vizsgalata sordn a
szubsztrat kotésben és a
xylan hidrolizisében
esszencidlisnak talalt
aminosavak azonositdsara
a XylF enzim esetében is
(2.4.2.11. abra). A
szubsztrat hasitasi
pontjatol szdmitott +1 +2
+3 +4 pozicibban 1évo

xyléz alegységek

kotésében résztvevo

aminosavak kozott nincs

E127 Y192 NIS2 T N szdmottevé kiilonbség. A

E143 N193 +3-as pozicioban 1év0

xyléz alegységgel

2.4.2.11. abra. A PfXyn10F katalitikus domén szubsztratkotésben és hasitdsban kolcsonhatd XylA

szerepet iatszé aminosavainak és a szubsztrat helyzete a XvnA és XynF esetében esetében tirozin (Y255), a

XylF esetében pedig hisztidin (H264) taldlhat6. A hisztidin gylirlije a tirozin aromds gytirijével
lényegében egy sikban helyezkedik el. A XylA molekuldban a tirozin szerepét vizsgdlva arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a tirozin aromds gytirije hidroféb stacking kolcsonhatést alakit ki a
+3-as xyloz alegységgel, mivel az -OH csoport hidnya vagy jelenléte nem befolyasolja a xylotetr6z
hidrolizisét, azaz nem alakit ki H hid kotést a +2-es pozicidban 1évé xyléz alegységgel (Charnock
et al. 1998). Mivel a hisztidin nem igazan alkalmas hidroféb stacking kolcsonhatds kialakitasara, és
a +3 xyléz alegység és a Y vagy H gyliriik sikjai nagyjabol 90°-os szoget zdrnak be egymdssal,
val6szintinek latszik, hogy a xyl6z és Y vagy H kozott a kolcsonhatds nem hidroféb stacking. A 'Y
illetve H a kotd arok falat alkotjdk térbelileg limitdlva a +3 xyl6z pozicidjat, igy a +1 és +4-es
poziciéban hidroféb stacking kodlcsonhatdssal rogzitett xyléz lancot a kivanatos konformdacioban
tartjak.
A XylF fehérje Asn196 aminosava a XylA enzim Glul85 aminosavdhoz hasonléan a 3. xyléz
alegység C2-OH-javal alakit ki H-hid kotést. A XylF Tyrl92 ugyaniigy hidrofob stacking
kolcsonhatést alakit ki az +1-es pozicidban 1évé xyloz alegységgel, mint a XylA Phel81. A Xyl10
Glul43 és Glu255 feltételezett katalitikus aminosavainak helyzete megegyezik a XylA Glul27
acid-base és Glu246 nukleofil katalitikus aminosavak poziciéjaval.
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A xylobidz-szerii inhibitor jelenlétében kristalyositott XylA enzim szerkezete (Notenboom, 2000)

E143

2.4.2.12. abra. A -1 és -2 helyen 1év6 aminosavak helyzete a XynA és
XynF esetében.

€s a XylA enzim kiilonb6zd
hosszisagu, végjelolt szubsztratok
hasitasi mintazata alapjan
(Charnock et al. 1997; Charnock
et al. 1998) a -2 és az eddig csak
mérések alapjan feltételezett —3-as
helyen kotédd xyloz alegységeket
adott pozicidban tarté6 Asnd4 és
Lys47 aminosavaknak megfeleld
XylF Asn54 és Lys57 aminosavak
helyzete és funkcidja megegyezik
(2.4.2.12. abra). A XylA enzim
Trp83 aminosavdval megegyezd
poziciéban 1évé XylF Trp94 a
Glul27 / Glul43 acid-base
aminosav megfeleld poziciéban
tartaséért és a -1 -2 xyloz
kotohely  térbeli  kialakitasaért
felelds. A XylA és XylF enzimek

szubsztrat kotd helyének kialakitisaban szembetind a XylA enzim
hosszi oldalldncu Glu43 aminosav €s a XylF enzim vele ekvivalens
pozicidjaban 1évo oldallanc nélkiili Gly53 aminosav kozotti eltérés. Ha
a XylA enzim Glu43 aminosavét alaninra cserélték, akkor az enzim
PNPC (p-Nitrophenyl [-D-cellobiozid)-vel szembeni aktivitdsa
jelentdsen csokkent (Charnock et al. 1997). Ezek alapjan az volt
varhat6, hogy a XylF enzim a PNPC szubsztratot (2.4.2.13. abra) a
XylA E43A mutdnshoz hasonléan csokkentett hatékonysdggal képes
csak bontani. Az elmélet igazoldsara azonos mennyiségli XylA és

HOCH, ¢ NO,
0

OH
HOCH, g

0 OH

OH
HO

OH
2.4.2.13. A PNPC szerkezete

1,8

1,6 1

XylF enzim PNPC hidrolizal6
aktivitasat hasonlitottuk Ossze a
400 nm-en mért PNP (4-

141 nitrofenol) felszabadulas
127 alapjan. Eredményeink

g 1] (2.4.2.14. abra) azt mutatjak,
< 081 hogy a XylF enzim PNPC
06 | hidrolizal6 aktivitdsa elenyészo
0.4 | volt a XylA enzim aktivitdsdhoz
021 képest. A XylA  E43A
—_— muténsban és a XylF enzimben
00:00 04:00 08:00 12:00 16:00 20:00 24:00 a PNPC aktivitds csokkenése a
Idé (perc) fehérjék Glu43 OE2 csoportja

2.4.2.14. dbra. A XylA és XylF enzimek PNPC bont6 képességének és a —2-es pozicidban kotodo
osszehasonlitdsa xyldn alegység C2-OH

csoportja kozott kialakulé H hid

hidnyéval, és igy a csokkent mértékii szubsztrat kotéssel magyarazhato.

Osszefoglalva: Epresszaltattunk és kitisztitottuk a katalitikus domént, és a xyléz kot6 CBM15
modult tartalmazé P. fluorescens XynlOF fehérjét. Az enzimet kristdlyositottuk, és a 60 %-ban
hasonlé PsXynlOA mar kordbban ismert szerkezete alapjan, molecular replacement-tel
meghataroztuk a katalitikus domén szerkezetét. Mivel a CBM-15 pozicidja nem volt jol definidlt a
fehérje kristdlyban, a katalitikus modul fazisainak felhasznédldsdval a katalitikus doménhez
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kapcsolddd, xyldn kotd modul szerkezetének csak 30 %-at lehetett felépiteni. Ez alapjan bizonyossa
valt, hogy a kimutathat6 linker szekvencia hidnya ellenére sem képzi a CBM-15 a katalitikus modul
szerves részét. A CBM-15 meghatédrozott 3D szerkezete azonban elégnek bizonyult az 6nmagaban
expresszalt és xylohex6z jelenlétében kristalyositott CBM15 teljes szerkezetének megfejtéséhez
(1GNY.pdb). A CBM15 modulban lathatéva vélt négy xyléz alegység csavarodott szerkezete, ami
az elsé vizudlis bizonyitéka a xyl6z lanc eddig csak modellezésen alapuld, egységenként 180°-0s
elfordulast mutatd, feltételezett szerkezetének. Meghatdroztuk a CBM15 modul szubsztrit kétésben
résztvevO aminosavakat, és magyarazatot taldltunk arra, hogy miért képes a modul az oldallancokat
is tartalmazd xylanok kotésére is.

A PsXynlOF (XylF) katalitikus domén szerkezetét Osszehasonlitottuk a biokémiailag és
struktdralisan is jol jellemzett PsXynl0A (XylA) katalitikus domén és annak xylopentdzt illetve
dezoxynojirimicint tartalmaz6 kordbban meghatdrozott szerkezetével. A szerkezetek egymadsra
illesztése utdn Osszehasonlitottuk a szubsztrat kotésben és a xyldn hidrolizisében résztvevd
aminosavakat. Az egyetlen jelentds eltérés az volt, hogy a XylA enzimjének Glu43 aminosavat a
XylF enzimben egy kis térigényl glicin helyettesitette. Kordbbi vizsgdlatok alapjan a XylA Glu43
alaninra cserélése jelentosen redukdlta a XylA enzim aktivitisit PNPC-vel szemben, igy
feltételezhetd volt, hogy a XylF enzim PNPC hidrolizalé képessége is alacsony. A XylA és a XylF
enzimek PNPC aktivitdsanak 0sszehasonlitdsa feltételezésiinket igazolta.

Tovébbi részletek:

Szabo L, Jamal S, Xie H, Charnock SJ, Bolam DN, Gilbert HJ, Davies GJ. (2001) Structure of a
family 15 carbohydrate-binding module in complex with xylopentaose. Evidence that xylan binds in
an approximate 3-fold helical conformation. J Biol Chem. 2001 Dec 28;276(52):49061-5.
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2.4.3. A CBM29 csalad jellemzése

A Piromyces equi bendd szimbionta gomba novényi sejtfal-bontdsdban résztvevd multienzim
komplexének enzimatikus aktivitdssal nem rendelkezd épitdelemeinek izoldldsakor egy kiillonbdzo

oldhat6 és
100 200 300 400 Oldhatatlan
| | | | | | | | | | aa
szénhidratokhoz
egyardnt kotddni
—— A AT

CelC & 3 képes CelC
I I I CBM29-1 CMB29-2 fehérjét  izoldltak
2.4.3.1. abra. A CelC fehérje moduldris szerkezete. I, IT és III: feltehetden dokerin (2 4.3.1 ébra) A

modulok; CBM29-1 és CBM29-2: cellul6zkité domének; Vonalak: linker régidk e ’
fehérje N-

termindlisan a szigndl szekvenciat kovetéen a dokerin modulokhoz hasonld, harom egymadssal tobb
mint 50 % hasonlésagot mutatd, feltehetden a kohezinhez k6t6d6 egység helyezkedik el (I, II, III).
A dokerinek utdn elhelyezkedd két modul (CBM29-1, CBM29-2) egymassal 37 %-ban hasonld, de
semmilyen mads, eddig ismert fehérje szekvencidval nem mutat szdmottevo hasonldsdgot. A
modulok funkciondlis vizsgdlata bebizonyitotta, hogy ezek az elemek felelosek a CelC fehérje
szénhidrat kotéséért. Mivel a modulok semmilyen eddig ismert szénhidrat kot6 modullal nem
mutattak hasonlésdgot, egy Uj szénhidrat-koté modul csalddba, a CBM-29-be soroltdk Oket.
(adtmenetileg a CBM-27 csalddba tartoztak) A modulok egyedi vizsgélata azt mutatta, hogy mindkét
modul ugyanazokhoz a szubsztritokhoz mutat affinitdst (galaktomannén, B-gliikkdn, hidroximetil-
celluléz, karboximetil-cellul6z, arabinoxyldn), de a CBM29-1 modul affinitdsa minden szubsztrat
esetében tobb nagysdgrenddel kisebb volt mint a CBM29-2 modul esetében mért szubsztrat-kotd
képesség. Kompeticios szubsztrdt kotd kisérletek bebizonyitottdk, hogy a CMB29-2 modul egy
szénhidrat kotOhelyet tartalmaz, és a szénhidrit kotés valdsziniileg a modul felszinén elhelyezkedd
arokban torténik (Freelove et al. 2001).
Vizsgalatunk célja az volt, hogy meghatiarozzuk a CBM29-2 modul térszerkezetét €s azonositsuk a
kiilonboz6 szubsztritok kdtésében résztvevd aminosavakat.
A pET22b (Novagen) vektorba Ndel - Xhol helyre klénozott CBM29-2 modult expresszald
konstrukciét E. coli Jm83 (DE3) torzsben expresszéltattuk, His-affinitds kromatografidval majd
UNO-QI12 anion cserélé oszlopon (BIO-RAD) a fehérjét homogenitasig tisztitottuk, Tris pH=8.0
pufferrel szemben dializaltuk, és végiil ddH,O-ban 20 mg/ml végkoncentraciéban toményitettiik.
Az igy elokészitett fehérjeoldatot két koncentracioban Hampton screen I, Marek Simple és Marek
PEG/Salt screen-eken prébaltuk kristdlyositani. Tizenkét ora eltelte utdn a Hampton screen 17, a
Marek Simple screen 18, 19, 22, 23, 24 és a Marek
PEG/Salt screen 1, 4, 5, 10, 16, 19 és 22-es kondici6jaban
tetragondlis fehérje kristdlyok jelentek meg. A 30 %-os
izopropanolban (Marek Simple 19-es kondicid) 1étrejott
kristdly 2.3 A diffraktdlt, és a tetragondlis kristdlyok
alkalmasaknak bizonyultak a szerkezet meghatdrozasra.
A 3D térszerkezet gyors meghatarozdsanak egyik modja a 3
kiilonb6zd hulldmhosszon eltérd mddon diffraktdlé elemek
(pl.: Se) beépitése a fehérje molekulaba. fgy egy kisérletben,
3 hulldmhosszon 0Osszegytjtott diffrakciés adatokbdl a
beépitett elemek pontos helye kiszdmolhat6, amibdl a
kezdeti fazisok meghatarozhatdk, és ezen kezdeti fazisok
felhasznaldsdval a kapott elektrondenzitds adatokbdl az
adott fehérje térszerkezete felépithetd. A S helyett Se-t
szerkezete. . .. . .. P
A Két84rok és a szénhidrat kétésben tartalmazoé metlomnt. E. coli B834 metionin auxotrof torzs
feltételezhetéen résztvevd aromas segitségével a fehérje molekuldkba épitettiik, a kordbban
aminosavak. leirtaknak megfelelden kitisztitottuk, és a szelénium-

2.4.3.2. abra. A CBM29-2 modul 3D
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metionint tartalmazé fehérjét a Marek Simple screen 22, 23 és 24 kondiciéjaban 100 mM HEPES
pH=7.4 pufferben 20 %-os glicerol jelenlétében kristdlyositottuk. Egy megfelelé méretii kristaly
harom kiilonbdzd hulldmhosszon mért diffrakcids adatait a franciaorszagi Grenoble szinkrotronban
Osszegyljtotték, és az adatokbdl a Yorki Egyetem Structure Biology tanszékén a fehérje
térszerkezetét Dr. Charnok, S. J. meghatarozta.
A CBM29-2 modul (2.4.3.2. abra) szerkezete klasszikus P-jelly roll, és az eldrejelzéseknek
megfelelden megtaldlhato benne a mindkét CBM29 modulban konzervéalédott aromas aminosavakat
tartalmaz6 arok-szerti képzoddmény, ami a szubsztrat kotésében jatszik szerepet. Ahhoz, hogy a
szubsztrat kotésben résztvevd aminosavak egyértelmiilen azonosithatok legyenek, megkiséreltiik a
CBM29-1 modult szubsztrat jelenlétében is kikristalyositani.
Kordbbi ITC vizsgalatok (Bolam, D. N.) azt mutattdk, hogy a CBM29-2 modul a cellohex6zt
(Ka~10.1 x 10° M) koriilbeliil négyszer olyan j6l kéti, mint a mannohexézt (K,~2.5 x 10° M™).
Hex6zndl kisebb cukor polimerek esetében a kotés mértéke jelentdsen csokken. Xylohex6zhoz valé
kotés nem volt kimutathats. A hidroxietil cellulézhoz valé affinitds (K.~14.3 x 10° M)
megegyezett a cellohex6zndl mért értékkel, azonban a CBM29-2 modulnak mind a konjac
glikomannanhoz (K,~180 x 10° M'l), mind a karob-galaktomannanhoz (K,~19.9 x 10° M'l)
nagyobb volt az affinitdsa, mint mannohex6zhoz. A CBM29-2 modul a xyl6zhoz nem mutatott
mérhetd affinitdst. A mérések alapjan egyértelmii, hogy a mannézt és gliikkézt keverve tartalmazo
glikomannanhoz legnagyobb a CBM29-2 affinitdsa.
A gliikkomannén véltakozva, dtlagosan 3:1 aranyban -D-
1,4 manndz és B-D-1,4 gliikéz alegységekbdl épiil fel. A
gliik6z és manndz alegysége kozott csak a pirdn vaz 2.
szénatomjahoz kapcsol6d6-OH csoport helyzetében van
kiilonbség (2.4.3.3. abra). Ezek alapjan az idedlis
szubsztrat a hexo-gliikkomanndn lett volna, azonban ilyen 2.4.3.3. abra. A gliik6z €s a mann6z
nem 4llt rendelkezésre, ezért a még jol kotdds szerkezete. Sdrga nyil a pirdn véz 2.
. . £ P £ szénatomjahoz kapcsolédé OH csoport
szubsztratok koziil a cellohex6zt és a mannohexdzt helvzetének eltérését mutat
L ) yzetének eltérését mutatja.
probaltuk ki.
A kordbban kristdlyokat eredményezd kondicidk egyikében sem fejlodtek kristdlyok 15 mM
mannohex6z (M6) vagy 15 mM cellohex6z (C6) jelenlétében, a rendelkezésiinkre allo
kristalyszerkezetben pedig lehetetlen volt a szubsztrat megkotddése a szubsztratkotd arokban, mivel
egy-egy molekula hidroféb feliiletei, azaz a szubsztrat kotd drkok aromds aminosavai egymadssal
alakitottak ki hidroféb kolcsonhatast. Ezért olyan kondiciét
kellett keresni, ahol a fehérje molekuldk egymdashoz
viszonyitott helyzete eltért a rendelkezésiinkre 4ll6
tetragondlis szerkezett6l. Mivel a Tris pH=8.0 pufferben
tisztitott  fehérje rengeteg kondicioban eredményezett
egyforma kristdlyszerkezetet, mds pufferben (foszféit
pufferben pH=7.0) tisztitottuk ki a CBM29-2 fehérjét. A
Hampton screen, Hampton Research PEG/ION screen, a
Marek Simple és Marek PEG/SALT screen kondiciéit két
fehérje koncentracioban és 15 mM mannohexéz, 15 mM
cellohex6z és 10 mM xylohexdz jelenlétében teszteltiik. A
Hampton Research PEG/ION screen-jének 3, 4, 15, 22, 23 és
24 kondicidja mannohex6z jelenlétében hexagondlis, a 31-es
kondici6 cellohex6z jelenlétében pedig lapszerli kristdlyokat
y eredményezett. Mivel a szubsztratot nem tartalmazé6 CBM29-
his tag 2 modul 3D szerkezete rendelkezésre 4llt, az egy
hulldmhosszon 6sszegyljtott diffrakcids adatokbdl molecular
replacement-el a fehérje molekuldk szerkezete
2.4.3.4. abra. A CBM29-2 molekula  meghatdrozhat, és a szubsztrat koté drokban esetlegesen

szerkezete cellohex6z jelenlétében. megjelené cukor-multimer alaki elektrondenzitds alapjan a
G6: cellohex6z molekula
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szubsztrét felismerhetd. A 2.8 A-mel diffraktlé hexagondlis kristalyok képzddéséhez- bar sziikség
volt a M6 jelenlétére- nem tartalmaztdk a szubsztritot, mivel a tetragondlis kristdlyokhoz hasonléan
egy-egy fehérje szubsztrat kotd arkdnak aminosavai egymadssal alkottak hidroféb kodlcsonhatdst. A
cellohex6z jelenlétében képzédott lapszerti 1.8 A-mel diffraktalé kristilyokban azonban a
cellohex6z molekula jelen volt (2.4.3.4. abra). Egy feltehetéen a foszfat pufferbdl szarmazo Zn**
ion négy fehérjemolekula kozott kapcesolatot hozott 1étre, és kimerevitette a 6 hisztidint tartalmazoé
his-tag-et, igy a cellohex6z molekulan kiviil a His tag is lathatova valt.

Mannohex6z jelenlétében, 2.7 M ammoénium szulfat oldatban is sikeriilt a fehérjét kristdlyosoddsra
birni és ezdltal a mannohex6z szubsztrit pozicidja is meghatarozhatova valt, igy rendelkezésre 4llt a
nativ, a mannohexdzt és a cellohexdzt kotott CBM29-2 fehérje molekula 3D szerkezete.

A szénhidrét és a fehérje kozotti kolcsonhatds kialakitasaban a CBM29 csalddban konzervalodott,
W23, W25 és Y45 aromds aminosavaknak van Kitiintetett szerepe (2.4.3.5. abra). A W23 a G6
vagy M6 nem redukdld vég felol szamitott els6, a W25 a harmadik és a Y45 az otddik
cukorkomponensével alakit ki erds
hidroféb kolcsonhatést. A
cukorlanc csavarodik,
elhelyezkedése az els6 5 cukorelem
esetében mind a M6 mind a G6
molekuldkban  megegyezik. Az
utols6é cukormolekula helyzete a két
komplex esetében eltér, mivel ezek
a molekuldk sem hidrof6b stacking,
2.4.3.5. abra. A mannohexéz €s a cellohex6z lanc elhelyezkedése és sem H hid kolcsonhatdssal nem

a kotésében résztvevé aromds aminosavak helyzete. Lila: gliikohex6z;  kotddnek a CBM29-2 molekula
Kék: mannohex6z, Sarga: CBM aromds aminosavai felszinéhez, ezért aktualis

helyzetiiket a kristdlyban a fehérje

szomszédos elemei hatdrozzak meg. A W23-mal kapcsoldédo

els6 cukormolekula szerkezete eltér, a glikéz (G) az

energetikailag kedvezOtlenebb haj6, a mannéz (M) az Gl M1
energetikailag kedvezdbb szék konforméciéban taldlhato

(2.4.3.6. abra). Valdszinileg ez a kiilonbség csak az eltérd

kristdlyforma okozta, eltérd kiils6 kornyezetbdl fakad, de az

sem kizdrt, hogy a gliikk6z molekula ebben a konformacidban 5 4 36. 4bra. Az elsé cukormolekuldk

nagyobb feliileten “simul” a W23 hidrof6b felszinéhez, és igy szerkezete. G1: gliikéz a kdd
er0sebb kolcsonhatas jon 1étre kozottiik, ami ellensilyozza az =~ konforméciban; M1: mann6z a szék
energetikailag kedvezdtlenebb konforméci6 jelenlétét. konforméciéban

A CBM29-2 fehérje cellohexdzzal alkotott komplexében H-hid kotés kialakulhat (2.4.3.7. abra) a
G2-C20H és a Trp23 karbonil csoportja és G2-O, az Arglll NHI1 csoportja, a G3-C30H és a
Glu77 OE1 csoportja, a G3-C30H, G3-C40H és az Argl11 NH1 és NH2 csoportja, a G4-0O, a G4-

2.4.3.7. abra. A mannohexdz és a cellohexdzzal kialakithatd, potenciélis H kotések elhelyezkedése. G:gliik6z; M: mannéz
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kcal/M

2.4.3.8. abra. A kiilonb6z6 szubsztritok kotési jellemzdinak alakulasa M6:
mannohexdz; G5: cellopentéz G6: cellohex6z; HEC: hidroxietil-celluléz;
Gal-Mannan: Carob galaktomanndn; Glu-mannén: Konjac glikkomannan

C60H és a GInl15 amid NE2 és OE1 csoportja, a G5-C30H és a Lys73 e-NH (NZ) csoportja és a

G6-C60H és az Alal17 karbonil csoportja kozott, a molekuldk kozott mért tdvolsag és a donor és

akceptor molekuldk altal bezart szog alapjan (min=2.195; max=3.30+0.050; min 90°).

A CBM29-2 fehérje mannohexdzzal alkotott komplexében H-hid kotés kialakulhat a M2-C20H és

a Trp23 karbonil csoportja, az M2-C20H és Argl11 NH2 csoportja, a M2-O és az Argl11 NH1

csoportja, a M3-C30H és a Glu77 OEI1 csoportja, a M3-C30H, M3-C40H és az Argl11 NHI1 és
NH2 csoportja, a M4-O, a M4-

0 1 2 3 4 5 6 C60H, M4-C20H és a GInll5
o~ amid NE2, OEI1, NE2 csoportja, az
2 ] M5-C30H és a Glull5 OEl

] csoportja, a MS5-C30H és MS5-
4 C20H és a Lys73 NZ csoportja
% ] kozott. Mivel a H hid kotés

] létrejottét a donor és akceptor
-8 1 . G5 ¢ 6. . Gal Mannan tdvolsdga és az dltaluk bezart szog
10 1 G6 .. hatarozza meg, nehéz

M6 HEC . megallapitani, hogy a lehetdségek
121 " . GluMannan koziil melyik reprezentdl tényleges
14 1 R R és erés hidrogén kotést a CBM29-2

] és a szubsztrit kozott. A manndz és
16 gliikéz kozotti C2 hidroxil csoport

eltéré térbeli helyzetébdl adddo

potencidlis H  hid  kialakité

(piros haromszdg: TAS®; kék rombusz: AH®; z61d négyzet: AG® képessége a mannohex6znak

elméletileg jobb, mint a

cellohexdéznak, hiszen a mannohexéz harom, a cellohex6z pedig csak egy potencidlis H hid
kialakitasara képes a C2-OH csoporton keresztiil.

A tobbi csoport esetében a H hid kotés kialakitdsdban résztvevd potencidlis donor és akceptor
molekuldk tdvolsdga lényegében megegyezik (0.1 A), kivéve az M5-C30H és a Glul1l5 OEl
tavolsdgot, ami 3.12 A, mig a G5-C30H és Glull5 OE1 tdvolsiga 3.44 A. A glikkohex6z G6
molekuldja elvileg képes lehet H-hid kotés kialakitasdra az Alall7 karboxil csoportjdval, mig a
mannohex6z esetében az M6 cukor helyzete ezt nem teszi lehetové. Ezek alapjan nehéz
megmagyardzni, hogy miért négyszer akkora mégis a cellohex6z (K,~10.1 x 10° M) affinitdsa a
CBM?29-2 fehérjéhez, mint a mannohex6z esetében mért érték (K,~2.5 x 10° M'l). Bar a kiilonbség
nem jelentds, a szerkezet és a potencidlis hidrogénhidak alapjdn a mannohex6z er6sebb kotddését
varnank, amit hosszabb, mannéz alegységeket tartalmazdé szubsztratok esetében (karob-
galaktomannén (K,~19.9 x 10> M™)) meg is kapunk.

A korébbi ITC vizsgalatok alapjan a mannohex6z kotése sordn felszabadulé hé (AH=-8.77 kcal/M)
nagyobb, mint a cellohexoznal (AH’=-7.62 kcal/M) mért érték (2.4.3.8. abra). A kotési izoterma
kezdeti novekedését mutatd K, érték (affinitds) azonban a mannohexdz esetében 2.5 x 10° M'l, ami
koriilbeliil négyszer kisebb mint a cellohex6zé (10.1 x 10° M. Az RTInK,= AG°=AH°-TAS®
egyenlet alapjdn az entrdpia valtozas, azaz a mannohex6z molekula ,,szabadsdga”, a reakci6 sordn
nagyobb mértékben csokken (TAS°=-4.14 kcal/M) mint a cellohex6zé (TAS°=-2.16 kcal/M). A
tobbi tesztelt szubsztrat (M6, G6, HEC, Gal-Mannan, Glu-manndn: Konjac glilkomannan) TAS® és
AH" értékei linedris kapcsolatot mutatnak az In(K,), és igy a AG® értékekkel, mig a M6 nem illik
bele ebbe a linedris kapcsolatba, azaz a mannohex6z molekula kotési affinitdsa valamiért jelentOsen
kiilonbozik a vart értéktdl (K,=16.05 x 10> M™"). Az ITC adatok alapjdn ez a mannohex6z molekula
“kimerevitésének” relative nagy energiaigénye miatt van igy, amit egyenlOre nem tudunk
megmagyarazni, de hosszabb manndéz polimer esetében (Glu-mannén) a linedris trend érvényesiil. A
hosszabb szubsztrdt kotése mindig nagyobb K, értéket eredményez, hiszen a kotd arkot éppen
megtoltd szubsztrat valdszinlileg tobb kotés-leszakadds utdn taldlja meg az energetikailag
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legstabilabb kotési poziciot (hogy minden kotdhely ki legyen toltve), mig a hosszabb szubsztratok
esetében barhol kezdddik meg a kotés, mindig rendelkezésre all annyi tovabbi cukor alegység, ami
a még lres kotohelyeket kitolti. Ha a szubsztrat az adott pozicidban a kotést lehetetlenné tevo
oldallanccal rendelkezik, akkor ennek a szubsztritnak a megkotése hasonléva vélik egy, a
kotohelyeket éppen kitoltd oligoszacharid kotéséhez, hiszen a CBM a szubsztritot tobbszor
megkotve-elengedve “keresi meg” a kotésre alkalmas oldallanc nélkiili részét a polimer lancnak. A
HEC és a galaktomanndn olyan oldallancokat is tartalmaz, ami lehetetlenné teszi az adott
poziciokban a polimer molekula és a kotd fehérje kozotti kotés kialakuldsat, igy a HEC K, értéke
alig haladja meg a cellohex6z K, értékét a cellopent6zhoz viszonyitva, és ha a mannohex6z
idealizalt kotését vessziik figyelembe, akkor a galaktomanndn alig haladja meg a CBM29-2 fehérje
idedlis mannohex6zhoz valé affinitist. Az oldallinc nélkiili glikomanndnhoz vald,
nagysagrendekkel magasabb affinitds ezért az oldallaincok hidnyéval, és az egyszer mar kialakult
részleges kotés mindenkori gyors stabilizdldsaval részben megmagyarazhato.

A potencidlis H hid képz6 képesség alapjan a mdasodik, a negyedik és az o6todik poziciéban a
manndz (m) a preferdlt, az els6 és a harmadik poziciéban a H hid kialakulési lehetdsége alapjén
nincs kiillonbség a mann6z/gliik6z preferencidban, a hatodik pozicié pedig a gliikkéz (G) szdmdara
nydjt egy lehetséges H hid kotést. Az elsd pozicioban a Trp23 alakit ki hidroféb stacking
kolcsonhatést az adott cukormolekuldval, ami a gliikéz esetében egy energetikailag kedvez6tlenebb
kad, mannoz esetében pedig egy kedvezdbb szék konformacidju cukormolekula megkotését jelenti.
Ez alapjan feltételezhetd, hogy az els6 pozicidban is a mannéz a preferdlt cukor. Ez alapjan a M M
mindegy M M G cukorsorrend lenne az idedlis, ami elég jol illeszkedik a konjac-glikkomannén
atlagos, M:G 60%:40%, szerkezetéhez (MEGAZYME). A CBM29-2 idltal kotott G6 molekuldban a
G3-G4, a G4-GS5 és a G5-G6 gliikkézmolekuldk kozott, az M6 esetében az M1-M2, az M3-M4, az
M4-MS5 és M5-M6 mann6z molekuldk kozott lehet intermolekularis H kotés. Ez azt jelentheti, hogy
az M1-M2-mindegy-M/G4-M/G5-M/G6 az idedlis szubsztrat molekula, ami tovidbb magyardzhatja
a gliikézt és manndzt egyardnt tartalmazé konjac-glikomanndn magasabb affinitdsit a CBM29-2
fehérjéhez. Igy az inter- és intramolekuldris H hidak
alapjan az idedlis szubsztrat: MMXMMG.

A CelC fehérje két szénhidrat kotd moduljdban a
Lys73 (VKI/V), az Arglll (FDRI) a GInll5
(QDA/GPA/G) és az Alall7 (QDA/GPA)
aminosavak kornyezetiikkel egyiitt konzervalddott,
hasonléan a hidroféb  stacking kolcsonhatds
kialakitdsdban szerepet jatszé Trp23, Trp25 és Tyrd5
aminosavakhoz (2.4.3.9. abra). A szubsztrat kotésben
résztvevd aminosavak mindkét modulbeli konzervalt
jelenléte tovabb erdsiti az adott aminosavak szerepét a
kolesOnhatasban, hiszen mindkét modul (CBM29-1,
CBM?29-2) hasonl6 szubsztratspecifikussdggal
rendelkezik, csak a kotési affinitasok térnek el 2.4.3.9. abra. A CelC fehérje két moduljanak
egymdstSl. A modellel nem tudjuk megmagyardzni az (CBM29-1/CBM29-2) szerkezeti eltérése
eltéré affinitast, hiszen a szubsztrat kotéséért felelgs  Pomoldgia modell zg%?/?;élga: CBM29-1; cidn:
aminosavak a Glu77 kivételével mind jelen vannak. A )

szubsztrat kotd zseb kialakitdsban a CBM29-2 fehérje Ser79 aminosav helyett a CBM29-1
molekuldban a nagyobb Tyr83, és a H hidak kialakitdsdban is feltehetden résztvevd CBM29-2
Glu77 helyett a joval hosszabb oldalldncti Arg81 taldlhat6. Ezek a nagyobb térkitoltésti aminosavak
nehezithetik a szubsztrat kotését, és ezért csokkenthetik a CBM?29-1 molekula affinitasat az adott
szubsztratokhoz.

Osszefoglalva: A tobbféle oldhaté szubsztrat kotésére képes CBM29-2 modult kristalyositottuk és
térszerkezetét meghataroztuk. A szerkezetiikben kiilonb6zd szubsztratok kotésben résztvevd
aminosavak egyértelmil azonositdsdhoz a CBM29-2 modult mannohex6z és cellohexdz jelenlétében
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is kristélyositottuk. A gliik6z és a manndz alegységek és a szubsztrit kotésben résztvevd
aminosavak kozotti kapcsolat alapjan meghataroztuk az elméletileg idedlis szubsztrat szerkezetét,
amely lényegében megegyezett az ITC vizsgélatok alapjan a CBM29-2 modulhoz legerdsebben
kotédd konjack gliikomanndn szerkezetével. A homogén egységekbdl felépiilé vizsgélt cukor
polimerek koziil a CBM-29-2 szubsztrit k6td modulhoz a mannohex6z kotddott a leggyengébben, a
cellopentdz, cellohexéz és a HEC a polimer tagszamétdl fiiggden egyre nagyobb affinitdst mutatott.
A mannohexdz alacsony kotési affinitdsat nem tudtuk megindokolni, mivel a nagyobb tagszdmu
carob-galaktomanndn a szubsztrat koto régid térszerkezetébdl kovetkezden erdsebben kotddott mint
a gliik6z elegységekbdl felépiilo HEC. A 37 %-ban hasonld, de oldhatd szubsztratokkal szemben
kisebb kotési affinitdst mutaté CBM29-1 molekula szubsztrat kotd arka néhany fontosnak latszo
pozicidéban nagyobb térkitdltésii aminosavakat tartalmaz. Feltételezésiink szerint ez a CBM 29-2 és
CBM29-1 modulok eltérd szubsztrat kotd képességének az oka.

Tovabbi részletek:

Szabo L, Charnock SJ, Freelove A, Bolam DN, Davies G, Hilbert HJ (2001) Structure of a Novel
Carbohydrate Binding Module from Piromyces equi, 4th Carbohydrate bioengineering meeting,
Stockholm 10-13 June, Poster No105
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2.4.4. Az X4 modul kristalyositasa (esettanulmany)

A P. fluorescens mannandz X enzimje egy 5-0s és egy 10-es csalddba tartoz6 szénhidrat koto
doménbdl, egy X-es

1000 2000 3000 aa P h L
. | . | ) | csaladba tartozé mannanaz
. s ManX katalitikus doménbol, és
,,,,,, i egy ismeretlen funkciéju
— H | P
(X4) doménbdl épiil fel
vV X X4 CD (2.4.4.1. abra) (Hogg et

2.4.4.1. abra. A P. ﬂuoresgens ms.i.nnanéz X doménszer'k'ezete. V: 5-0s csglédba X:10- al. 2001).
es csalddba tartoz6 szénhidrit koté domén; CD: katalitikus domén; X4: ismeretlen .. .
funkci6ji domén A katalitikus  domént
illetve az 5-0s és 10-es
csaladba tartoz6 szénhidrat kotd modulokat mas enzimek esetében madr részletesen vizsgéltdk. Ezért
célunk az volt, hogy jellemezziik az ismeretlen funkci6ji X4 domént.
Kiilonb6zo szubsztratok jelenlétében végzett affinitds PAGE vizsgalatok azt mutattdk, hogy az X4
domén manndnt illetve tobb manndz egységet tartalmazé szénhidratok megkotésére képes (Hogg et
al. 2001). ITC vizsgédlatok alapjan megallapitottdk, hogy a mann6z polimer tagszamdnak 6 folé
novelése nem okoz kotési affinitds novekedést, mig 6 ald csokkentése kimutathatéan mérsékli a
szubsztrat kotés erésségét (Pell, nem publikalt). Ezek alapjan az X4 modul egy oligo-mannéz kotd
modul, melynek szubsztrat koté helye maximum 6 manndz egység megkotésére képes. Mivel az X4
modul nem mutat jelentds szekvencia hasonldsagot ismert térszerkezetli modulokkal, és egyetlen
manndz koté modul 3D szerkezete sem 4ll rendelkezésre, megkiséreltiik a domén 3D térszerkezetét
rontgen diffrakcidés modszer segitségével meghatdrozni és a mann6z polimer kotésében résztvevo
aminosavakat azonositani. A térszerkezet meghatarozashoz a fehérjét nagy mennyiségben kellett

expresszalni, majd
tisztitani és

66 => 1 B. kristalyositani.
A katalitikus és az X4
45 == modul kozott nem volt
36 = egyértelmii linker
22 = — szekvencia, igy
C. elséként az X4 modul
=N . C-termindlisdt
14 => . azonositottuk mas
linker szekvencidkkal
o o elvélasztott X4
2.4.4.2. dbra. Az X4 modul tisztitisa CFE-b6l. A: M: SDS-PAGE marker; 1: CFE; 2: mOdu.l.Okkal t(zrfeno
TALON his affinitds kromatografia utdn; 3: ion-cserés kromatogréfia utdn; 4: gél . Gsszehasonlitdsok
filtrdci6 utdn. B: ion-cserélé kromatogram; C: gél filtracié kromatogram. (B,C részdbra: alapjan. Az igy
bal oldali tengely: eludtum A,g, elnyelés véltozasa, jobb oldali tengely: sékoncentracié  behatarolt X4 modult
valtozdsa) pET21a vektor Ndel-
Xhol helyére

klénoztuk, és az igy kapott C-termindlis His tag fizids fehérjét (X4h) E. coli Jm83(DE3) torzsben
expresszaltattuk, his-affinitds kromatografidval, ion-cseréld kromatografidval majd gélsziiréssel
homogenitasig tisztitottuk. Bar a denaturdlé koriilmények kozott végzett fehérje gélelektroforézis
(2.4.4.2. abra) mar az ion-cserélé kromatografia utdn homogén fehérjét mutatott, a gélsziirés
kromatogramja alapjdn a minta nem volt teljesen homogén. A gélszilirés sordn Osszegyljtott,
megfeleld frakcidkat betoményitettiik, és megkiséreltiik kikristalyositani. A Marek’s simple screen-
jének 10-es (1 M KH,PO4) majd par nap elteltével 4-es (0,5 M KH,POy) koriilményei kozott, a
fényt kristalyszertien polarizdlé képzédmények jelentek meg (2.4.4.3. abra/l kép). Azonban sem a
KH,PO, koncentricidjdnak megvaltoztatidsa, sem mds foszfatokra valé cserélése nem
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eredményezett rontgendiffrakcidhoz hasznalhaté kristalyokat, csak fonalszerli, néhdny molekula
vastag és széles, de hosszu, kristalyszertien fénytoré formatumot. Feltételeztiik, hogy az X4 domén
C-terminalisanak meghatdrozdsa nem volt megfeleld, igy egy olyan flexibilis régié maradt itt, ami a
His tag-gel kiegésziilve megakadélyozza a fehérjék kristalyracsba rendezddését. Ezért az X4 modult
ugy klonoztuk, hogy az N-termindlisara keriiljon a His tag, illetve eldallitottunk egy olyan verzidt is
ahol a korabbiakhoz képest az utolsé 8 aminosav hidnyzott. A roviditett verzié azonban inclusion-
body-ban expresszdlddott, ami alapjan feltételeztiik, hogy az X4 modul folding-ja szempontjabdl
valészintileg sziikség van erre az utols6 8 vagy ennél kevesebb aminosavra is. Az N-termindlis His
tag fiziés X4 modult (hX4) expresszéltattuk, kitisztitottuk és megkiséreltiik kristdlyositani. A
fehérje a Hampton Research PEG-ion screen-jének 45 (0,2 M litium-citrat, 20 % w/v PEG3350) és
46-os (0,2 M natrium-citrat, 20 % w/v PEG3350) kondicigjdban vékony, hosszi tliszerli
kristdlyokat eredményezett (2.4.4.3. abra/2. és 3. kép). Bar az eldrelépés latvanyos volt, a vékony,
tliszerli kristdlyok rontgendiffrakcids szerkezet meghatdrozdsra alkalmatlanok. A 46-os kondicié
koriili grid-screen nem hozott elérelépést, bar a NaCitrat koncentracidjanak 0,3 M-ra emelése
(2.4.4.3. abra/6. kép) rovidebb, de vastagabb tlszerli képzédményeket eredményezett. A ti
kristalyszerkezeti szempontbdl egydimenzids, hiszen csak egy irdnyban van jelentds kiterjedése. Ez
azt jelenti, hogy a fehérjemolekuldk csak egyik oldalukkal kapcsolédnak optimdlisan. Egyik
lehetdség ahhoz, hogy a kapcsolddads a tér mindharom irdnydba ismételhetden j6 legyen, a flexibilis
fehérjemolekula kimerevitése lehet. A szénhidrat k6td domének esetében ennek a legegyszeriibb
modja a szubsztrat jelenlétében torténd kristalyositds. A Hampton-Reserach PEG-ion screenjének
46-0s kondicidjdban megpréobaltuk a fehérje kristalyositdst mannohex6z (M6) és mannopent6z
(M5) jelenlétében is (2.4.4.3. abra/4. és 5. kép). A kristalyok vastagabbak lettek, de még mindig tdl
vékonyak a rontgendiffrakcids szerkezet meghatdrozdshoz. A teljes Hampton screen-t és a
Hampton-research PEG-ion screen-t megismételtik 10 mM mannohex6z illetve 10 mM
mannopentdz jelenlétében. 10 mM mannohexdz jelenlétében a PEG-ion screen 31-es (0,2 M Litium
szulfat monohidrat, 20 % v/w PEG3350) a 32-es (magnéziumszulfat heptahidrat, 20 % v/w
PEG3350), a 43-as (0,2 M aménium dihidrogén foszfat, 20 % v/w PEG3350), és a Hampton screen
36 (0.1 M TrisHCI és 8 % v/w PEG8k) kondiciok (2.4.4.3. abra/7., 8., 9. és 10. kép)
eredményeztek kristaly-szerli képzodményeket. A PEG-ion 31-es és a 32-es kondici6ban kapott
kristalyok tiiszertiek voltak, €s nem jobbak, mint az eddigiek, a PEG-ion 43-as és a Hampton screen
36-os kondicioban pedig tollszeri kristdlyok képzddtek. Ez az eldgazd forma dltaldban a
kristalyositds zsdkutcdjat jelenti, optimalizdldsdara az esetek dontd tobbségében nincs mdd.
Mannopentéz jelenlétében az elobb felsoroltakhoz hasonlatos, térszerkezet meghatarozasra
ugyancsak alkalmatlan kristalyok képzddtek. Ezek alapjan tigy tlint, hogy a szubsztrét jelenlétében
torténo kristalyositds okoz véltozast, de nem vezet eredményre. A szubsztrat nélkiili kristalyositasok
ellendrzései sordn kb. 1-1.5 hoénap alatt a Hampton screen 36-os (0.1 M TrisHCI és 8 % v/w
PEGS8k) kondiciéjaban minden eddiginél vastagabb, bir még mindig tliszerii kristalyok képzddését
figyeltiik meg (2.4.4.3. abra/l1. kép és kinagyitva 12. kép). A kristdlyok méretiiknél fogva nem
voltak optimdlisak a szerkezet meghatarozdshoz, és nagyon koriilményes volt a rontgendiffrakcios
berendezésre valé felhelyezésiik is, gyengén ugyan, de mar 2.5 A-mel diffraktdltak. A kiinduldsi
kondicié véltoztatdsa nem hozott 4ttord, latvanyos eredményt, igy tovabb probalkoztunk. A
Hampton screen 24-es (0.2 M CaCl,x2H,0 és 0.1 M Na-acetat pH=4,6 és 20 % izo-propanol)
kondicigjaban aprd, de a tiitdl eltérd kristalyok jelentek meg, amit azonban ilyen feltételek mellett
nem tudtunk tobbet reprodukdlni. A kondicié koré szervezett grid-screen-ben csak akkor lattunk
Ujra kristdlyokat, ha nem volt benne izo-propanol, és a CaCl, koncentraciéja 0,6 M-nél nagyobb
volt (2.4.4.3. abra/13. kép). Ezek a kristalyok igazi, a tér minden irdnyéba kiterjed6 paraméterekkel
rendelkeztek, de nem voltak szinguldrisak, azaz szinte lehetetlen volt az Osszetapadt kristdlyokat
egymastdl izoldlni. Annak bizonyitdsara, hogy nem egyszeriien CaCl, kristdlyokrél van sz6, egy
nagyon apré darabot izoldltunk, ami méretéhez képest j6l kb. 2 A-mel diffraktalt. A
rontgendiffrakciés szerkezet meghatarozashoz azonban az az elényos, ha a kristdly nagy, igy erésen
diffraktdl, azaz a diffrakciés mintdzat pontjai rovid expoziciés id0 utdn is egyértelmiien
azonosithaték. Ezért megprébaltunk még vastagabb kristadlyokat eldéllitani. Mivel a tér minden
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iranyaba hasznalhaté kiterjedéssel rendelkezé kristalyok csak Ca™ koncentricié jelenlétében
képzddtek, és tobb enzim csak Ca®* jelenlétében stabil, illetve rendelkezik aktiv, j61 meghatdrozott
szerkezettel (Johnson et al. 1998; Charnock et al. 1999; Shimon et al. 2000; Hachem et al.
2000), megkiséreltiik a kristalyositdst minden rendelkezésiinkre all6 kondiciéban, 10 mM Ca**
jelenlétében megismételni. Ez a probalkozas azonban csak a korabbiakhoz hasonlé vékony, tiiszert,
haszndlhatatlan kristalyokat eredményezett.

Idékozben kideriilt, hogy az X4 modul -annak ellenére, hogy nincs rajta egyértelmiien azonosithaté
periplazmas szignal szekvencia- 95 %-ban a periplazmaban taldlhatd6 az E. coli JM83(DE3)
sejtekben. Ez azért eldonyos, mert a periplazma fehérjetartalma joval kisebb, mint a CFE
fehérjetartalma, igy

M 1 2 3 4 5 6 7 B akdr a his-tag nélkiili

(— fehérje is  mdr
=1, néhany tisztitdsi
45 => 1épés utan is
36 = kristalyositasra
32 g — alkalmasan, tisztdn
- C izolalhat6. Mivel az

0= ' v X4 modulhoz
14 => i —AJ mesterségesen
R ] hozzdadott 7

A hisztidinbél 4116

2.4.4.4. dbra. A his-tag nélkiili X4 modul tisztitdsa a periplazmabdl. A: M: SDS-PAGE fazids peptid

marker; 1: periplazma; 2-6 ioncseréld kromatografia frakciok 7: gélfiltracié utdn;. B:
ion-cseréld kromatogram; C: gél filtracié kromatogram. (B,C részdbra: bal oldali tengely: )
eludtum A elnyelés valtozdsa, jobb oldali tengely: sékoncentréci6 valtozédsa) periplazméabol
torténd  tisztitdsnal
kikiiszobolhetd (hiszen a periplazma méar eleve kisebb mennyiségben tartalmaz szennyezd
fehérjéket), feltételeztiik, hogy egy kevésbé flexibilis fehérjét kapunk, ami szerencsés esetben
nagyobb hajlandésagot mutat majd a kristalyosodashoz. Ezért az X4 modult His tag nélkiil pET21a
vektorba klénoztuk és expresszaltattuk, majd a periplazmabdl ion-cserélé kromatografidval és
gélsziiréssel kitisztitottuk (2.4.4.4. abra). Az immdaron minden mesterséges peptidrésztdl mentes X4
modul kristdlyositisa sem Ca®* jelenlétében, sem Ca®* hidnydban, egyik tesztelt kristdlyositdsi
kortilmény kozott sem hozott a hasznalhatatlan tiiszeri kristalyoktol eltér6 formét. A 0,6 M-os
CaCl,; jelenlétében ugyanigy viselkedett mint az N-termindlis his-tag-et tartalmaz6é X4 modul. Ezek
alapjan valdszinlisithetd, hogy az X4 modul 6nmagédban is nagyon mozgékony, és csak a C-
termindlis his-tag jelenléte okoz tovabbi flexibilitds novekedést, azaz a his-tag eliminédldsa ennél a
fehérjénél nem befolydsolta a fehérje kristalyosithatosagat.
A 0,6 M os CaCl, jelenlétében képzodott, osszetapadd (2.4.4.3. abra/l13 kép) kristalyok nem
optimalisak a rontgen diffrakcids szerkezet-meghatarozdsra. Ehhez nagy €s egyediildllo kristalyra
van sziikség. Mivel a His tag elimindldsa nem okozott véltozast, ezért a konnyebben izoldlhaté N-
termindlis His tag-et tartalmazé hX4 modullal dolgoztunk tovdbb. Az 1 M-os CaCl, és kiilonb6z0
koncentraciéju etilénglikol illetve DMF, vagy DMSO jelenlétében megismételtiik a kristalyositast.
Az 1 M CaCl,-ot és 10% DMF-et tartalmazé kondicié nagy és szépen formélddott kristdlyokat
(2.4.4.3 abra/14. kép) eredményezett, melyek kb. 2 A-mel diffraktaltak. A kristalyok szerkezet
meghatarozasa elkezdddott.

fragment  jelenléte

Osszefoglalva: A PfManl0 enzim mannéz kotd X4 modul térszerkezetének meghatirozdsihoz
probaltunk a fehérjébdl szerkezet meghatdrozasra alkalmas kristdlyt eldéllitani. Az Onalléan
expresszéilt X4 modult N- és C-termindlis His taggal, His tag nélkiil periplazmabdl izolélva,
tobbféle szubsztrat jelenlétében és hidnydban tobbféle screen-en megprébaltuk kristalyositani.
Hosszas probdlkozés és optimalizdldsok sora utdn a az 1 M CaCl,y-ot, 10 % DMF-et tartalmaz6
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kondicié eredményezett rontgendiffrakcids szerkezet meghatdrozasra alkalmasnak tiind fehérje
kristalyt, melynek szerkezet meghatdrozasa elkezddott.

2.4.4.3. kép. A ManXX4 domén kristédlyositasa. 1: Marek’s simple screen 4; 2: Hamton Research PEG/Ion 45; 3: Hamton
Research PEG/Ion 46; 4: Hamton Research PEG/Ion 46+M6; 5: Hamton Research PEG/Ion 46+M35; 6: Hamton Research
PEG/Ion 46+0.1 M NaCitrat; 7: Hamton Research PEG/Ion 31; 8: Hamton Research PEG/Ion 32; 9: Hamton Research
PEG/Ion 43; 10: Hamton Screen 36+M6; 11: Hamton Screen 36 5x; 12: Hamton Screen 36 10x; 13: 1 M CaCl,; 14: 1 M
CaCl,+10% DMF
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2.5. Uj eredmények 6sszefoglaldsa

Azonositotuk a Pseudomonas fluorscens Xynl0A fehérje CBM10 oldhatatlan celluléz kot
moduljdnak szubsztrat kotésben fontos aminosavait helyspecifikus mutagenezis és a felszini
triptofanok NBS-el torténd reakcidja alapjan;

Meghataroztuk a Pseudomonas fluorscens XylF fehérje CBMI15 xyl6z kotd doménjének
xylohex6zzal alkotott komplexének térszerkezetét;

Meghataroztuk a Piromyces equi CelC fehérje CBM29-2 cellul6z kotd doménjének a
mannohexdzzal és cellohexdzzal 1étesitett komplexének a térszerkezetét, és ez alapjan
leirtuk az ideélis szubsztrat szerkezetét.

80



2.6. Osszefoglalds

A novényi sejtfalbontasban résztvevd enzimek gyakran tartalmaznak olyan modult is, mely foként
oldhatatlan szubsztratokkal szemben jelentOsen fokozzdk az enzimek hatékonysdgat. A szubsztrat
kotd modulok miikodési mechanizmusdanak megértése elengedhetetlen a novényi eredetli szerves
hulladékok bio-iizemanyagga torténd atalakitdsdnak hatékonyabba tételéhez.

Célunk volt kiilonb6zd kotd domének szubsztrat kdtésében résztvevd aminosavainak azonositasa és
a domén miikodési mechanizmuséanak feltardsa.

A CBMIO oldhatatlan celluldzt kot6 modul szubsztrit kotésben fontos aromds aminosavait hely-
specifikus mutagenezissel azonositottuk. A CBM10 csaldd més tagjaiban is konzervalédott aromas
aminosavak alaninra cserélése a W7A, W22A, W24A ¢és Y8A muticiok esetében jelentdsen
csokkentették a katalitikus doménnel egyiitt expresszalt modul cellul6zkotd képességét, mig az
Y2A mutéicié nem befolyasolta azt. A katalitikus domént nem tartalmazé W7A mutdns azonban
nem expresszalodott E. coli-ban ami arra utal, hogy a W7 a domén belsejében van, igy a modul
szerkezetének fenntartdsdban vesz részt. NBS (N-bromo-succinamide) segitségével meghataroztuk,
hogy héany cellul6z kotésére képes triptofan van a CBM10 modul felszinén denaturdld és nativ
koriilmények kozott. Denaturdlé koriilmények kozott a vad tipusi CBM10 modul mindhdrom, még
nativ koriilmények kozott csak két triptofanja, a W22A és a W24 A mutansok két triptonfanja koziil
nativ koriilmények kozott pedig csak egy-egy triptofan reagdlt az NBS-sel. Ezek alapjan az 5
konzervalddott aromas oldallancd aminosav koziil csak az Y8, W22 és W24 aminosavak vesznek
részt a cellulézkotésben. Ezt az kovetkeztetést a CBM 10 modul idokozben NMR-rel megfejtett 3D
szerkezete is alatdmasztotta.

A kotésben résztvevd aminosavak feltérképezésének madsik médja a domének térszerkezetének
meghatdrozasa. Ehhez azonban vagy olyan fehérje kristidlyra van sziikség amely tartalmaz olyan
ionokat, melyek segitségével a szerkezet megfejtéséhez sziikséges kezdeti diffrakcids fazisok
meghatdrozhatok vagy olyan ismert szerkezetli fuzids fehérjével egyiitt kell az adott domént
kristalyositani amibdl a sziikséges fdzis informdacié kinyerhetd. A P. fluorescens XynlOF enzim
ismeretlen szerkezeti xyl6z kotd CBMI15 moduljat ismert szerkezethez 60%-os hasonldsdgot
mutatd katalitikus doménjével egyiitt expresszaltattuk, kitisztitottuk, kristalyositottuk. A hasonl6
PsXynl0A ismert szerkezete alapjan el0szor a katalitikus domén szerkezet azonositdsa tortént meg.
A katalitikus modul fazisainak felhasznaldsaval azonban a katalitikus doménhez kapcsol6do, xylan
kot modul szerkezetének csak 30 %-at lehetett felépiteni. A CBM-15 meghatarozott 3D szerkezete
azonban elégnek bizonyult az Oonmagdban expresszélt és xylohex6z jelenlétében kristdlyositott
CBM15 teljes szerkezetének megfejtéséhez. A szubsztritot is tartalmazé CBM15 modulban el6szor
valt lathatovd négy xyloz alegység eddig csak modellekbdl ismert csavarodott szerkezete.
Meghataroztuk a CBM15 modul szubsztrat kotésben résztvevd aminosavakat, és magyarazatot
talaltunk arra, hogy miért képes a modul az oldalldncokat is tartalmazé xylanok kotésére is.
Eléfordul, hogy a vizsgélat targyat képzd fehérje nem mutat szignifikdns hasonlésagot semmilyen
mds kordbban leirt fehérjével. Ilyenkor a szerkezet és funkcié megértésének leggyorsabb és
legegyszeribb mddja a vizsgdlt fehérje szubsztrat jelenlétében vald kristalyositdsa és
térszerkezetének meghatdrozdsa. A tobbféle oldhaté szubsztrat kotésére képes CBM29-2 modul
térszerkezetét mannohexdz és cellohexdz jelenlétében is meghatdroztuk. A gliik6z és a manndz
alegységek és a szubsztrat kotésben résztvevo aminosavak kozotti kapcsolat alapjan meghataroztuk
az elméletileg idedlis szubsztrat szerkezetét, amely lényegében megegyezett az ITC vizsgalatok
alapjdn a CBM29-2 modulhoz legerésebben k&tddd konjack glikomannén szerkezetével. A 37 %-
ban hasonld, de oldhat6 szubsztrdtokkal szemben kisebb kotési affinitdst mutat6 CBM29-1
molekula szubsztrat kotd drka néhdny fontosnak latszé poziciéban nagyobb térkitoltésii
aminosavakat tartalmaz. Feltételezésiink szerint ez a CBM 29-2 és CBM29-1 modulok eltérd
szubsztrat koté képességének az oka.
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2.6.1. Summary

Plant cell wall degrading enzymes often contains modules which greatly enhances the enzyme
activity on insoluble substrates. The understanding of the mechanism of these substrate binding
modules is preliminary requirement for efficient plant wall degradation for cost effective bio fuel
production.

The main aim of this work was to determine the amino acids participating in the substrate binding
and understand how modules can bind different substrates.

Aromatic amino acids involved in the insoluble cellulose binding were identified by site specific
mutagenesis in the case of CBM10. Conserved amino acids of the CBM10 family were replaced
with alanine one by one. While mutations W7A, W22A, W24A and Y8A abolished, the Y2A
mutation did not influence the cellulose binding ability of the catalytic module fused family 10
CBD. In contrary the standalone W7A CBM could not be expressed in E. coli which suggested that
the W7 is required for maintaining the correct 3D structure of the module. NBS (N-bromo-
succinamide) was used to determine the number of surface tryptophans potentially participating in
the substrate binding. Under denaturing conditions three, under native conditions only two
tryptophans reacted with NBS of the wild type CBM10 module. In the case of W22A and W24A
mutants under native conditions only one tryptophan showed reaction with NBS. Based on these
results out of the 5 conserved aromatic amino acids of the CBM10 family only Y8, W22 and W24
participates in the substrate binding. These results were confirmed by NMR structure of the wild
type CBM10.

The other way to identify amino acids participating in ligand binding is to determine the 3D
structure of the binding module. Unfortunately this requires either protein crystals with heavy metal
ion or co-crystallization with known structure protein for the initial phase determination.

The PsXynlOF catalytic module with its fused CBM-15 module was expressed, purified and
crystallized. First, the structure of the catalytic module was determined using the already available
3D structure of the 60 % homologous PsXynlOA. Although determination of the whole 3D
structure of the CBM-15 module failed, one third of its structure could be built up using the phases
of the catalytic module. Nevertheless this piece of 3D structure proved to be enough to determine
the whole structure of the standalone crystallized CBM-15 in the presence of xylohexose. This was
the first time when the forecasted turning structure of xylose become visible. Amino acids
important in the substrate binding were determined which offered explanation also for the
substituted xylane binding ability of the CBM-15 module.

When the investigated module does not show any homology with earlier characterized modules the
easiest way of information collection is to determine the 3D structure of the module in the presence
of its substrates. The structure of the multi-substrate binding CBM-29-2 module was determined in
the presence of mannohexose and cellohexose respectively. Based on the “style” of glucose and
mannose binding the optimal substrate composition was determined and was found to be very close
to the most optimal substrate structure (konjack glucomannan) based on the ITC results. The 37%
homology CBM?29-1 module is less effective against soluble substrates. Based on homology
modeling it was found that in the substrate binding grove it contains more space filling amino acids
which could be the reason of the different substrate binding ability of the CBM-29-1 and CBM-29-s
modules.
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