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Eloszo

A dolgozat egy angliai, majdnem 2 éves tanulmanyutnak kdszonhetoen két részbdl épiil fel. Az elsd
rész a bacitracin peptid-antibiotikum szintézisben esszencidlis tioészterdz enzim klonozdsat és
funkcidjanak azonositdsat taglalja. A mdsodik rész az Anglidban végzett, novényi sejtfalbontd
enzimek vizsgélataval kapcsolatos eredmények rovid osszefoglaldja.

A dolgozatban 6sszefoglalt munka €s eredmények az 1997-2001 idészakban sziilettek és a dolgozat
eredeti verzi6ja 2001-ben késziilt el. Hosszu id6t fidkban t61tott, majd néhany formai véaltozas utdn
2006-ban nyerte el végleges formdjat. Ezért az irodalom feldolgozas és az eredmények masok
eredményeivel val6 dsszehasonlitdsa is a 2001-ig terjedd idoszakot oleli fel.

1. A tioészteraz gén szerepének vizsgalata a bacitracin bioszintézisben

1.1. A munka el6zményei, a kitiizétt célok

A molekularis moédszerek robbandsszeri fejlédése atalakitotta a gydgyszer hatéanyag keresés
menetét. A kordbbi véletlenszerli prébalgatast felvaltotta egy raciondlisabb, a kivalté ok
megsziintetését célzé eljards bevezetése. El0szor azonositjdk a korkép okdnak molekuléris
mechanizmusét, majd keresik azokat a ,,molekuldkat”, amelyek képesek a kivalté ok (patogén
organizmus, enzim vagy regulitor nem megfeleld, vagy tdlzott expresszidja) célzott
megsziintetésére nagy dateresztOképességli vizsgdld rendszerekben (HTS: high throughput
screening). Az igazi limitdciét ebben az eljardsban a rendelkezésre allo, tesztelhetd ,,molekuldk”
szdma hatdrozza meg.

Nagyon sok olyan kémiai szerkezet 1étezik, amelynek megfeleld, tesztelhetdé mennyiségben torténd
elddllitasa szintetikus tton nehézkes vagy lehetetlen (nagy molekulatomeg, sok kirdlis centrum
stb.), bioldgia tton azonban elééllithaté megfeleld baktérium vagy gomba torzs segitségével. Ide
tartoznak a kiilonboz0 peptid, illetve poliketid szerkezetek is. Ahhoz, hogy a mikroorganizmusokkal
a tesztelendd molekuldk minél szélesebb palettdjat eldallithassuk, ismerniink kell ezen molekuldk
szintézisének madjdt és a bioszintézisben esszencidlis enzim komponenseket.

A bacitracin egy peptid antibiotikum, melynek szintézise nem riboszémakon, hanem peptid
szintetdzon torténik a nem-riboszémalis peptidszintézis (NRPS) folyamatidban. Az aminosavakat
0sszeépitd szintetdz milkodésének feltardsa mar nagyrészt megtortént, mig a peptid szintézisben
esszencialis egyéb enzimek vizsgélata jelenleg is folyik.

Munkénk sordn a bacitracin szintetdzt kédolé DNS fragment kornyezetében kodolt, a nem-
riboszomdlis peptidszintézisben fontos, de még nem jellemzett enzim lokalizaldsit €s szerepének
meghatdrozasat tiiztiik ki célul.

1.2. Az irodalom attekintése

A Dbacitracin peptidantibiotikumot sokdig hozamfokozé takarmény-kiegészitd komponensként
hasznaltdk, a hozamfokoz6 antibiotikumok betiltdsa utdn human felhasznaldsa kapott teret.

A tobb komponensbdl 4ll6 bacitracin peptidantibiotikum keveréket a Bacillus licheniformis sejtek a
stacioner fazis kezdetén szintetizaljak. A kémiailag jol jellemzett, 12 aminosavbdl all6 bacitracin
peptidantibiotikum szintézise egy 3 alegységbdl felépiilé multienzim komplexen, a bacitracin
szintetdzon tobb mint 6tven lépésben megy végbe (Laland és Zimmer, 1973)

1.2.1. Peptid bioszintézis multienzim komplexen

A nem-riboszomélis peptidszintézis folyamatidban az adott peptid minden aminosavdnak
beépitéséért egy-egy, 1000 aminosavbdl felépiilé6 modul felelds, ami a részfolyamatokat katalizald,
jol definialt funkciokkal rendelkezd, flexibilis linker régiokkal egymdshoz kapcsolt doménekre
bonthatd: adenilaciéos domén (A), peptid tarté domén (T: thioliation vagy PCP: peptidil carrier
protein), médositéo domén (M), és a kondenzaciés domén (C) (1.2.1.1. abra). A szintetizalt peptid
termék levélasztasat az esetek tobbségében a tioészteraz domén (TE) végzi. (Laland és Zimmer,
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1973; Aharonowitz et al. 1993; Stachelhaus és Marahiel, 1995a/b; Stein et al. 1996; Marahiel
et al. 1997; van Wageningen et al. 1998; Cane és Walsh, 1999).
Az adenildciéos domén a peptid termék adott pozicidba épitendd aminosavanak specifikus
felismeréséért és ATP jelenlétében torténd aciladenildt képzésért, azaz az aminosav specifikus
aktivalasaért felelds. A kiilonb6z0 eredetli adenilaciés doméneket hasonldsaguk, illetve a szubsztrit
kotd zseb tulajdonsiga €s mérete alapjan specifikussagi csoportokba osztottdk (Stachelhaus et al.
1999; Challis et al. 2000), igy az udjonnan azonositott adenildciés domének szubsztrat
specifikussdga nagy pontossaggal eldre jelezhetd.
Az adenilaciés domén 4ltal aktivalt aminosav a 60-80 aminosavbdl felépiild peptid-tarto domén 4°
foszfopantotén karjdhoz tioészter kotéssel kapcsolddik, és igy kovalensen kotddik az adott
modulhoz. A PCP domén funkcidja megegyezik az ACP (acyl carrier protein) domén zsirsav- €s
poliketid-bioszintézisben betoltott szerepével: a beépitendd, kovalensen kotott szubsztratot a soron
kovetkezd reakcidcentrumba tovéabbitja. A PCP domén kitiintetett
szerinjthez a 4’ foszfopantotén kart a 4’PP transzferdzok
kapcsoljadk CoA-SH felszabaduldsa kozben, ATP felhasznaldsdval
(Lambalot et al. 1996)
A modosito domén nem része a minimalis modulnak, azaz csak
azokban a modulokban van jelen, ahol az aminosav mddosul,
mieldtt beépiilne a szintetizdl6dd peptidlancba. Leggyakrabban
epimerizacid torténik, ami az adott aminosavat az L-formabdl D-
formdba alakitja. A cisztein és szerin vagy treonin oldalldncok
kozott kialakulé heterociklikus gytirti szintéziséért a heterociklaz
(HC) domén a felelés (Konz et al. 1997). Az eukariétikban az
amino csoport metildldsa a metildcios doménen megy végbe
(Zocher et al. 1986).
A kondenzdcios domén a peptidkotés kialakitdsdért felelds. A
peptidszintetdzok legels6é modulja nem tartalmaz kondenzécids
domént, ezek az inicidciés modulok. Az elongiciés modulok nem ——
képesek a peptidszintézis inicializdldsara, és mindaddig 4all a 1.2.1.1. dbra A nem-riboszémalis
peptidszintézis, amig a kondenz4ciés domén akceptor helyére nem peptidszintézis folyamata (dtvéve:
. o , . ., . Belshaw et al. 1999)
keriil az el6z6 modul 4ltal specifikusan aktivdlt aminosav
(Stachelhaus et al. 1998).
Az Osszes bakteridlis és néhdny gomba eredetli peptidszintetdz utolsé aminosav beépitéséért felelds
moduljanak C-termindlisdn egy 250 aminosavbdl allo, az elkésziilt peptidlanc 4’foszfopantotén
karrol torténd lehasaddsat katalizalo tioészterdz domén taldlhaté (Schneider és Marahiel, 1998;
Shaw-Reid et al. 1999).

(1) Loading-site

1.2.2. A bacitracin szintetaz

A Bacillus licheniformis sejtek a stacioner fazis kezdetén 12 aminosavbdl felépiild, tiazolin gytiriit
tartalmazo, eldgazo, ciklikus peptideket, bacitracint, édllitanak el6. A legnagyobb mennyiségben
termel6dé komponens a bacitracin A (1.2.2.1. abra). (Ikai et al. 1994; Morris, 1994; Siegel et al.
1994; Epperson és Ming, 2000). A minor komponensek az 1.2.2.1. abran X és Y jelzett
pozicidkban, illetve a tiazolin gylrii els6 aminosavédban térnek el egymadstol. A minor komponensek
koziil az amino-tiazolin gyurtt (1.2.2.1. abra A, B) tartalmazé Bacitracin A-E szerkezetek
bioldgiailag aktiv struktdrdkat takarnak, mig a keto-tiazolin gytrit (1.2.2.1. abra C, D) tartalmaz6
komponensek bioldgiailag inaktivak.

A dodekapeptidet tiotempldt mechanizmussal a 3 alegységbdl felépiild6 multienzim komplex, a
bacitracin szintetdz 4llitja eld. Bacitracin szintézisre képtelen Tn917PF1 transzpozonos mutdnsok
segitségével a szintetdz részleges fizikai térképét elkészitették (Pragai et al. 1994b), az
alegységeket kodol6 DNS fragmentet atiré promotert izolaltak, és a transzkripcié inicidcié pontos
helyét primer extenzidval meghataroztik (Pragai, nem publikalt).



A bacitracin szintetdz alegységeit kodol6 45 kb-os DNS fragmentet szekvendltdk (Konz et al. 1997)
(1.2.2.2. abra). A szintetdz alegységeit kodol6 DNS fragmenttdl (bacA, bacB, bacC) downstream
egy kétkomponensii reguldtor rendszer két elemét (bacR, bacS), ezektdl downstream pedig a

Bacitracin X Y 1. hely R .
A L-lle L-lle L-le A Do
X\ D-Asp
B, L-lle L-le L-Val B Dom._ _LAsn
B, L-val Llle L A e )
B; L-lle L-Val L-lle A Y éiﬁ;;;b;:pﬁ ;
D-Glu
gl ]_]:\Illal LL_\I]Iel i_xa} g L antibiotikum komplex
> -Ile -Va -Va eu
D; L-Val L-Val L-Ile A 0" Ng
E L-Val L-Val L-Val B
A CH,  B.
H,C. H,C__-CH,
F Llle L-lle L-le C o o\
H; L-Ile L-Ile L-Val D )JH\C\ “INH, /KJNHZ
H, L-Val L-lle Ll C s s
H; L-Ile L-Val L-Ile C o
L L-Val L-Ile L-Val D c HG ° D. HC o,
T L-lle L-Val L-Val D o o
I L-Val L-Val Ldlle C (YN Y

bacitracin rezisztencia kialakitdsdban szerepet
jatsz6, eukaridta ABC transzportterekhez hasonld fehérjét kddolé DNS fragmentet azonositottak
(bcrA, berB, berC) (Podlasek et al. 1995). Megdllapitottak, hogy a kétkomponensii regulator
szenzoranak (bacS) inaktivdldsa nem befolydsolta a bacitracin szintetdz alegységeit kodolé6 DNS
fragment atirasat, hanem a sejtek bacitracin érzékenységét fokozta. (Neumuller et al. 2001).

A Dbacitracin rezisztenciat koédol6 DNS fragment amplifikdldsa a bacitracin rezisztencia

| ‘ 10?00 20?00 30?00 40?00 bps

L-Ile L-i Es L-LeuD-ﬁlu L-Ile I > >
bacA bacB bacC oD D

bacRS bcrABC

1 1 1 1

Bl adenildciés domén (A) bacABC: bacitracin szintetaz

O peptid hordoz6 donén (PCP) . .

B kondenziciés domén (C) bacRS: regl,ﬂato.r ) )
B epimeriziciés domén (Epim) berABC: bacitracin rezisztencia

1.2.2.2. abra. A bacitracin szintézisben résztvevé fehérjéket kodolé DNS fragment szerkezete (AF007865)

novekedésén kiviil egyes torzsek esetében a bacitracin termelés novekedését is okozta. (Podlasek et
al. 1995)

1.3. Anyag és modszer

A vizsgélatokban kereskedelmi forgalomban beszerezhetd anyagokat és vegyszereket hasznaltunk
(SIGMA, Reanal). A hasznalt E. coli torzsek (E. coli DH5a, E. coli XLL1-Blue) kereskedelmi
forgalomban beszerezhetdek, a Bacillus licheniformis (B. licheniformis 19, B. licheniformis 19F4)
torzsek pedig olyan, a laborban kordbban azonositott és jellemzett baktérium torzsek voltak, melyek
szarmazé€kait a Phylaxidban bacitracin termelésre hasznéltak. A alap plazmidok irodalomban leirt
(pQF50) vagy kereskedelmi forgalomban (pBlueScript II KS) beszerezhetd konstrukcidk voltak. A
dolgozatban leirt konstrukcidkat az alap plazmidokbdl a standard molekuléris technikdk

3



felhaszndldsaval allitottuk eld. A Bacillus licheniformis torzseket Pragai et al. 1994/a szerint
végeztik. A lacZ fiziés gének PB-galaktoziddz aktivitdsdat Nicolson és Setlow (1990) alapjan
mértiik. A szekvencia Osszehasonlitdsokat és vizsgdlatokat a Wisconsin Package, Version 8
programcsomag segitségével végeztiik.

1.4. Eredmények

Rendelkezésiinkre 4llt egy bacitracint

nem termeld transzpozonos mutdnsbol A L . 1°poee
izolélt, a bacitracin szintetdz promoterét
tartalmazé DNS fragment. (Pragai, Bam =g STaIBg/n Bel Sacll Ecorv O
nem publikalt) (1.4.1. abra). A : 3 — — ‘
promoétertdl  upstream  elhelyezkedd,
§setleges bacitracin szintézisben szerepet ) bEeT ’ P:b>A ach
jatsz6 gén azonositisdnak érdekében a
fragment még nem vizsgalt BamHI-Smal pKS700
részét pBlueScript II KS vektorba
B pKSBS

klénoztuk és szekvendltuk. A 705 bp-os
fragmenten egy ORF-et taldltunk,
melybdl a szdrmaztatott fehérje jelentds

1.4.1. abra. A bacitracin szintetdz promoéterét (Py,ca) is tartalmazo
DNS fragment szerkezete

hasonlésagot mutatott eukariota tioészteraz II

A K’"

—ﬂl[[[[[[[[[[[[[[[l—

P

fehérjékhez és prokaridta, a peptidszintetdz
alegységeket kodol6 ORF-ekkel egy atirasi
egységben elhelyezkedd, tioészteraz-szer(i
fehérjékkel. A  tioészterdzokhoz  vald

@ hasonlésdg alapjan az ORF-et orfT-nek
s

- neveztiik el. Az 6sszehasonlitdsok alapjan az
OREF eleje nem volt a klénozott fragmenten.

B Km Az orfT bacitracin bioszintézisben betoltott
szerepének tisztdzasdhoz olyan konstrukciot

hoztunk 1étre, amely integricidja esetén

—ﬂ><[[ T L ———— inaktivélja az ORF-et. (1.4.2. abra A eset).
@ Az ORF bels6 fragmentjét tartalmazo

- konstrukcidval transzformaélt, eredetileg Bt

T G szintézisre  képes sejtekbol  képzett
1.4.2. 4bra. Campbell tipusi integricio esetei B. licheniformis  protoplasztokat  szelektiv

A: belsé fragment integrcidja esetén a gén inaktivalodik. téptalaj on re generéltuk, és a szelektiv

B: a gén elejét vagy végét tartalmazoé konstrukcid integracidja esetén a gén

eayik példdnya nem séril koriilmények kozott is osztddni képes sejtek

alkotta telepek Bt termelését Micrococcus
flavus indikdtor baktérium felhasznaldsdval megvizsgéltuk. A plazmid konstrukciét az orfT-be
integralva hordoz6 telepek bacitracin antibiotikum termelése az eredeti szint 10 %-ara csokkent. Ez
az eredmény azt mutatta, hogy az orfT-nek szerepe van a bacitracin szintézisben, és igy btsT-nek
neveztiik el.
A btsT OREF inaktivéldsa, azaz a BtsT fehérje hidnya a bacitracin bioszintézis jelentds csokkenését
eredményezte. A kérdés az volt, hogy a BtsT fehérje sejten beliili koncentracidjanak novelése
miként hat a bacitracin bioszintézisére. A BtsT fehérje sejten beliili koncentracié novelésének egyik
modja a BtsT fehérjét expresszal6 DNS fragment nagy kdépiaszdmu plazmidon torténd sejtbe
juttatdsa. Ehhez, a mar rendelkezésre 4all6 Bacillus licheniformisban is replikdlédo, nagy
képiaszamu plazmidon kiviil sziikség van a teljes btsT ORF-re és az ORF-et atiré promoterre is.
Mivel a kordbban izoldlt DNS fragment nem tartalmazta a teljes btsT ORF-et, a teljes btsT gén
klénozasdhoz a genom-walking technikat hasznaltuk. Az mdédszer segitségével izolélt, teljes btsT
ORF-et tartalmaz6 fragmentet szekvendltuk. Mds prokaridta, a peptidszintetdz alegységeit kodolod
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DNS fragmenttel egy atirdsi egységben 1év0 tioészterdzokhoz torténd hasonlitds alapjan
megallapitottuk az ATG start kodon és a feltételezett riboszéma kotd hely (RBS) poziciéjat (1.4.3.

abra).

200
180
160
140
120
100
80
60

Bacitracin komponens (NE

40
20

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

1 CGGACGGCTG

61 GGGAATGATA

-TyrSerTrp
TTATTCCTIGG

+-ArgGlyArg
AAGGGGCCGG

-PheGluGln
TTTTGAGCAG

-GlySerLeu
GGGAAGCCTT

-ValHisIle
GGTTCACATT

-HisThrLeu
GCATACCTTG

-GluLeulle
GGAGCTCATC

-LysMetVal
TAAAATGGTA

-ValLeuAsn
CGTTCTCAAC

+ThrSerGly
TACTTCAGGA

-ValGluLys
CGTTGAAAAG

TGCGATTTICG

ACGTATCCGT CGATTAACGG GTTATTCACC

MetLysLeu PheCysLeu ProTyrAla
GAAATGAAAT TATTTTGCCT GCCTTACGCC

LysGlyHisMet GlnProAsp IleGlulle
AAAGGCCATA TGCAGCCCGA CATTGAGATT

ArgPheAsnGlu ProCysTyr GluSerLeu
CGTTTCAACG AGCCTTGTTA CGAAAGCCTT

ValGlnAlaGlu ArgLysGly AspAspTyr
GTTCAAGCTG AACGAAAAGG TGACGACTAC

LeuAlaTyrGlu LeuTyrTyr GlnMetSer
TTGGCATATG AACTTTACTA TCAAATGAGC

PhePheSerGly TyrLysAla ProAsnArg
TTTTTCTCGG GCTATAAAGC GCCAAACAGG

ProAsnProIle PhelLysLys LysIleVal
CCCAATCCTA TTTTTAAGAA AAAAATTGTC

AsnHisGluGlu LeuPheGlu LeuPhelle
AATCATGAAG AGCTATTTGA ATTGTTTATC

GluAsnTyrIle TyrGlnGlu ArgAsnSer
GAAAACTATA TCTATCAAGA AAGAAACAGC

GlyLysGluAsp AlaMetSer LysGluHis
GGAAAAGAAG ACGCCATGAG CAAGGAACAT

HisPheThrAla TyrTyrPhe GluGlyAsn
CACTTTACAG CCTATTACTT TGAGGGGAAT

IleThrGlulle IleAsnHis SerLeuThr
ATCACCGAAA TCATCAATCA TTCACTGACA

GCGAGATTCA AGCCCGGG

RBS
AAAAAATATC TACAACGAAA

GlyGlySerGlu SerAlaPhe-
GGCGGATCCG AATCCGCATT

CysProIleGln LeulLysGly-
TGTCCGATTC AGCTGAAGGG

GluGluAlaVal GlnAspIle-
GAAGAAGCAG TTCAAGACAT

ProLeuPheGly HisSerMet-
CCTCTTTTCG GGCACAGCAT

GlyAlaGlyAla GluLysPro-
GGGGCGGGAG CTGAAAAACC

IleArgLysThr GluLysLeu-
ATCAGAAAGA CAGAAAAACT

GluLeuGlyGly ThrProGlu-

GAGCTCGGGG GAACGCCTGA

ProIleLeulys SerAspPhe-
CCCATTCTCA AAAGCGACTT

LysIleAspCys AspIleThr-
AAAATAGATT GCGACATTAC

ValSerAspTrp LysHisHis-
GTATCCGATT GGAAACATCA

HisPhePhelLeu HisHisHis-
CATTTCTTTT TGCACCATCA

AlaSerArgThr Phe***
GCCAGCCGGA CGTTTTAACC

1.4.3. abra A btsT gén szekvencidja (AF050160)

I Bacitracin B2

B Bacitracin B1

= Bacitracin A
-#-Bioldgiai aktivitds

—

WT

Bl btsT+ Bl btsT-

1.4.4. abra. Az 6sszes bacitracin és ezen beliil a bacitracin komponensek
mennyiségének és a keverék bioldgia aktivitdsdnak alakuldsa a kiilonb6z6
torzsekben (a bioldgia aktivitdst a vad tipust torzs termelte keverék

aktivitasanak %-aban abrazoltuk)

100 Bebizonyitottuk, hogy a
9 genom  walking-al  izolalt
80 fragment tartalmazza a btsT
70 gén promoéterét egy olyan
P konstrukcié felhasznaldsaval,
60 s amely egy integraciora képes
50 § plazmidon csak a btsT ORF
40 3 végét tartalmazta. A
30 @ konstrukci6 integraciéja utdn
20 csak akkor nem
0 tapasztalhatunk volna
bacitracin termelést, ha a
0 klénozott fragmenten nincs
jelen a  btsT gént 4tird
promoéter is (1.4.2. abra A és

B eset).
Ahhoz, hogy megvizsgal-



hassuk, hogy a btsT gén amplifikdcidja milyen hatdssal van a bacitracin termelésre a teljes gént
promoterrel egyiitt hordozé fragmentet a Bacillus-okban replikdlédni képes pUB110 kozepes
kopiaszamu plazmidba épitettiik és a konstrukcidval B. licheniformis 19 protoplasztokat
transzforméltunk. A plazmidot tartalmazé és igy, a btsT ORF-et tobb példanyban hordozé sejtek
(BlbtsT+) bacitracin termelését Osszehasonlitottuk a btsT ORF-et inaktivélt allapotban hordozé
torzs (BlbtsT-) és a vad tipusu B. licheniformis 19 torzs (WT) bacitracin termelésével M. flavus
tesztbaktérium segitségével bioldgiai tesztben, illetve az antibiotikum komplex harom legnagyobb
mennyiségben termel6dé komponensének HPLC-s mérése alapjan (1.4.4. abra). Az eredmények
azt mutattak, hogy a btsT ORF amplifikacidja a termel6do bacitracin komplex bioldgia aktivitdst a
vad tipusu sejtek bacitracin termeléséhez képest kozel 20%-kal redukélta, azonban a HPLC
eredmények alapjén ez az aktivitds csokkenés foleg a bacitracin B; és bacitracin B, komponensek
termelddésének jelentds csokkenésére vezethetd vissza, hiszen a bacitracin A fékomponens
termelddése csak kis mértékben csokkent.

Annak részletes vizsgalatdra, hogy a btsT és a szintetdz alegységeinek atirdsa hogyan alakul, olyan
B. licheniformis 19F torzseket éllitottunk eld, amelyek koziil az egyik a btsT a mésik torzs pedig a
szintetdz elsé alegységét kodolé ORF-ben (bacA) hordoz integrdlva egy prométer nélkiili [B-
galaktozidaz riporter gént (1.4.5. abra).

int-btsT int-bacA
1.4.5 abra A btsT illetve bacA ORF-ekben a B-galaktozidaz riporter gén iszerciéjanak helye.
P: prométer; T: termindtor; B-galaktozidéz: m—

A riporter gént tartalmaz6 plazmidokat integrdlva hordozo, és a vad tipusu B. licheniformis 19 torzs
sejtjeit szaporitottuk, ordnként mintat vettiink, meghatdroztuk a szaporodds mértékét, a feliiliszé
bacitracin antibiotikum tartalmdt és a sejtek P-galaktoziddz aktivitdsit ONPG segitségével (1.4.6.
abra).
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1.4.6. abra. A btsT és bacA gének atirdsanak vizsgélata B-galaktozidédz riporter gén felhasznéldsdval
INTbtsT: az INTbtsT plazmidot a btsT génben integrdlva hordoz6 B. licheniformis 19F torzs B-galaktoziddz aktivitdsa; INTbacA: az INTbacA plazmidot a bacA
génben integrilva hordozé B. licheniformis 19F torzs B-galaktoziddz aktivitdsa; ODggo: sejtszaporodds (az elért maximum %-dban kifejezve); Bt: bacitracin
peptidantibiotikum termelés (az elért maximum %-aban kifejezve)
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1.5. Megvitatas

A bacitracin peptidantibiotikum in vitro nem szintetizalhaté tiazolin gylirtt tartalmaz (1.2.2.1.
abra), igy a bacitracin szintézisében résztvevé multienzim komplex tiazolin gyurt kialakitasaért
felelos régidja gyorsan az érdeklddés kozpontjdba keriilt, és a bacitracin szintetazt kodol6 DNS
régid szekvendldsa is megtortént (Koncz et al. 1997)..

Miér a Dbacitracin szintetdzt kodol6 DNS fragment szekvencidjdnak publikdldsa elott
rendelkezésiinkre allt ©6t, bacitracint nem termeld, transzpozonos mutins, €s a transzpozon
beépiilések alapjan konstrudlt részleges fizikai térkép (Pragai et al. 1994/b). Az egyik Tn917PF1
transzpozonos mutdnsbol a bacitracin szintetdz promoterét is tartalmazdé fragment klénozasa, a
fragmenten a promoéter lokalizdldsa és a promoter régié 800 bp-os részének szekvendldsa is
megtortént (Pragai, nem publikalt). Mivel az altalunk is klénozni kivant bacitracin szintetdzt
kédolé DNS fragment szekvencidjat publikaltdk, és a téle downstream elhelyezkedd, a bacitracin
rezisztencia kialakitdsaban szerepet jatsz6 DNS fragment szerkezete is ismert volt (Podlasek et al.
1995), figyelmiinket a bacitracin szintetdzt kédolé DNS fragmentet atir6 promotertdl upstream
elhelyezkedo régidra irdnyitottuk (1.4.1. dbra).

A fragmentet (pKS700) klonoztuk és szekvenaltuk. A DNS szakaszon egy csonka ORF-et taldltunk,
melybdl szarmaztatott fehérje teljes hosszdban hasonldsdgot mutatott a II. csoportba tartozd,
eukaridta eredetll tioészterdzokkal (TEII), poliketid szintézisben résztvevd fehérjékkel és mds
peptidszintetdz alegységeket kodolé ORF-ekkel egy atirdsi egységben 1évo fehérjékkel. A
tioészterdzokhoz val6 hasonldsdg alapjan az ORF-et orfT-nek neveztiik el.

Eukariotdkban a II csoportba tartozd tioészterazok (TEII) csak bizonyos szovetféleségekben
expresszilédnak (nem-kérddzok emlOmirigye; viziszdrnyasok faggyimirigye), és ott a késziild
zsirsavlancot C8-C12-es hosszusagandl a zsirsavszintdzrol lehasitjak, igy lehetdvé teszik az adott
szovetféleségben a kozepes lanchosszusagu zsirsavak szintézisét is. A II csoportba tartozd
tioészterazok hidnydban a zsirsavszintézis tovabb folytatddik, és a szénldnc csak akkor hasad le a
zsirsavszintdzrol, ha mérete elérte a C16-C18-as hossziisdgot. Az elkésziilt zsirsavlanc lehasitasat
ebben az esetben a zsirsavszintiz tioészterdz I modulja (TEI) végzi, melynek aminosav
szekvencidja az aktiv centrumot kivéve nem mutat hasonloésdgot a TEIl fehérjék aminosav
szekvencidjaval (Libertini és Smith, 1978; Wakil et al. 1989; Pazirandeh et al. 1989;
Pazirandeh et al. 1991).

A patkany TEII tioészterazt kodold génjét klonoztdk, biokémiailag jellemezték, és helyspecifikus
mutagenezissel a hidrolizisben résztvevd aminosavakat azonositottdk. (Tai et al. 1993). A TEII
katalizélta folyamat hasonlit a szerin protedzok katalitikus triddja éltal katalizalta reakciéhoz.

A tobbi, peptidszintetdzokat kodolé DNS régiok kornyezetében taldlhaté TEII szerli fehérjék
funkciéjat ekkor még nem vizsgaltdk, igy ezeknek a TEIl homolog fehérjéknek nem-riboszémalis
peptidszintézisben betoltott szerepérdl nem allt rendelkezésiinkre informécio.

Az orfT inszerciés inaktivdldsa a bacitracin szintézis jelentds csokkenéséhez vezetett. Mivel a
bacitracin szintetdz alegységeit kédolé DNS fragment atirdsdért egy, az ORF-t6l downstream
elhelyezkedd erés promoter a felelds, és az ORF TAA stop kodonja és a bacitracin szintetdz
promoéterének —35-6s régidja kozott hairpin szerkezet képzésére alkalmas transzkripcids terminétor
szerll szekvencia is taldlhatd, feltételezhetd, hogy a bacitracin szintézis jelentds csokkenése nem a
bacitracin szintetdz alegységeket kodol6 ORF-ek - inszercié okozta - csokkent mértékii 4tirdsaval
magyardzhat6, hanem azzal, hogy az inaktividlt ORF kédolta TE II homolég fehérje kozvetlen
szerepet jatszik a bacitracin szintézisben. Hasonlé eredményt kaptak a surfactin szintetaz
alegységeit kddolé ORF-ektdl downstream, de veliikk egy atirdsi egységben 1évé TEII homolog
fehérjét kodolé ORF inaktivalasa sordn is (Schneider és Marahiel, 1998). Az ORF-et a
tioészterazokhoz valé hasonldsdg €s a bacitracin szintézisben betoltott szerepe miatt btsT-nek
kereszteltiik at.

Megvizsgaltuk a teljes btsT ORF géndoézisdnak a bacitracin peptidantibiotikum szintézisére
gyakorolt hatdsat tgy, hogy 6sszehasonlitottuk az eredeti (WT), a btsT inaktivélt (BlbtsT") és a btsT



gént nagy kopiaszdmi plazmidon hordozé (BIbtsT") Bacillus licheniformis tdrzsek bacitracin
termeld képességét, és megvizsgaltuk a képzddd bacitracin peptidantibiotikum 0Osszetételét (1.4.4.
abra).
Vizsgdlataink azt mutattdk, hogy bioldgia tesz alapjan a btsT gént egy példanyban hordozé torzs
bacitracin termeléséhez képest az inaktivalt btsT gént hordozo6 torzs (BlbtsT") esetében a bacitracin
termelés jelentdsen, a btsT gént nagy képiaszdmi plazmidon hordozé torzs (BlbtsT™) esetében
pedig kisebb mértékben ugyan, de csokkent. A keletkezd bacitracin peptid keverék HPLC
vizsgalata azt mutatta, hogy az inaktiv btsT gént hordozé torzseknél a bacitracin peptidantibiotikum
minden formdjanak mennyisége csokkent, mig a BlbtsT" torzs esetében az Osszes bacitracin
mennyiségének csokkenése 1ényegében a bacitracin B; és B, komponensek csokkenésére vezethetd
vissza.

A bacitracin A és B, illetve B, formdja kozott egyetlen egy aminosavban van eltérés. A B; forma az

elsé helyen (a tiazolin gyliriiben) a B, forma pedig a 8. poziciéban tartalmaz valint (L-Val) az

izoleucin (L-Ile) helyett. A két aminosav (L-Val, L-Ile) szerkezete, csak az oldallinc méretében tér
el egymastol, az izoleucin oldalldnca hosszabb, mint a valin oldallanca.

A bacitracin els6 és nyolcadik aminosavat aktivalé adenildciés domének szubsztratkotd zsebének

specifikussdgot meghatdroz6 aminosavai megegyeznek a bizonyitottan L-Val aktivaldsara is képes

FenB és LicC adenilaciés domének specifikussdgot meghatdrozé aminosavaival. Ez alapjdn a

bacitracin B, és B, forma képzddése az L-Ile-t aktivdl6 domének kisebb szdzalékban eléfordul6 L-

Val aktivélasara vezethetd vissza. Nagyon sok eddig vizsgdlt, izoldlt adenilaciés domén képes az

aminosavak széles skdldjanak aktivalasara in vitro (Doekel és Marahiel, 2000).

Az adenildciés domén dltal ,,tévesen” aktivalt - a legnagyobb gyakorisaggal aktivalt szubsztrattol

eltér0 szerkezetli - aminosavak azonban az esetek dontd tobbségében nem jelennek meg a

végtermékekben. Ennek oka az, hogy aminosavak 0Osszekapcsoldsaért felelds kondenzacids

domének szubsztratspecifikussiga nagy, azaz nem képesek barmilyen aminosav beépitésére a

névekvé peptidlancba. Igy a peptidldnc szintézise mindaddig nem folytatédhat, amig a

kondenzaciés domén akceptor oldaldra egy oda megfelelden illeszkedd aminosav nem keriil (Linne

és Marabhiel, 2000). Ezek alapjan az adenilaciés domén dltal hibasan felismert és aktivalt aminosav

a peptidszintézist ,,megakasztja”.

A btsT géndbzisdnak fokozdsa (BlbtsT™) a f6 komponensként szintetiz4l6dé bacitracin A-tdl egy-

egy aminosavban eltéré B; és B, minor komponensek mennyiségének jelentds csokkenését okozta

(1.4.4. abra). Ezek alapjan a btsT ORF terméke felelés a PCP foszfopantotén karjdhoz tioészter

kotéssel kapcsolt aminosavak lehasitdsdért, azaz a bacitracin szintetdzrol a peptidszintézis

folyamatossagat akadalyozé (,,megakasztd”), tévesen aktivalt aminosavak eltavolitasaért.

A btsT hidnyénak illetve fokozott jelenlétének hatdsa tehdt a kovetkez6 képen magyarazhato:

- haa BtsT enzim nincs jelen (BIbtsT") az adott peptidszintetdzon a peptidszintézis elakad, amikor
az els6 tévesen aktivélt és a kondenziciés domén akceptor oldal szdméra el nem fogadhat6
aminosav a PCP-foszfopantotén karjdhoz kapcsoldédik. Béar a sejtben sok peptidszintetaz
képzddik, mindig csak az djonnan képzddott peptidszintetdzok képesek hosszabb-rovidebb ideig
a bacitracin szintézisre. Ezért az adott fermentacio soran eldallitott 6sszes bacitracin mennyisége
kevés lesz.

- haa BtsT enzim nagy mennyiségben van jelen (BIbtsT+)- a kondenzaciés domén akceptor oldal
szamdra nehezen vagy egyaltalin nem elfogadhat, és ezért az adenilaciés domén és a
kondenzaciés domén kozott sokdig ,lebegd”, tévesen aktivalt aminosavak nagyobb
valoszinlis€ggel hasadnak le. Ezért a végtermékben a leggyakrabban aktivalt és a kondenzécids
domén akceptor helyére legpontosabban illeszkedd, azaz a leggyorsabban beépitett aminosavak
lesznek csak jelen, de még ezek is gyakran lehasadhatnak.

Ezek alapjan a prokaridta peptidszintetizok kornyezetében kédolt tioészterdz Il enzim felelds a

nem-riboszomadlis peptidszintézist ,.elakasztd” (azaz a kondenzaciés domén altal be nem épithetd)

aminosavak eltavolitasiért.



A tioészter Il csoportba tartozé fehérjék koziil még egyiknek sem ismert a 3D szerkezete, de az
ismert tioészter Il szekvencidk megfelel6 mdédon egymashoz illesztve lehetové teszik az egyes
pozicidkban a kiilonb6z6 aminosavak eléforduldsi gyakorisigdnak meghatdrozasit. Az adott
pozici6 és kornyezetének lehetséges aminosav varidciéi alapjan megjosolhaté 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, €s igy 3D szerkezete elore jelezhetd. A SAM (Sequence Alignment and Modeling
Software System) (Hughey és Krogh, 1996; Karplus et al. 1999; Krogh et al. 1994) alapjan a
BtsT fehérje foldja masodlagos szerkezeti elemeinek sorrendje alapjan az o/B-hidroldz fold-nak
felel meg (1.5.1. dbra). Az o/f hidroldz fold-dal rendelkezé fehérjék szerkezetiik kanonikus
szerkezettdl vald eltérése alapjan tovabbi csaladokba sorolhatok (Heikinhemino et al. 1999). A

P1 B2 PB4 B3 PBs P B7 P8
0CA 0B oaC oD oE OF
1.5.1. abra Az o/p hidrolaz fold. A: sematikus rajz: fekete: minimdlis fold; fekete+kék: kanonikus fold; fehér: a lehetséges
kiterjesztések. Nyilak: B-lemezek; téglalapok: a-hélixek; Nu: nukleofil (S/C); Ac: sav (E/D); H: hisztidin. B: térbeli
szerkezet: (180°-al elforditva a sematikus rajzhoz képest) kék nyilak: B-reddk; piros hengerek: o hélixek; zold: katalitikus
tridd aminosavai.

BtsT fehérje masodlagos szerkezeti elemeinek sorrendje legjobban a HAL (haloperoxidaz) csalad
masodlagos szerkezetéhez hasonlit eltekintve attdl, hogy a B1 és 2 B-red6k hidnyoznak, és az aktiv
centrum f6lé boruld, P6 red6 és aD hélix kozott taldlhaté flexibilis régié szerkezete mds. A
haloperoxiddz és a BtsT fehérjék kozott a szekvencia hasonlésdg az aktiv centrumot kivéve
elhanyagolhaté.

A patkany TEII fehérjéjét helyspecifikus mutagenezissel vizsgal6 Tai et al. (1993) azt feltételezték,
hogy a TEII enzimek esetében a Ser101 és a His237 mellett a tridd harmadik eleme az Asp236.
Ennek alaninra cserélése azonban nem befolyésolta jelentdsen a TEII katalizalta reakciot, igy azt
allitottdk, hogy a tridd harmadik tagja, a szerin protedzoktdl eltérdéen, nem jétszik szerepet a
katalizalt reakcidban.

A BtsT fehérje feltételezett foldja, az a- hidrolaz fold konzervalddott katalitikus aminosavai és a
TEII csoportban konzervalédott aminosavak helyzete alapjan a BtsT fehérje katalitikus aminosavai
meghatarozhatok. Az erdsen konzervalddott nukleofil konyokben elhelyezkedd Ser75 a nukleofil
(Nu), a B8 és oF részek kozotti hurkon taldlhaté His208 a protont ideiglenesen tarol6 hisztidin (H)
és a B7 és oE kozotti hurkon elhelyezkedé Aspl81 a hidrolizis sordn pozitivan toltott hisztidint
stabilizalo sav (Ac) komponens. A patkdny TEII fehérjéje BtsT fehérjével torténd illesztése alapjan
a patkdny tioészteraz II fehérjében a katalitikus tridd savkomponenseként vizsgédlt Asp236 (Tai et
al. 1993) nem része a katalitikus triddnak, igy megmagyardzhatd, hogy alaninra cserélése miért nem
okozta a TE aktivitds megsziinését. Helyette a BtsT szerkezete alapjan a patkdny TEII fehérjéje
esetében a katalitikus tridd a Ser101, az Asp185 és a His237 aminosavakbdl épiil fel.

Endogén B-galaktozidaz aktivitassal nem rendelkez6 B. licheniformis F torzsben a pQFBR plazmid
szarmazékainak felhaszndldsaval elédllitott B-galaktoziddz riporter génes konstrukcidk lehetévé

tették a bacitracin szintetdz gén (bacA) és a tioészterdz gén expresszidjanak egymadstol fiiggetlen
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meghatdrozasit és a sejtszaporoddshoz (ODggy) illetve a bacitracin termeléshez torténd
viszonyitasat. Az eredmények alapjan (1.4.6. abra) a bacA expresszidja mar az exponencidalis
fazisban, kordn elkezdddik majd 1 6rdn beliil eléri maximumaét. A tioészterdz gén expresszidja
hasonlé mintdzatot kovet, de a maximdlis expresszi6 mértéke csak 25-30 %-a a bacA gén
expresszidjanak. A bacitracin termelés az exponencidlis fazis vége felé kezdodik el, és
legintenzivebb akkor, amikor mindkét vizsgalt gén expresszidja elérte maximumat

Az ipari fermentdciokban a mikroorganizmusok 4ltal eldéllitott nem-riboszomalis peptid illetve
poliketid célmolekuldk mellett gyakran szintetizdlédnak a célmolekulatdl szerkezetileg alig
kiillonboz6 termékek is, melyek a f6 terméktdl - a nagy szerkezeti hasonlésdg miatt - a termék
kinyerés soran nehezen elvélaszthatok. Ezeket a hasonld szerkezetli termékeket a fermentéacids
iparban ,,szennyez0”’-knek nevezik, és a fermentécids technoldgia vagy a feldolgozési technoldgia
megvaltoztatidsaval igyekeznek szintjilket az eloirt értékek ald szoritani. Sajnos a szennyezd
csokkentés gyakran csak a f6 termék kihozataldnak csokkenése mellett érhetd el. Mivel a bacitracin
bioszintézis vizsgdlata sordn elddllitott, TEIl enzimet kédolé DNS fragmentet nagy koépidban
hordozé torzs bacitracin szennyezd (BacitracinB; és B,) termelése jelentdsen csokkent, a TEII
enzim egy potencidlis szennyez0 csokkentd eszkoz lehet szennyezd szint csokkenését igényld
torzsfejlesztési munkédkban.

2. A novényi sejtfal bontasiaban résztvevo enzimek vizsgalata
2.1. A munka el6zményei, a kitiizé6tt célok

2.1.1. A ndvényi sejtfal szerepe

A novényi sejtfal azon tul, hogy a Foldon képzddd biomassza jelentOs része €s az étkezési rost
egyetlen forrdsa, alapvetéen egy megijulé energiaforras. Evente a novények, csak a ndvényi sejtfal
anyagainak dtlagosan 20-30 %-dt kitevé cellulézb6l, 4x10' tonndt szintetizdlnak (Coughlan,
1985). Az atlagos novényi sejtfal a cellulézon kiviil tartalmaz még 50-60 %-ban nem celluléz
poliszacharidokat: pektineket, hemicellulézokat és glikoproteineket (Albersheim et al. 1994; Knox
et al. 1990). A bakteridlis és gomba eredetli novényi sejtfalbontds eredményeként azonban ez az
oridsi mennyiségl, rendkiviil sok komponensbdl felépiild, szamos funkcidt betdltd, komplex és
stabil anyag nem akkumuldlédik, hanem mads él6lények szamdra is felhaszndlhat6 alkotdelemeire
bomlik, és igy visszakeriil a bioldgiai korforgésba, biztositva ezzel a heterotrof élet energiaigényét.
A szén bioldgiai korforgasaban betoltott fontos szerepén til a novényi sejtfal bontdsdban résztvevo
enzimeket, szdmos egyéb alkalmazas mellett, az élelmiszer- ruha és a papiripar is haszndlja.

Mivel szinte mindegyik felhaszndlasi teriilet mas-mads tulajdonsdgokkal rendelkezd enzimeket
igényel, elengedhetetlen a természetben jelenlévd, ndvényi sejtfalbontasban résztvevd enzimek
szambavétele, miikodési mechanizmusuk megismerése és a katalizalt reakcidok hatékonysagat
befolydsolé tényezOk vizsgdlata, majd a
felmeriilldé  igények alapjan a  fehérjék
megvaltoztatdsa.

e

o ektin
hemlcelluloE/F__. P Do

2.1.2. A novényi sejtfal felépitése

A novényi sejtfal komplex struktdra, amelyet a
cellul6z mikrofibrillumokbdl felépiild vaz és a
mikrofibrillumok kozotti teret kitoltd amorf
matrix alkot (2.1.2.1. abra). A matrix tobb
komponens bonyolult szovedéke, melyek
novényi sejtfalbol vald kinyerhetdségiik alapjan
csoportosithatok. Hig, forr6 savas kezelés
hatdsdra a galakturon savban, ramnézban,

2.1.2.1. abra. A ndvényi sejtfal felépitése
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arabindzban és galaktézban gazdag poliszacharidok a pektinek extrahdlédnak. Az ezt kovetd ligos
kezelés hatdsara kapott frakcié a hemicelluloz. A maradék, a vazat alkotd celluloz komponens (Dey
és Brinson, 1984). Bizonyos sejtek esetében a sejtek ndovekedésének befejezése utdn a sejtfalba
komplex polimer, a lignin épiil, amely a sejtfal szilardsdgat biztositja (Varner és Lin, 1989).

2.1.2.1. A celluloz szerkezete

A celluléz B-1,4 kotéssel kapcsolt gliikéz alegységekbdl felépiild, kémiailag egyszerd,
homopolimer. Minden cukor egység az el6z6hoz képest 180°-kal elfordulva helyezkedik el, igy az
ismétlodo egység egy diszacharid, a cellobiéz. A celluléz lancot felépitd Osszes cukorgyiirli egy
sikban helyezkedik el. A mikrofibrillumban a cellul6z lancok egymadssal parhuzamosan taldlhatok,
szamos inter- és intra-molekuldris hidrogén hid és apoldros kotéssel kapcsolédva egymashoz
(Coughlan, 1985).

2.1.2.2. A matrix

A vasbetonhoz hasonl6 szerkezeti novényi sejtfalban a vasakat jelentd cellul6z mikrofibrillumok
kozotti teret az amorf matrix tolti ki, ami a hemicellulézok, pektinek, glikoproteinek €s egyes
esetekben lignin bonyolult és kusza szovedéke (Albersheim et al. 1994).
A hemicelluléz a novényi sejtfal legnagyobb mennyiségben el6forduld, nem cellul6z alapd
komponense, ami 4ltaldban hidrogén hidak segitségével szorosan kapcsolddik a celluléz
mikrofibrillumokhoz, és igy meghatdrozott pozicidban tartja azokat mindaddig, amig a lignin
berak6dds meg nem kezddédik. A hemicelluléz kémiailag sokkal Osszetettebb, mint a celluléz és
gyakran tartalmaz oldalldncokat, illetve eldgazasokat, ezért szerkezete is kevésbé szabdlyos. A
hemicellul6zok a f6 lancot felépitd cukor alapjan xyldn, manndn, glikomannan, xylogliikan, kall6z,
B-1,3 B-1,4 glikkan és arabinogalaktin csoportokba sorolhatok (Brett és Waldren, 1996).
A xylan B-1,4 kotéssel 6sszekapcsolddo xyléz egységekbdl felépiilé polimer, amely a novények
szaraz tomegének kb. 30%-4t alkotja (Joseleau et al. 1992). A xyldnok a xyl6z alaplancon kiviil
gliikoronsav, acetil és arabinéz oldallancokat is tartalmazhatnak (Dekker és Richards, 1976;
Biely et al. 1985; Poutanen, 1988; Kormelink et al. 1993).
A mannant B-1,4 kotéssel dsszekapcsolédé manndz egységek épitik fel. A galaktomannédnban a
mannin vdzhoz o-1,6 kotéssel galaktéz egységek is kapcsolddnak Az oldallincot nem
tartalmaz6é manndn szerkezete akar kristalyos is lehet, igy egyes zoldalgak sejtfaldban a cellul6z
szerepét a kristdlyos manndn tolti be (Yui et al., 1997). A galaktéz oldallancokat is tartalmazé
galaktomanndn szerkezete sokkal nyitottabb, és igy nagy mennyiségli viz megtartdsira képes,
ami a magok csirazasakor lehet fontos (Brett és Waldren, 1990).
A gliikomannant B-1,4 kotéssel Osszekapcsolt gliikkéz és mannéz egységek épitik fel. A
nyitvatermOk esetében a glilkéz vagy mannéz egységekhez o-1,6 kotéssel galaktdz
kapcsolédhat. Ez a gliilkogalaktomannan vizben jobban oldddik, mint a glilkkomannin. A
mannan vdz a C2 vagy C3 helyen acetil csoportot is tartalmazhat (Hazlewood és Gilbert,
1998a és 1998b).
A xylogliikan esetében a PB-1,4 kotéssel osszekapcsolddd gliikkéz vazhoz gyakran xyloz
kapcsolddik a-1,6 kotéssel. Ezek a xyloz oldallancok gyakran tovabbi o-1,2 kotéssel kapcsolt
fukéz, galaktéz, arabindz oldallancokat tartalmaznak (Brett és Waldren, 1996).
A ndvények feliileti sebein képz6dé kalloz B-1,3 kotéssel kapesolddo glitkoz egységekbdl épiil
fel. Szerkezete helikdlis, igy mikrofibrillumok képzésére hajlamos, illetve viz jelenlétében
gélesedhet.
Az arabinogalaktan -1,3 és § 1,6 kotéssel kapcsolddé galakt6z egységekbdl épiil fel.
A pektinek galakturonsavban, ramndzban, arabin6zban és galakt6zban gazdag komplex savas
poliszacharidok. Ide tartozik a ramnogalacturonan, az arabdn a galaktdn és az arabinogalaktan. A
pektinek sajat szovedéket alkotnak, amely kovalensen vagy mdsodlagos kotésekkel a celluldz
mikrofibrillumokkal és a hemicellul6zokkal is kapcsolddik. A pektint rovid oldalldncokat vagy
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oldalldncokat egyaltalan nem tartalmazé “sima” és hosszu oldallancokban gazdag “sz0ros” régiok
épitik fel.

A novényi sejtfal a poliszacharidokon kiviil fehérjét is tartalmaz, melyek tobbsége glikozilalt.
Ezekre a fehérjékre dltalaban jellemzo, hogy nagy mennyiségben tartalmaznak mas élolényekben
eld nem forduld hidroxyprolint, ezért hidroxiprolin gazdag glikoproteineknek (HRGPs) nevezik
Oket. A novényi sejtfal tartalmaz még peroxidazt, invertazt, cellulazt, foszfatazt, pektindzt, pektin
metilészterazt, maldt dehidrogenazt, exoglikozidazokat, endoglikandzt és endotranszglikozilazt.
Ezeknek az enzimeknek a novényi sejtfal fenntartdsdban illetve sziikség szerinti modositdsdban
lehet szerepe (Brett és Waldren, 1990).

A lignin kiilonboz6 alkoholok kovalens kotésekkel osszekapcesolt, teljesen szabélytalan, hidroféb,
rendkiviil sliri szovedéke, melyet egyes sejtek novekedésiik befejezte utan épitenek sejtfalukba.
Mivel a polimerizacié nem enzimatikus, ezért addig folytatddik, amig az 6sszes rendelkezésre allg,
aktivalt anyagot fel nem haszndlva az adott térrész fel nem toltddik. A sejt novekedése a lignin
berakdéddsa utan lehetetlen, és mind a tdpanyagok, mind a kérokozok behatoldsa lehetetlenné valik,
azaz a lignifikdlodott sejtfald sejt mindig halott, de tartdst és védelmet nytjt a tobbi sejt szamara
(Brett és Waldren, 1990).

2.1.3. A glikozil hidrolazok altalanos felépitése

A glikozil hidrolazok donté tobbsége modularis szerkezetli (2.1.3.1. abra), azaz a katalitikus
doménen (CD) kiviil, flexibilis kapcsol6 (linker) régidkkal 6sszekotott, tobb, kiilonb6zo funkcidju
modulbdl allnak (Tomme et al.
1995; Warren, 1996). Mivel a

flexibilis linker régidk a protedzok

CD 1 szamdra konnyen hozzaférhetdek,

limitalt proteolizissel a modulok

n n egymastol elvélaszthatéak és

2.1.3.1. dbra. A glikozil hidroldzok dltaldnos felépitése: CD: fuggetlen egységekkeént
katalitikus domén; fekete: linker régiok; zold téglalapok: egyéb vizsgilhatoak (Gilkes et al. 1988;
modulok (4ltaldban szénhidrat k6té modulok) Tomme et al. 1988). A glikozil

hidrolaz katalitikus doménhez
kapcsol6dé modulok leggyakrabban szénhidrat kotd modulok (Carbohydrate Binding Module;
CBM), de el6fordulnak észterdz, termostabilizald, baktérium sejtfalhoz kotd, linker szerepet betolto,
scaffolding fehérjével kapcsolddé dokerin és eddig még ismeretlen funkcidval rendelkezo,
hasonldsag alapjan szamos csalddba sorolt ,,X” modulok is. (Henrissat és Coutinho, 2000)

2.1.3.1. A glikozil hidrolazok katalitikus doménje

A glikozilos kotések hidrolizisét végzd glikozil hidroldz katalitikus doméneket aminosav
szekvencia hasonlésdg alapjan 85 csalddba soroltdk. Az egy csalddba tartoz6 enzimek 3D
szerkezete hasonld, azonos 6stél szarmaznak, és a csaldd minden tagjanak bizonyos tulajdonsagai
megegyeznek. Az EC besoroldssal ellentétben a csalddon beliil a szubsztratspecifikussag €s az
endo- vagy exo- mechanizmus eltérhet, de a térszerkezet, a katalitikus aminosavak és a katalitikus
mechanizmus mindig megegyezik. Ez€rt a csaldd egy tagjdnak jellemzése a csaldd minden tagjardl
sok informéacidval szolgal (Henrissat és Davies, 1997; Davies, 1998).

A csalddok hasonlé szerkezetiik alapjdn tovabbi nagyobb csoportokba, kldnokba sorolhat6ak. Az
egy klanba tartozé csalddok mindegyik tagjanak 3D szerkezete hasonld, igy a Kkatalitikus
aminosavak helyzete és katalitikus mechanizmusuk is megegyezik. A csalddon beliil is lehet a
szubsztratspecifikussdg  eltérd, illetve a  kiilonb6z6  kldnokba  tartozé  enzimek
szubsztratspecifikussédga is lehet megegyezo.

A meglévé 3D szerkezetek azt mutatjdk, hogy az enzim miikodési mechanizmusat
(endo/exo/diszacharid bontés) a szubsztrat kotd zseb térbeli kialakuldsa hatdrozza meg (2.1.3.1.1.
abra). Az endo enzimek Kkatalitikus aminosavai arokban (cleft), az exo enzimek katalitikus
aminosavai alagitban (tunnel) és a diszacharidok bontdsdra specializdlt enzimek katalitikus
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aminosavai zsebben

A B C (pocket) helyezkednek el

. (Aleshin et al. 1992;

Spezio et al. 1993;
Divne et al. 1994).

A glikozil hidroldzok

hivatalos elnevezése

altaldban tartalmazza az

organizmus nevét amibol

2.1.3.1.1. dbra. Szubsztrat k6to zseb lehetséges térbeli szerkezetei. A: drok; B: szarmazik (P1), a

alagiit; C: zseb preferalt szubsztratot

(Xyn=xyldn) a glikozil

hidroldz csaldd szdmét, ahova hasonlésdg alapjin tartozik (10) és a felfedezés sorrendjétdl fiiggd

betiit. PfXynl0A = Pseudomonas flurosecens az elsoként felfedezett 10-es csalddba tartozd

xylandz. (Henrissat et al. 1998)

2.1.3.2. Szénhidrat-koté6 modulok (CBM)

A novényi sejtfalat bontd enzimek tobbségének esetében a glikozil hidroldz katalitikus doménhez
kapcsolddo, katalitikus aktivitdssal nem rendelkezd egyéb modulok legtobbje szénhidrit, foleg
cellul6z k6té modul. Szinte minden vizben nem oldhaté szubsztratot hidrolizdlé enzim katalitikus
doménjéhez kapcsolddik az enzim szubsztratjat specifikusan kotni képes szénhidrat kotd modul. Ez
azt jelenti, hogy a CBM jelenléte a vizben oldhatatlan szubsztrdtok bontdsaban fontos szerepet tolt
be (Coutinho és Reilly, 1993; Blakk és Schrempf, 1995; Jesperson et al. 1991).

A cellul6zt specifkusan két6 CBM-eket celluléz két6 doménnek nevezik. A xylant specifikusan
koté CBM-ek a xylan koté domének (XBD) (Black et al. 1995). A keményitot kotd modul pedig az
SBM (Nunberg et al. 1984).

A szénhidrat-fehérje kolcsonhatds kialakitdsdban az aromds aminosavak kiemelt szerepet jatszanak.
A tirozin (Y) és triptofan (W), esetenként a fenilalanin (F) gylirije er6s hidroféb kolcsonhatést
(hidrophobe stacking) alakit ki a cukorgytiriivel, amit a cukor-OH csoportjainak mds aminosavakkal

2.1.3.2.1. abra. A cellul6zk6té modulok szubsztrat kotésében résztvevé aminosavainak lehetséges elrendezédései. A:
egy sik mentén: A osztdly CBM1 csalad (Trichoderma reesei, |CBH.pdb); B: drokban: B osztily CBM4 csaldd
(Cellulomonas fimi, 1ULO.pdb); C: zsebben: C osztdly CBM13 csalad (Streptomyces olivaceoviridis,:1XYF.pdb)

kialakitott hidrogénhidjai tovibb erdsithetnek (Vyas, 1991).

A szerkezet, funkcié és ligand kotd képesség alapjan a CBM-ek harom osztdlyba sorolhaték
(2.1.3.2.1. abra). Az A osztilyba tartoz6 CBM-ek vizben nem oldhat6 szubsztratok felszinéhez
kotnek, a B osztdlyba tartozok 3 cukor egységnél hosszabb oligoszacharidokat kotnek meg, és a C
osztilyba tartozok mono- €s diszacharidok kotésére képesek (Boraston et al. 1999).

2.1.4. Fehérje kristalyositas

Egy fehérje kristalyositdsa sordn az a cél, hogy egy olyan tultelitett fehérje oldatot allitsunk eld, ami
a tultelitettségébdl eredd szabad energia tobblettdl a fehérje kristdlyosoddsaval és nem annak amorf
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kicsapddasaval szabadul meg.

A tokéletesen rendezett kristdlyos allapot az anyag legalacsonyabb szintli szabad energia allapota,
azonban kialakuldsdhoz elengedhetetlen egy magasabb energiaszintli intermedier: a kritikus méret(i
kristdlyosoddsi mag létrejotte. A rendezettséget nélkiilozé kicsapddds Osszes szabad energidja
nagyobb, mint a rendezett kristdlyos allapoté, azonban kialakuldsdhoz nincs sziikség magasabb
energiaszintll intermedierekre, ezért gyakran ez a tultelitett fehérje oldat preferdlt szabadenergia
csokkentd utja. A tidltelités koriilményei azonban bedllithatok dgy, hogy a kritikus méretli
kristdlyosoddsi mag létrejohessen, €s a nukledcié utdn a kristdly novekedni kezdjen. Mivel az
optimdlis koriilmények sziik korlatok ko6zott mozognak, 1étrehozasuk tobb kiillonbdzd komponens
kombindciéjaval allithat6 eld. Ezért egy atlagos kristdlyositasi oldat legaldbb harom komponenst, a
pH-t biztosito puffert és a fehérje oldhatésagat meghatarozé sét és Kicsapé anyagot tartalmaz.
Ezen tényezOk hatdsat modositja a homérséklet, a kiindul6 fehérje oldat koncentracidja és az adalék
anyagok (additives) mennyisége €s mindsége.

2.2. Anyagok és modszerek

Baktérium torzsek

E. coli BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, (DE3), pLysS, BMH 71-18 mutS, JM83, JM83(DE3),
Tuner(DE3)™, Oregami(DE3)™, B834(DE3), IM101, TOP10

Plazmidok

pCR™Blunt, pET16b, pET21a, pET21d, pGEX-4t-3

Moédszerek

Kompetens E. coli transzfomécid; Fehérje tiltermeltetés E .coli-ban; Plazmid izolédlas E. coli-bol;
Plimeraz lancerakciéo (PCR); Helyspecifikus mutagenezis; Periplazma izoldlds; His tag-es fehérje
izolédlds denaturdlé és nativ koriilmények kozott; GST tagos fehérje izoldlds; Inclusion body-ban
termel6dd fehérjék refolding-ja; Fehérje izoldlds ion-cseréld és gélszird oszlopon; Fehérje
kristalyositdas; DNS és fehérje koncentracié meghatdrozasa; DNS szekvendlds; SDS-PAGE; Nativ
PAGE; Kvalitativ avicel kotés mérése; HPLC; ITC; CiDiSp.

2.3. Eredmények és megvitatasuk

Az elmult évtizedben a novényi sejtfal bontdsdban résztvevo enzimek felhaszndlasa (az élelmiszer
ipart6l kezdve, a moséporokon és kornyezetkiméld eljarasokon keresztiil a bioetanol novényi
hulladékokbdl torténé elballitasdig) a mindennapi élet szdmos teriileten terjedt el. Igy, e fontos
kémia reakcidkat specifikusan katalizdlé enzimek miikodési mechanizmusdnak megismerése és
megértése elengedhetetlen az emberiség novekvo igényeinek kielégitéséhez, amely egyrészt az
enzim aktivitidsanak, mdasrészt specifikussagdnak, harmadrészt ,.kornyezet tlird képességének” a
felhasznalas igényeinek megfelel6 modositasat jelenti.

A novényi sejtfalbontdsban résztvevd, moduléris felépitésti enzimek gyakran tartalmaznak olyan
modult is, mely foként oldhatatlan szubsztritokkal szemben jelentdsen fokozzdk az enzim
hatékonysagat. Ezen szubsztrat k6td modulok mitkodési mechanizmusanak megértése sok hasznos
informdciét adhat a novényi eredetll szerves hulladékok biolizemanyaggd torténd 4dtalakitasdhoz
sziikséges enzimek hatékonysaganak fokozédsahoz.

A kotd domének szubsztrat kotése altaldban a domén felszinén 1évé aromds aminosavak és a
szubsztrat cukormolekuldi kozott kialakul6 erds hidroféb kdlcsonhatds eredménye.

A CBMI10 oldhatatlan cellul6zt k6td modul szubsztrat kotésben fontos aromds aminosavait a csalad
konzervalédott aromds aminosavainak keresésével €s helyspecifikus mutagenezissel azonositottuk.
A CBMI10 csaldd mas tagjaiban is konzervalodott 6t aromds aminosav alaninra cserélése a W7A,
W22A, W24A és Y8A muticiok esetében jelentosen csokkentették a modul cellul6zkotd
képességét, mig az Y2A mutdcié nem befolydsolta azt. Bair a CBM-10 modult és a katalitikus
domént is tartalmazé, mutdns és a vad tipusi enzimek CD spektruma nem mutatott szignifikans
eltérést, a katalitikus domént nem tartalmazé CBM10-W7A mutdns nem expresszalédott E. coli-
ban. Ez arra utalt, hogy a W7 a domén belsejében van, igy a modul szerkezetének fenntartdsaban
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vesz részt és nem a
celluléz  kotésében.
Ahhoz, hogy
meghatdrozzuk, hogy
hiany, a celluléz

kotésére képes

triptofin  van az

altalunk vizsgélt

CBM10 modul

felszinén NBS (N-

N’ c bromo-succinamide)

segitségével

2.3.1. 4bra. A CBM10 modul NMR vizsgélatok alapjan meghatdrozott 3D szerkezete. meghatédroztuk a
A: a vizsgdlt aromds aminosavak elhelyezkedése B: a felszinen egy sikban elhelyezkedd reagdlni képes
Trp22, Trp24 és Tyr8 aminosavak triptofdnok  szamat,

denaturdlé és nativ
kortilmények kozott a katalitikus domént nem tartalmazé vad tipust és a W22A illetve W24A
mutdnsok esetében. Denaturdlé koriilmények kozott a vad tipusi CBM10 modul mindharom
triptofdnja reagdlt az NBS-el, még nativ koriilmények kozott csak kettd. A W22A és a W24A
mutansok két triptonfanja koziil nativ koriilmények kozott csak egy-egy triptofan reagalt az NBS-
sel. Ezek alapjan az 5 konzervélédott aromds oldalldnci aminosav koziil az Y8, W22 és W24
aminosavak vesznek részt a cellul6zkotésben, hiszen az Y12 alaninra cserélése nem befolyédsolta a
CBM10 modul cellul6z kotd képességét, a W7 pedig nem a kotd domén felszinén talalhaté. Ezeket
az eredményeinket a CBM 10 modul id6kozben NMR-rel megfejtett 3D szerkezete is aldtdmasztotta.
A 3D szerkezet alapjan (2.3.1. abra) a W22, W24, Y8 aromas gy(ir{ii a modul felszinén egy sikban
helyezkednek el, lehetové téve az ugyancsak egy sikban elhelyezkedd celluléz lancok gliikkéz
egységeinek megkotését.

A koté domén miikddési mechanizmusanak és a szubsztrat specifikussag elemzésének masik médja
a domének térszerkezetének meghatdrozdsa. A térszerkezet meghatdrozdsdhoz azonban olyan
fehérje kristdlyra van sziikség, amely tartalmaz olyan, 4ltaldban nehézfém ionokat, melyek
segitségével a szerkezet megfejtéséhez sziikséges kezdeti diffrakcios fazisok meghatarozhatok.
Ezek a szerkezet meghatdrozdshoz elengedhetetlen kezdeti diffrakcids fazisok egyes esetekben
nehézfém ionok nélkiil is meghatdrozhat6ak. Ennek egyik lehet0sége, amikor a fehérjében a kén
atomokat szelén atomokkal helyettesitik €s harom kiilonb6z6 hullamhosszon gylijtik Ossze a
diffrakciés adatokat. (A nagyobb térkitoltésii
szelén azonban esetenként a fehérje kristalyositas
gdatja is lehet.) A masik lehetdség pedig az, hogy
ismert szerkezetll fuzids fehérjével egyiitt torténik
a kristalyositds, ami azonban csak akkor hasznos,
ha a fehérje kristilyban mindkét fehérje rész
pozici6ja jol meghatarozott, azaz a két rész
kozotti kapcsolat nem flexibilis. Ez az egyiitt
kristalyositdsi mddszer elvileg haszndlhat6 ismert
szerkezethez ~ nagy  hasonlosigot  mutatod
fehérjéhez nem flexibilisen kapcsol6do6 ismeretlen
szerkezetli domén szerkezetének egyiittes
meghatdrozasara is.

A madr ismert térszerkezetli PsXyn10A katalitikus
doménjével 60 %-os hasonlésdgot mutatd

2.3.2. abra A 15 mM xylohex6z jelenlétében

kristélyositott CBM15 modul szerkezete. A L . B
kotddrokban a xylotetréz (X4) és a kotésben katalitikus domént tartalmazé P. fluorescens

résztvevd Trp (W86 és W91) lathatSk XynlOF enzimje esetében a CBM15 xylan kotd
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domén és a katalitikus domén kozott linker szekvencia nem azonosithatd. Lehetséges, hogy a CBM
,folytatdsa” a katalitikus domén szubsztrat kot arkanak, azaz kozottiikk a kapcsolat nem flexibilis,
igy a CBM térszerkezete az ismert szerkezetli katalitikus domén felhasznédldsdval elvileg
meghatarozhaté. Ezért a P. fluorescens XynlOF enzim ismeretlen szerkezetii xyl6z kotd6 CBM15
moduljat ismert szerkezethez 60%-os hasonlésdgot mutaté katalitikus doménjével egyiitt
expresszaltattuk. Az aktiv centrumot és a CBM-et tartalmaz6 fehérjét kristalyositottuk, és homoldég
PsXynlOA ismert szerkezete alapjan, molecular replacement-tel el0szor a katalitikus domén
szerkezetét hatdroztuk meg. Sajnos a CBM15 poziciéja nem volt jol definidlt a fehérje kristalyban,
igy a katalitikus modul fazisainak felhasznaldsaval a katalitikus doménhez kapcsol6dd, xyldn kotd
modul szerkezetének csak 30 %-at lehetett felépiteni. Ez alapjan bizonyossa valt, hogy kimutathat6
linker szekvencia hidnya ellenére sem képzi a CBM-15 a katalitikus modul szerves részét. A CBM-
15 meghatarozott 3D szerkezete azonban elégnek bizonyult az Snmagédban expresszalt és xylohex6z
jelenlétében kristalyositott CBM15 teljes szerkezetének megfejtéséhez (2.3.2. abra). A CBM15
modulban lathatévd vélt négy xyléz alegység csavarodott szerkezete, ami az elsé vizudlis
bizonyitéka a xyléz lanc eddig csak modellezésen alapuld, egységenként 180°-os elfordulést
mutatd, feltételezett szerkezetének. Meghatdaroztuk a CBM15 modul szubsztrat kotésben résztvevo
aminosavakat, és magyardzatot taldltunk arra, hogy miért képes a modul az oldallancokat is
tartalmazo6 xylanok kotésére.
A munka soran
,melléktermékként” megfej-
tett PsXynl10F (XylF)
katalitikus domén szerkezetét
Osszehasonlitottuk a
biokémiailag €s strukturalisan
is jol jellemzett PsXynlOA
(XylA) katalitikus domén és
annak xylopentdzt illetve mas
szubsztratot tartalmazo,
kordbban meghatdrozott
szerkezetével. A szerkezetek
egymdasra illesztése  utdn
E127 Y192 TN megvizsgaltuk a szubsztrét

E143 kotésben  és a  xyldn
hidrolizisében résztvevo

2.3.3. abra. A XynA és XynF katalitikus doménjeinek szubsztrat kotésben és aminosavakat (2.3.3. abra).
szubsztrat hasitdsban szerepet jatsz6 aminosavai és a szubsztrit helyzete Az egyetlen jelentds eltérés

az volt, hogy a XylA
enzimjének Glu43 aminosavat a XylF enzimben egy kis térigényl glicin helyettesitette. Kordbbi
vizsgalatok alapjan (Charnock et al. 1997) a XylA Glu43 alaninra cserélése jelentdsen redukdlta a
XylA enzim aktivitdsat p-Nytrofenil-B-D-cellobiézzal (PNPC) szemben, igy feltételezhetd volt,
hogy a XylF enzim PNPC hidrolizal6 képessége is alacsony. A XylA és a XylF enzimek PNPC
aktivitdsdnak 6sszehasonlitdsa feltételezésiinket igazolta.

Eléfordul, hogy a vizsgélat targyat képz6 fehérje nem mutat szignifikdns hasonlésdgot semmilyen
mads, kordbban leirt fehérjével. Ilyenkor a szerkezet és funkcié megértésének leggyorsabb és
legegyszeribb modja a vizsgdlt fehérje szubsztrat jelenlétében vald kristdlyositisa és
térszerkezetének meghatarozasa.
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A tobbféle oldhaté szubsztrat kotésére képes CBM?29-2 modul térszerkezetét mannohexdz és
cellohex6z jelenlétében is
meghataroztuk (2.3.4. abra). A
gliik6z és a mannodz alegységek és a
szubsztrdt ~ kotésben  résztvevo
aminosavak  kozotti  kapcsolat
alapjan megallapitottuk az
elméletileg idedlis szubsztrat
szerkezetét, amely lényegében
megegyezett az ITC vizsgdlatok

2.3.4. abra. A mannohexéz és a cellohexoz lanc elhelyezkedése ésa  alapjan a CBM29-2 modulhoz

kotésében résztvevo aromds aminosavak helyzete CBM-29-2 modul legerésebben kotédé konjack

esetében. Lila: cellohexdz; Kék: mannohexdz, Sarga: CBM-29-2
szubsztrat kotésében résztvevod aromas aminosavai

glikomannan  szerkezetével. A
vizsgélt, homogén egységekbdl
felépiild cukor polimerek koziil a CBM-29-2 szubsztrat kotd modulhoz, a mannohex6z kotodott a
leggyengébben, mig a cellopentdz, cellohex6z €s a hidroxi-etil cellul6z a polimer tagszamatdl
fliggden egyre nagyobb affinitast mutatott.

A 37 %-ban homolég, de oldhaté szubsztratokkal szemben kisebb kotési affinitdst mutaté CBM29-
1 modul szubsztrat kotd arka - modellezés alapjan - néhdany fontosnak 14tszé pozicidban nagyobb
térkitoltésii aminosavakat tartalmaz, mint a CBM29-2. Feltételezésiink szerint ez a CBM 29-2 és
CBM?29-1 modulok eltérd szubsztrat kot képességének az oka.

A rontgen diffrakcids szerkezet meghatdrozas egyik sziik keresztmetszete a vizsgalni kivant fehérje
kristalyositdsa. Gyakran csak hosszan és kitartdé probalkozds utdn lehet azokat a feltételeket
megtaldlni, ahol a fehérjemolekulédk ,.hajlandéak” kristdlyracsba rendezddni, és sokdig tart, amig az
expresszalds, tisztitds és a kiillonbozd kristdlyositdsi koriilmények rontgendiffrakciora alkalmas
fehérje kristalyt eredményeznek.

A PfManl10 enzim mannéz koté X4 modul térszerkezetének meghatdrozdsahoz megprébaltunk a
fehérjébol szerkezet meghatarozasra alkalmas kristalyt elOallitani. Az Ondlldan expresszalt X4
modult N- és C- termindlis His taggal, His tag nélkiil periplazmabdl izoldlva, tobbféle szubsztrat
jelenlétében és hidnydban tobbféle screen-en megprobéltuk kristdlyositani. Hosszas prébalkozas és
optimalizalasok sora utdn az 1 M CaCly-ot, 10 % DMF-et tartalmazé kondicié eredményezett
rontgendiffrakcids szerkezet meghatarozasra alkalmasnak tlind fehérje kristalyt.
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Uj tudomanyos eredmények 6sszefoglalasa

e azonositottunk egy, a bacitracin bioszintézisben szerepet jatsz6 fehérjét kodol6 ORF-et, amit
a szarmaztatott fehérje tioészteraz I1-hoz val6 hasonldsédga alapjan bzsT-nek neveztiink el;

® Dbebizonyitottuk, hogy a btsT gén inaktivilasa csokkenti a mutans sejtek bacitracin termeld
képességét;

e Dbebizonyitottuk, hogy a btsT gén nagy kdpiaszdmui plazmidon torténd bevitele a termeld
mikroorganizmusba kismértékben csokkenti a bacitracin A fékomponens nagymértékben,
pedig a bacitracin B; és a bacitracin B, alkomoponens termelését, igy mint potencidlis
szennyez0 csokkentd faktor haszndlhatd ipari fermenticiokban, nem-riboszomélis tton
késziild peptid illetve poliketid szintetdzok altal eldallitott termékek esetében szennyezd
csokkentésre;

® az Ujonnan azonositott €s mds, nem-riboszomalis peptidszintézisben résztvevo tioészteraz 1
molekuldk vizsgdlatdval meghatdroztuk, hogy a BtsT fehérje foldja o/ fold és ezen beliil a
haloperoxiddzok foldjahoz hasonlit a legjobban;

¢ a haloperoxiddz 3D szerkezete alapjan azonositottuk a BtsT fehérje katalitikus triddjanak
tagjait;

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

e A mérési eredmények alapjan megéllapitottuk, hogy a bacitracin szintetdzt kédol6 DNS
fragmentrdl torténd atirds jelentésen nagyobb, mint a vele egy idoben kezdddd tioészterdz
génrOl torténd atirds. A vizsgalt gének expresszidjdnak maximuméandl van a bacitracin
szintézis legintenzivebb szakasza.

® Azonositottuk a Pseudomonas fluorscens Xynl0A fehérje CBM10 oldhatatlan celluléz kotd
moduljanak szubsztrat kotésben fontos aminosavait helyspecifikus mutagenezis és a felszini
triptofanok NBS-el torténd reakcidja alapjan;

* meghatdroztuk a Pseudomonas fluorscens XylF fehérje CBM15 xyl6z kotd doménjének
xylohexdézzal alkotott komplexének térszerkezetét;

e meghatdroztuk a Piromyces equi CelC fehérje CBM29-2 cellul6z kotd domén
mannohexdzzal és cellohex6zzal 1étesitett komplexének térszerkezetét, és ez alapjan leirtuk
az idedlis szubsztrat szerkezetét.
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