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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Kornyezetiinket a fenntarthatd fejlodés elosegitésével kell a magunk és a jovo embere
szdmara minél inkabb eredeti formajaban megdrizni, ¢lhetdbbé tenni. Ma mar elsddleges feladatunk
a természeti- €s a mesterséges kornyezet megovasa oly modon, hogy ez Gsszhangban legyen az
ember gazdasagi tevékenységeivel. Az emberiség kornyezetre gyakorolt hatdsa az emberi igények
novekedésével és a modern technologidk bdviilésével egyre nagyobb jelentdséggel bir. Mindezek
miatt egyre nagyobb az igény a hatalmas tomegben keletkez6, és megujulé névényi biomassza
hasznositasara, amellyel a mezdgazdasagi termelés soran is jelentés mennyiségben keletkez6
(tobb tizezer tonna), és a tovabbi felhasznalasbol kies6 hulladék frakcid problémaja is megoldodna.

A mikroorganizmusok anyagcseréjiik sordn szerves anyagok atalakitasat is véghezviszik,
ezeket a folyamatokat, és a folyamatokban részt vevd enzimeket biotechnologiai modszerekkel a
hasznunkra fordithatjuk. A biotechnoldgia segitségével eldallitott biologiai rendszerek az emberiség
javat szolgalhatjdk az erdforrasokban egyre sziikolkodé vilagunkban. A kiilonbozo
mikroszervezetek hatalmas metabolikus potenciallal rendelkeznek, igy az altaluk termelt enzimek
ipari, és biotechnologiai jelentdsége mar ma is rendkiviil nagy, és az ujabb kutatdsok hatdsara
szerepiik tovabb néhet.

A tobb ezer éves multtal rendelkezd ndvénytermesztés soran az emberiség leginkabb a
termés, vagy a novény bizonyos gazdasagilag fontos részeit hasznalta fel, igyekeztiink minél
kevesebb mennyiségli biomassza mellett minél tobb hasznos részt eldallitani. A mezdgazdasagban
termesztett haszonnovények tobbségénél, a lignocellulozt nagy mennyiségben tartalmazd részek
(szalma, gabonaszar, rostok) csak melléktermékként jelentkeznek, hasznositasuk nehézségekbe
iitkdzik, valamint draga a felmeriil6 jarulékos koltségek miatt (példaul az 6sszegylijtés, a szallitas,
¢s a tarolas).

A ndvényi sejtfal 6 alkotoja a lignocelluloz, amely cellulézbodl, hemicellulozbol €s ligninbol
felépiild Osszetett biopolimer. A Foldon megtaldlhaté ndvényi biomassza tomegének koriilbeliil
60%-at teszi ki, igy rendkiviil boséges, és fenntarthatd alapanyagként kindlkozik, elsdsorban a
folyékony tiizel6anyagok eldallitdsdhoz. A biologiai uton torténd lebontasaban részt vevo
enzimeknek komoly gyakorlati jelentdsége van, hiszen a kiilonb6z0 kémiai tulajdonsaggal
rendelkezo, és eltérd szerkezeti Osszetevok felhasznalasara szdmos iparagban tamaszkodnak mar

ma is.



A lignocellul6z komplex szerkezete kémiai és biologiai szempontbol is rendkiviil ellenallo,
biologiai lebontasa csak tobb enzim kozremuiikodésével képzelhetd el. A szakirodalom beszamol
olyan szervezetekrdl, amelyek Osszetett enzimrendszeriiknek koszonhetden onmagukban képesek
hatékonyan degradalni a lignocellulézt. A természetben a legaktivabb lignocelluléz hasznositas
a komposztok meleg régidiban zajlik, foként aktinomicéta baktériumok, tobbek kozott a
thermobifidak koézremiikodésével. A Thermobifida nemzetség tagjai komplett cellulaz és
hemicellulaz enzimrendszerrel rendelkeznek, ezért az altaluk termelt termostabil hidrolazokat
tanulmanyozva kozelebb juthatunk a lebont6d folyamatok részletesebb megismeréséhez, valamint
pontosabban meg tudjuk hatarozni, milyen tulajdonsdgokkal kell rendelkeznie egy magas
hatasfokkal miikodo cellul6z vagy hemicellul6z bont6 enzimnek.

A genus modellszervezete a Thermobifida fusca YX torzs, amelynek szamos hidrolaz
enzimét leirtdk mar, az eddig elkészilt tanulmanyok azonban elsésorban a cellulolitikus
enzimrendszeriikre koncentraltak, a hemicellulaz enzimeik kevésbé kutatottak. A 7. fusca-hoz
hasonldan jo bontasi potenciallal rendelkezd T. cellulosilytica nemrég elkésziilt de-novo genom
szekvenalasa lehetdséget nyithat a két szervezet hidrolitikus rendszerének Osszehasonlitasara, és
ujabb, gyakorlati szempontbol is jelentds enzimfehérjék vizsgalatara.

A lignocellulozt bontd enzimeknek, igy a kiilonb6z6 mannandzoknak is, tehat jelentds ipari
hasznositasa lehetséges tobbek kozott a biolizemanyag gyartds soran, illetve alkalmazhatoak a
takarmanyozasban vagy a papiriparban is. A mannanokat hasitd katalitikus fehérjék
kozremukodésével 1étrejové manno-oligoszacharidokat az élelmiszeriparban, és a gydgyszeriparban
is felhasznalhatjak.

Munkdm els6dleges célja volt a 7. cellulosilytica TB100-as torzs GH5-6s enzimcsaladba
tartoz6 endomannandz enzimének (ManS5SA) vizsgalata, amely soran a kivalasztott gént (man5A4)
klénoztam, majd a gén altal kodolt fehérjét E. coli-ban sikeresen tultermeltettem, és az enzimfehérje
részleges biokémiai vizsgalatat is elvégeztem. A T. fusca TM51-b6l szarmazd endomannaniz
enzimet a Debreceni Egyetem Genetikai és Alkalmazott Mikrobiologiai Tanszékén korabban
vizsgaltak, igy a T. cellulosilytica TB100-bol szarmaz6 endomannanaz enzim részleges biokémiai
jellemzése utan lehetdségem nyilt a két homolog enzim 6sszehasonlitasara. Dolgozatomban a téma
aktualis irodalmi hatterének bemutatisa utdn ismertetem a vizsgalataim soran alkalmazott

modszereket, valamint ezek eredményét.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A LIGNOCELLULOZ FELEPITESE

A novényi sejtfal a novények sejtjeit koriilvevd, védd funkcioval rendelkezo, szilarditd
rétege. Szerkezete a vizes oldatok szamara atjarhato, igy biztositva az oldott anyagok felvételét és
leadasat. Amint a képen is lathatdé (1. 4abra), a novényi sejtfal lignocelluléz tartalmt
makromolekuldkbol épiil fel, a lignocelluldz pedig ligninbdl, cellulozbol és hemicelluldzbol allo,

megujithatd szerves anyag (RITTER, 2008).

MivdEnyl salt

celluléz : Hemicallulz
mikrafibrillumalk :

molekulak

1. abra — A novényi vazszerkezet felépitése (RITTER, 2008)

A lignocellulozt felépité molekulak koziil a lignin nagy molekulastlyu, oldhatatlan polimer,
amelyben a fenilpropan alegységek szabalytalanul kapcsolédnak egymashoz. Ezek a fenilpropan
alegységek vazat alkotva kovalens kotésekkel kapcsolodnak a hemicellul6zhoz is, ebbe a matrixba
agyazodnak bele a celluldz szalak. A lignin felelés a ndvényi sejtfal rigiditdsaért, fokozza a novény
ellenalld képességét a mikrobioldgiai behatdsokkal szemben, valamint athatolhatatlanna téve a

szerkezetet, gatolja a hidrolizist végz6 enzimek miikodését (DWIVEDI, 2009).
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2. abra — A lignin reprezentativ szerkezete (HTTP1)

A novényi sejtfal legnagyobb mennyiségben el6forduld, vizben oldhatatlan komponense a
celluloz, legfobb feladata a sejtfal szerkezetének stabilizalasa. A celluléz a legelterjedtebb
biopolimer molekula a bioszféraban, illetve a legegyszeriibb komponens a lignocellulézban. Kémiai
szempontbol a legegységesebb sejtfalalkotd, amelynek hossztt lanca a glikéz egységek
B-1,4-glikozidos kdotések kapcsolataibol all, igy képes a novényekben tamasztd, és szerkezeti
molekulaként funkcionalni. Az igy sszekapcsolodott szalagszerli szerkezetet hidrogén-hid kotések
¢s van der Waals er6k stabilizaljak. A cellulozban elhelyezkedd gliik6z lancok kialakitasa
kristalyszerli szerkezetet hoz létre, amely vizhatlan, oldhatatlan, és jol ellendll a hidrolizisnek. A
novényi sejtfalban talalhatod celluloz egymas mellett parhuzamosan elhelyezked6 lancokbol felépiild
mikrofibrillumokat alkot, amelyekben a polimer lanc hossza ndvényfajonként valtozo, altalaban
2000-2500 gliikoz egységbdl all (KUGA & BROWN, 1991).

A hemicelluloz a celluloz utan a névényi sejtfalban, és egyben a természetben a masodik
leggyakrabban el6forduld természetes polimer, amelynek Osszetétele novényfajonként és
sejttipusonként is valtozo lehet. A hemicellul6zok mintegy kapocsként miikddnek a sejtfalban a
lignin ¢és a celluloz kozott. A hemicelluldéz rovid lancu, elagazasokat is tartalmazo, heterogén
poliszacharid, amely hexo6zokat (pl. glikéz, manndz, galakt6z), és pentdzokat (xildz, arabinoz)
tartalmaz. Harom f6 csoportja a xilanok, mannanok, valamint arabinogalaktanok (DWIVEDI, 2009).

A xilan a novényi szarazanyag tartalom 30-35 szazalékat teszi ki, felépitése ndvényfajtol
fliggéen valtozatos, gerincét B-1,4 kotésekkel kapcsolddd xiloz monomerek alkotjak. A xildz
monomerek gyakran acetildltak lehetnek, és novénytipustol fiiggden eltérd ardnyban gliikoronsav,
vagy L-arabinofurandz oldallancokat tartalmazhatnak. A manndn mannoz, vagy mannoz és gliikoz
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monomerekbdl felépiild, B-1,4-glikozidos kotésekkel kapcsolodd heteropolimer frakcid. Foleg
puhafak esetében jellemzd lehet a mannan lanc acetilaltsaga, és az a-1,6 glikozidos kotéssel
kapcsolodo galakt6z csoportok kapesolodasa. A mannan leginkabb tapanyag raktarozo szerepet tolt
be a novényi vazszerkezet kialakitdsa sordn. Az arabindz és galaktoz egységekbdl felépiild
arabinogalaktan, a masik két hemicellul6z alkotohoz képest sokkal kisebb mennyiségben van jelen
a novényi sejtfalban (PULS & SCHUSEIL, 1996).

A celluloz szerkezeti felépitése és a degradalasban részt vevd enzimek, valamint
hasitohelyeik a 2.3. fejezet 3. szdmu abrajan, a xilan és a galakto-glikomannan a 2.3. fejezet

4. a). és b). abrain lathatoak.

2.2. A LIGNOCELLULOZ BONTASANAK NEHEZSEGEI,

LIGNOCELLULOZ ALAPU BIOTECHNOLOGIAK

A novényi biomassza, mint megujuld eréforras kiaknazasi lehetdsége egyre kutatottabb
teriilet, amely lendiiletet ad a mikrobalis lignocellul6z bontas vizsgalatdnak. Néhany évtizede a
kutatasok elsdsorban a gombak altali lebontas fontossagara dsszpontositottak, azota azonban egyre
nagyobb figyelmet kapnak a lignocelluloz bontdé prokariotak. A ndvényi sejtfal komplex
szerkezetének degradalasa Osszetett sejtfal bontd enzimrendszer miikddését teszi sziikségesseé, mivel
az alkotoegységek koziil a legtobb nehezen oldddo, hidrofob tulajdonsaggal rendelkezik, illetve
szerkezetiiket felépité molekuldk valtozatos kombinacioi nehezitik az egyszerli enzimes lebontast
(LYNCH & WoOD, 1992). A mikroorganizmusok azonban ugynevezett multi-enzimrendszer, vagy
cellulaz komplex miitkodtetésével képesek eleget tenni a kihivasnak (HOWARD, 2003).

A technologidk boviilésével a novények vazanyaga jelentés mennyiségben hasznosithatd
megujulo bioldgiai nyersanyagot szolgaltat ipari felhasznalasra. A névényi biomassza eldkezelését
kovetden kémiai vagy biologiai atalakitas soran kiilonbozo termékek eldallitasara és tovabbi
felhasznalasi modokra nyilik lehet6ség (FERREIRA, 2008). A mezdgazdasagi termelésbol kieso,
Ujrahasznositani kivant novények elsoként az élelmiszer- és takarmany iparagban, vagy a
papirgyartas teriiletén kertiltek felhasznalasra, azonban a legtobb esetben még ma is csak elégetik a
foloslegessé valt maradvanyokat. A melléktermékként keletkezd lignocelluldz ipari alkalmazasanak
legfobb gazdasagi akadalya a bontasahoz sziikséges magas enzimkoltség, azonban a mezdgazdasagi
hulladékokbdl fakadd alacsony t6ke beruhazési, és mikodési koltségek vonzoéva tehetik a

kiilonboz6 alternativ felhasznalasi teriileteket (MALINGREAU, 1996).



Az elmult évtizedben szamos kutatocsoport intenziven vizsgalta a lignocelluléz enzimes
atalakitasara alapuld technologiai lehetOségeket. A lignocellul6z biomassza legjelentésebb
hasznositasi teriiletei a papirgyartds, valamint egyre nagyobb jelentdsége lehet a masodik
generacios bioalkoholok eldallitasanak is, hiszen a szénhidrat polimerek fermentalhatd cukrokka
torténd gazdasagos atalakitdsaval rentabilissé valhat a bioetanol vagy a biobutanol gyartas.

A papiriparban jellemzd fehéritési eljaras az elsé biotechnologiai felhasznalasa a
hemicellulazoknak, amelyek hasznalhatok a xilan és glikomannan szerkezetének modositasara
a fa pépesitésének folyaman azzal a céllal, hogy fokozzdk a lignin elvondsanak hatékonysagat.
Ez a technoldgia kombinalhato kiilonb6z6 tipust papirok pépesitési, és fehéritési folyamataival.
Az enzimatikus kezeléssel csokkenthetd a felhasznalt vegyszerek mennyisége, igy egy
kornyezetbaratabb technologia valthatja ki a hagyomanyos, klorvegyiileteket vagy klorgazt
hasznal6 technikakat, valamint javithat6 a termékek mindsége is, hiszen a specifikus hemicellulazos
kezelés hatasara a celluloz rostok nem degradalodnak.

A lignocellul6z szénhidrat tartalma alapvetden harom uton alakithat6d at fermentalhat6 cukorra:
egylépcsés tomény savas, kétlépcsOs hig savas, valamint enzimes hidrolizissel. Mindharom
technologia lényege a lignocelluloz biomassza el6kezelése, a celluloz hozzaférhetdségének
novelése a cellulaz enzimek szamara, céljuk a nagyobb a fermentalhaté cukormennyiség kihozatala
(TUCKER et al., 2003). A folyamatban a hemicelluléoz hidrolizalodik, a celluloz pedig
hozzaférhetébbé valik a tovabbi enzimatikus folyamatok soran. A kdvetkezd 1épésben megy végbe
a celluléz hidrolizise cellulaz enzimek hatasara, amelyeket cellulozbonté mikroorganizmusok, vagy
az altaluk kodolt gének felhasznalasaval allitanak eld. A fermentacio soran a hidrolizis termékeként
kapott cukrok atalakitdsa torténik, amelyek tovabbi technologidk szdmara jelenthet kiinduld
szubsztratot, felhasznalasuk sokrétii Iehet (TAMAS & BLASKO, 2008).

Az allattenyésztésben, elsdsorban a baromfi takarmanyozas sordn szintén hasznalnak olyan
enzimkészitményeket, amelyek a cellul6z és hemicelluloz frakciok bontasaval segitik az allatok
emésztését, igy novelve a takarmanyozas hatékonysagat (SUURNAKKI et al., 1997).

Sachslehner és munkatarsai arrdl szamoltak be, hogy a kavé manndn tartalmat egy fonalas
gombabodl (Sclerotium rolfsii) szarmazé mannanaz enzim segitségével hidrolizaltak, amellyel
jelentdsen csokkenteni lehet a kavékivonatok viszkozitasat, amely az instant kavé gyartds soran
jelenthet nagy elonyt (SACHSLEHNER et al., 2000). Tovabbi élelmiszeripari és gyodgyszeripari
felhasznalasa lehet a kiilonb6z6 poliszacharid bontd enzimeknek a probiotikus hatasa
oligoszacharid gyartés. Ilyen készitmények eldallitdsa nem csak a hidrolitikus aktivitast enzimek
segitségével képzelhetd el, hanem olyan mutans fehérjék biotechnologiai modszerekkel torténd
eléallitasaval, amelyek szintetizald funkcioval birnak, hidrolizalo funkcidjukat viszont elveszitették

(SUURNAKKI et al., 1997).



2.3. A LIGNOCELLULOZ HASITO ENZIMEI

Az evoluci6 soran a kiilonb6z6 ¢éldlények mas-mas stratégiat dolgoztak ki a lignocelluloz
hasznositasa érdekében. A természetben csak mikroorganizmusok képesek a lignocelluloz
kozvetlen hasznositasara, 0sszetett enzimrendszereik segitségével. A magasabb rendi allatok, igy a
kiilonb6z6 ndvényevo rovarok, hiillok, madarak és emldsdk, mind valamilyen baktérium vagy
gomba partner segitségére szorulnak (DEHORITY, 1991). Az aerob baktériumok szamos egyedi
extracellularis ,,enzim-modult” termelnek, mig az anaerob baktériumok egy egyediilallo
enzimkomplexszel, a celluloszomaval rendelkeznek a celluléz és hemicelluléz degradalasahoz
(SCHWARZ, 2001). Annak ellenére, hogy a ndvényi vazanyag Osszetevoi egységenként az enzimek
szamara konnyebben hozzaférhetéek, egymasra épiild, komplex strukturajadban a lignocelluloz
mégis nehezen bonthatd polimer (LYNCH & WOOD, 1992).

A lignin enzimes lebontésa elsdsorban aerob folyamat, anaerob koriilmények kozott a lignin
hosszu ideig fennmarad, és mivel a legnehezebben bonthaté komponens a ndvényi sejtfalban, igy
mennyiségével ardnyosan csokkenti a szubsztrat biologiai hozzaférhetdségét. A ligninbontasban
els6sorban a lakkdz enzimmel rendelkezé gombdk jeleskednek, a prokaridta szervezetek ezen a
téren alul maradnak.

A szakirodalom altal cellulaz komplexnek nevezett, celluléz bontashoz sziikséges
enzimrendszer harom f6 alkotobdl all: endogliikandz, cellobiohidrolaz vagy exogliikandz, illetve
cellobiaz vagy B-gliikoziddz. A celluloz enzimatikus bontasa sordn az enzimrendszer tagjai
kiegészitik egymast, elsd 1épésben az endogliikanazok véletlenszeriien hasitjadk a celluléoz amorf
régioit, amelynek kovetkeztében rovidebb cellulo-oligoszacharidok jonnek létre. Ezt kdvetden az
exogliikandzok a szabad lancvégekrdl hasitanak le két gliikkozt tartalmazd cellobidz egységeket,
amelyeket végiil a cellobiaz (B-glikoziddz) enzimek bontanak le glikéz molekulakka

(WILSON, 2004). A cellul6z enzimatikus bontasat és a hasito helyeket a 3. abra szemlélteti.

Celluloz

/ /

Glukozidaz Cellobiohidrolaz Endoglikanaz

3. abra — A celluléz bontasaban részt vevé enzimek (DEBOY et al., 2008)



A kiilonbozo Osszetételii hemicellulozok komplexitasa és valtozatossaga miatt, az ezeket
degradalo enzimrendszer is sok kiillonboz6 specifitasu katalitikus fehérjébdl all. A hemicellulazok
leginkabb glikozid-hidrolazok vagy szénhidrat-észterazok lehetnek, szerkezetiik és funkcidjuk
Osszefiiggéseinek, illetve szdmos kombinacios lehetdségeinek megértése napjainkban még nem
teljesen feltart teriilet (ASPEBORG et al., 2012).

A hemicelluléz frakcido bontdsaban jelentds szerepet toltenek be a kiilonbozo xilandz és
mannandz enzimek. Az endoxilanazok és endomannanazok véletlenszerlien hasitanak a xilan illetve
a mannan lancon belill, mig a bontasi folyamat végén B -xilozidaz és  -mannoziddz enzimek
hasitjak tovabb a xilo- és manno-oligoszacharidokat xil6z és manndz végtermékekké (a 4. abran
lathat6 a xilan a). és galakto-glikomannan b). szerkezeti felépitése valamint a bontasukban részt

vevo enzimek).

a) Xilan

MED a-D- Glukoronldaz

YO
;'ch:etll-)(ilém-észteréiz"“""'\0

0
- HO R .
0 HO o)

w-L Arablnofuranondaz Endo-xilanaz

b) Galakto-gliilkomannan

a= Galaktondaz

YO Acetil-mannan-
y~ észteraz OH
0 ° o~
== | O i HO 0 i
OH Endo-mannanaz OH p-Gliikozidaz

4. abra — A xilan a). és a galakto-gliikomannan b). szerkezete valamint enzimatikus bontasa

(DEBOY et al., 2008)
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A kiilonb6z6 oldallancok hasitasdban tovabbi szamos észteraz és egyéb hidrolaz enzim vesz
részt (HAKI & RAKSHIT, 2003).

A szakirodalom alapjan szamos kutatds igazolta a lignocellul6z degradald enzimek kozotti
nagyfoku szinergizmust. Ennek alapja a hasonld funkcidju enzimek kozott, a részben eltérd
specifitas €s hatasmechanizmus lehet, de a lignocellul6z lizise soran a hemicelluldzok és cellulazok
is kolcsonosen novelhetik egymds hatékonysagat, a masik enzimcsoport szubsztrathoz vald

hozzaférésének konnyitésével (WILSON, 2004).

2.4. A GH5-0S ENZIMCSALAD ES A B-MANNANAZOK

Az endomannanazok a lignocellul6z bontasdban kdézremiikodo legtobb enzimfehérjéhez
hasonléan a glikozid hidrolazok csoportjaba tartoznak. A glikozid hidrolazok (GH enzimcsalad)
széles korben elterjedt csoportja az enzimeknek. Miukodésiik soran a glikozidos kotéseket
hidrolizaljak két vagy tobb szénhidrat kozott, vagy egy szénhidrat és nem szénhidrat molekula
kozott. Legtobb esetben a glikozidos kotés hidrolizisét egy proton donorként jelen 1évo savas, és
egy nukleofilként fellépd bazikus aminosav katalizalja az aktiv centrumban. Katalitikus
mechanizmusukat tekintve kétfélék lehetnek, a retencid soran a szubsztrat anomer szénatomjanak
térallasa nem valtozik, az inverzidval torténd hidrolizis az anomer szénatom helyzetét megforditja
(VUONG & WILSON, 2010).

A glikozid hidrolaz enzimcsalddon beliill a GHS5 csoport a glikozid hidrolazok kiterjedt
skalajat foglalja magaba, fellelhetok baktériumok, kiilonb6z6 eukariotdk, mint példaul egyes
novények, de kiilondsen gombak szervezetében. A szekvencia €és biokémiai vizsgalatok alapjan
Osszesen 51 alcsaladba tortént meg a besorolasuk, ezek egyharmada monospecifikus (egyetlen
szubsztrat specifitdssal rendelkeznek), bar az ujabb kutatdsoknak és biokémiai vizsgalatoknak
koszonhetden 1 funkciok is folyamatosan felfedezésre keriilnek. Jellemzés alatt all tovabba
koriilbeliil 20 alcsalad, koziiliikk sokrodl csak korlatozott strukturalis, és biokémiai elemzések adatai
allnak rendelkezésre. Ezen enzimek funkcidinak vizsgalata, illetve filogenetikai fajuk elemzésének
alapjan 1is arra kovetkeztethetliink, hogy iparilag jelentds enzimek csoportjat képezik
(ASPEBORG et al., 2012).

A csalad maig besorolt tagjai kéz¢ endoglilkandz, endomannanaz (mannan endo-f-1,4-
mannoziddz vagy B-mannanaz), exoglukanaz, exomannanaz és B-glilkkozidaz enzimek tartoznak.
Magéaba foglalja tovabba az 1,6-galaktanaz, 1,3-mannandz, 1,4-xilanaz, endoglikoceramidaz,

valamint a nagy specifitassal rendelkez6 xiloglilkanaz enzimeket is (HTTP2).
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A B-mannanazok (5. dbra) mannan alapu hemicellul6zokat hidrolizalnak és révidebb B-1,4-manno-
oligomereket szabaditanak fel a mannanban talalhat6 glikozidos kotések bontasaval, amelyek

B-mannozidazok altal tovabb hidrolizalhatdak manno6zza.

5. abra — Bacillus sp. JAMB-602 torzsbol szarmazoé f-mannandz haromdimenzios szerkezeti

felépitése a katalitikus és CBM modulokkal (AKITA et al., 2004)

Jelenleg mintegy 50 f-mannanaz génszekvenciat (GH csalad 5 és 26) és 15 B-mannozidaz
szekvenciat (GH csalad 1, 2 és 5) irtak mar le (SHALLOM & SHOHAM, 2003). A mannanazok
képesek a legkiilonb6zobb pH tartomanyban hatékonyan miikodni, attol fiiggéen, hogy milyen
szervezetbol szarmaznak, de a savas és semleges tartomanyban aktiv mannanazok a leggyakoribbak
(DHAWAN & KAUR, 2007). Mivel a termostabil B-mannanazok magas homérsékleti optimummal,
illetve gyakran széles pH tolerancidval is rendelkeznek, felhaszndlasuk ebbdl a szempontbodl is

elényokkel jar (HILGE et al., 1998).

2.5. A THERMOBIFIDA NEMZETSEG JELLEMZESE

2.5.1 A THERMOBIFIDA NEMZETSEG RENDSZERTANA ES ELETTANI TULAJDONSAGAI

A Thermobifida nemzetség elsoként identifikalt két tagjat (7. alba és T. fusca) elészor a
Thermonospora nemzetséghez sorolta a szakirodalom. 1998-ban a filogenetikai vizsgalatok, és a
16 rDNS szekvencia analizisek elvégzése utan javasoltdk a Nocardiopsaceae csaladba tartozo 1j
nemzetség, a Thermobifid genusba kozé valo atsorolasukat. A Thermobifida, Nocardiopsis,
valamint Streptomonospora 16S tDNS szekvenciai alapjan megallapithato, hogy a harom
nemzetség filogenetikailag kozel all egymashoz, ami az alabbi (6. szamu) abran is jol lathato

(ZHANG et al., 1998).
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— 71 Nocardiopsis gilva YIM 900877 (AY619712)

e 84 Nocardiopsis composta KS8 (AF360733)
Nocardiopsis aegyptia DSM 444427 (AJ539401)
%8 42 Nocardiopsis trehalosi DSM 443807 (AF105972)
100 E Streptomonospora alba YIM 90003T (AF462347)

Streptomonaspora salina YIM 900027 (AF178988)
———— Thammobifida fusca ATCC 277307 (AFQ02264)

a7 Thermuobifitda salliosilytica TBA0D (AJ208058)
49E Themiolifida hafotolsrans YW 90462 (EU250483)
il Tharmobifids atha JCM 30777 (AFQD02260)

Thermomaonosporg chromogens JCM 6244 (AFQ02261)

6. abra - A T. cellulosilytica rendszertani pozicidja (YANG et al., 2008)

A nemzetséghez ma négy faj sorolhatdé a 7. alba, a T. fusca, a T. halotolerans, és a
T. cellulosilytica. A thermobifiddkat morfologiajuk, és mikroszkopikus vonasaik miatt régebben a
sugargombak csoportjaba soroltak. Jellemz6 rajuk a hifas felépités, amelyek ha kozvetlen
kontaktusba keriilnek a lignocelluldzzal, szamos hidrolitikus fehérjét valasztanak ki. Az alabbi
képen (7. abra) jol lathato a hifas felépités, valamint a sporaképzodés a hifak elagazo csucsi részein

(KUKOLYA et al., 2002).

7. abra - A T. cellulosilytica TB100-as torzs elektronmikroszképos felvétele (a méretvonal 1 pm-es)

(KUKOLYA et al., 2002)
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A komposztalds soran az elsé par nap utdn, amikor a kdnnyen metabolizalhatd szerves
anyagok elfogynak, és az ammonia felszabaduldsa miatt a pH lagos tartomanyba (pH 7-9)
emelkedik, a komposztalas termofil szakaszaba érkezve kezdenek elszaporodni a Thermobifida
nemzetséggel egyiitt mas Actinobacteria fajok is. Ennek megfeleléen a T. alba és a T. halotolerans
tipus torzseinek homérsékleti optimuma 40-45 °C kozott van, mig a magasabb homérsékletet
kedveld T. fusca és T. cellulosilytica tipus torzseinek 55-60 °C kozott.

Osszességében elmondhatd, hogy a thermobifiddk aerob, Gram-pozitiv, sporaképzd és
termofil tulajdonsadgu baktériumok, amelyek olyan kozegben fordulnak elé leginkdbb, ahol
héfejlodés jellemzdé a szerves anyag degradacioja soran (példaul a tragyahalom, komposztok
kiilonboz6 régioi, nyirkos kozegben tarolt széna, vagy gombakomposzt)

(ZHANG et al., 1998, YANG et al., 2008).

2.5.2. A THERMOBIFIDAK LIGNOCELLULOZ BONTO ENZIMRENDSZERE

A T. alba, a T. fusca, illetve a T. cellulosilytica izolatumok tragyabol, nedves szénabol, vagy
komposztbol szarmaznak, amely alatamasztja a nemzetség lignocelluléz bontd képességét
(YANG et al., 2008). A Thermobifida nemzetség modellszervezete, és egyben legszélesebb korben
tanulmanyozott faja a 7. fusca, amelynek extracellularis enzimeit mar részletesen vizsgaltdk a
magas aktivitasuk, hostabilitdsuk és széles pH toleranciajuk miatt (pH = 4 és 10 kozott)
(DENG & FONG, 2010).

A T. fusca teljes genomja 45 hidrolitikus enzimet tartalmaz, ezek tobbnyire oligo- illetve
poliszacharidok degradalasaban jatszanak szerepet, amelyek koziil 36 glikozid hidrolazt talalunk,
ezen tilmenden szénhidrat-észterazok, és poliszacharid-lidz gének azonosithatoak.

A szakirodalom alapjan eddig tizennégy enzimét izolaltdk €s vizsgaltak, amelyek szerepet
jatszanak a lignocelluloz bontasban. A T. fusca cellulolitikus enzimrendszere két exocellulaz, négy
endocelluldz, és egy endo és exo aktivitdssal is rendelkezd cellulaz enzimbdl, valamint egy
B—gliikozidazbal all. A hemicellul6zok hidrolizisében kdzremtikddd glikozid hidroldzok koziil idaig
leirtak és jellemeztek egy p—mannozidazt, valamint harom endoxilanazt, egy p—xilozidazt és egy
xilogliikanazt (WILSON, 2004). A T. fusca tehat komplett lignocelluléz bonté enzimrendszerrel
rendelkezik, és az 0j genom projekt alapjan ugy tlnik, hogy ez a T. cellulosilytica-rol is

elmondhatd.
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A legtobb glikozid hidrolaz enzimhez hasonléan az eddig vizsgalt GH csaladba tartozo
thermobifida enzimek is modularis szerkezetiiek, és az extracellularis enzimek esetében a
katalitikus domén mellett mindig megtalalhatdak kiilonbozé szénhidrat koté modulok
(CBM- Carbohydrate Binding Module) is. A glikozid hidrolazok térszerkezetére jellemzd, hogy a
hosszabb poliszacharid lancokon beliil hasité endo aktivitast enzimek katalitikus doménje nyitott
arok szer( struktirat alakit ki, mig a lancok végeir6l monomereket vagy dimereket hidrolizal6é exo
aktivitasi enzimek aktiv centruma csatorna alak(l. A katalitikus és CBM egységeket valtozatos
hossziisag kapocs régid koti Ossze. A T. fusca cellulazain és hemicelluldzain legtobb esetben
CBM2-es tipusu szénhidrat kotd domént taldlunk, de el6fordulnak a CBM3-as és a CBM6-os
modulok is. Ezeknek a doméneknek a segitségével kotddik a celluléz vagy hemicelluldz szalakhoz
az enzim, igy a CBM régiok nagyban hozzajarulnak ezen glikozid hidrolazok hatékonysagahoz

(BEKI et al., 2003; LYKIDIS et al., 2007).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Munkam elsésorban molekularis bioldgiai vizsgalatokra alapult, amelyek elvégzésére a

Szent Istvan Egyetem Regiondlis Egyetemi Tudaskozpont, valamint a Kornyezetvédelmi és

Kornyezetbiztonsagi Tanszék laboratériumaiban volt lehetéségem. A munkafolyamat egymasra

¢épiild 1épéseit sematikusan az alabbi (8. szamu) abra szemlélteti.

pET28-as vektort
hordozs E. coli
tenyésztése

T. cellulosilytica
tenyésztése

Genomi DNS
izolalas

Plazmid izolalas

PCR-reakcid az endomannanaz gén
felszaporitasahoz

- Primer tervezés genom projekt alapjan
- PCR kondicidk beallitasa

A gén klénozasa pET28
expresszios vektorba

A fehérje
megtermeltetése
E. colisejtekben

' Fehérje tisztitas

Biokémiai jellemzés
- SDS-PAGE-val molekulatémeg
- Hémérséklet optimum
- Homérséklet stabilitas

- pH optimum meghatarozas

v

8. abra — Gyakorlati munkam 6sszefoglalé vazlata
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3.1. T. CELLULOSILYTICA TB100 ES E. coLI TENYESZTES (DNS ES PLAZMID IZOLALASHOZ)

Az éltalam vizsgalt T. cellulosilytica TB100 jelt torzs felszaporitasat — 80 °C-on glicerol
oldatban tarolt sejtszuszpenzio thermobifida taptalajra (1. tablazat (a) oszlop) torténd szélesztésével
kezdtem. Ezutan a szilard taptalajon kindtt tenyészetet tisztitd szélesztéssel egy ujabb szilard
taptalajra oltottam, majd egy telepet oltokacsra felvéve 50 ml LB tapoldatot (1. tdblazat (b) oszlop)
inokulaltam. Ezt kovetden a tenyészetet razotermosztatban 55 °C-on 190 rpm fordulatszamu razatas
mellett 72 6ran keresztiil inkubaltam. Ezzel parhuzamosan kanamicin rezisztencia gént hordozo
pET28-as expresszidos vektorral transzformalt E. coli-t szélesztettem tisztitd szélesztéssel,
kanamicint 50 pg/ml végkoncentracioban tartalmazé LB szilard taptalajra a késébbi pET28 plazmid
izolalas céljabol. Masnap egy telepet oltottam 2 ml, 50 pg/ml kanamicint tartalmazé LB tapoldatba,

majd 16 oran keresztiil 37 °C-on, 190 rpm-en razatva inkubaltam.

1. tablazat — A kisérletek soran alkalmazott tapoldatok dsszetevéi

OSSZETEVOK

Thermobifida taptalaj (a) LB taptalaj (b) Megjegyzés
NaNO; lg NaCl 9g
sterilezés
K,HPO, lg élesztokivonat S5g
NaCl 3g tripton 10g autoklavban
MgCl, x 6H,0 1,06 g
] -
Medium A 121 °C-on,
. 1 ml
(mikroelem oldat)
. e 1,1 atm
élesztokivonat 05¢g
pepton 05¢ nyomason
szacharoz 3g
Desztillalt viz 1000 cm’ 20 percig

Bakteriologiai agar (amennyiben sziikséges) 24 g

3.2. T. CELLULOSILYTICA GENOMI ES E. cOLI PLAZMID DNS 1ZOLALASA

A T. cellulosilytica TB100 baktériumtdrzsbol Mobio UltraClean Microbial DNA Isolation
Kit felhasznalasaval DNS izolalast végeztem a gyart6 altal megadott protokoll alapjan. Plazmid
izolalashoz pET28 plazmidot tartalmazo E. coli baktérium tenyészetet hasznaltam, majd a Geneaid

High-Speed Plasmid Mini Kit felhasznalasaval izolaltam a sziikséges anyagmennyiségli plazmidot.
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3.2.1. AGAROZ-GELELEKTROFOREZIS
Mindkét eljaras utan, a genomi DNS ¢€s plazmid mintak CencRuler™ DNA Ladder Mix

meglétét, valamint a késébbiekben a PCR fragmentek
bp  nghSup %

ellendrzését agardoz gélelektroforézissel végeztem, ehhez

1 %-os agaroz gélt készitettem [lg nagytisztasdgli agaroz Lﬂiﬁlrﬂt ]gﬁ %E
felolddsa magas homérsékleten 100 ml 1xTBE pufferben Ell:'[:f:l] {E’ﬁ :_fi
(10X TRIS-Bérsav-EDTA: 107,81 g/l Tris; 55,03 g/l Bérsav; 00| 8 | Bl
EDTA 744 gl), amely ecthidium-bromidot 50 pg/ml 3000 | 138
koncentracioban tartalmazott]. Az ethidium-bromid egy ngjlr] ﬂhﬂ 3%
interkalaldo DNS festék, amelynek segitségével a DNS EE%EII 5%.% i'i
fragmentek UV fény alatt lathatova valnak. 53% | i" : jﬂl

Mintafelvitelkor 5 pl DNS minta és 3 pl toltépuffer gag ,,ﬁ? %E
(18,6 g EDTA; 20 g sarcosyl; 600 ml glicerin; 0,5 g i E‘IEE: lj? rJI
bromfenolkék; 1000 ml desztilldlt viz) elegyét pipettdztam a = [EI},] jllJ::I :ll;ij

zsebekbe. A sorok elejére és végére 4 ul DNS Marker (Gene 0500/ 1Ene,

. ) Bomm length g,
Ruler Mix DNA Ladder, koncentracio: 0,5 pg/pl, Fermentas) T TAE 7o, 45min
létrat pipettaztam, igy a kapott fragmentek mérete az ismert

9. abra — Az agarodz
gélelektroforézishez alkalmazott DNS
(9. abra) Osszehasonlitva hatarozhato meg. A gél futtatdsat marker

hossziisagh ~ DNS  szakaszokat  tartalmazé  létraval

30 percig 120 mV fesziiltségen végeztem.

3.3. A T. CELLULOSILYTICA TB100-BOL SZARMAZO ENDOMANNANAZ (MAN5A)

GEN KLONOZASA EXPRESSZIOS RENDSZERBE

3.3.1. POLIMERAZ-LANCREAKCIO (PCR)

Primertervezés

A PCR reakci6 kulcsfontossagu 1épése a vizsgalni kivant génre torténd primertervezés, ahol
a sikeres amplifikacio érdekében szamos tényezé figyelembe vétele célszeri. Munkam soran a
megfeleld PCR primer-par tervezéséhez a genom projekt alapjan meghatarozasra keriilt
endomannandz gén nukteotid szekvencidjara tdimaszkodhattam.

Els6é lépésként az erre alkalmas szoftver segitségével detektdltam az extracelluldris

transzportot eredményezd szignalszekvenciat (http:// www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), hogy ez ne

keriiljon ra az expresszalt fehérjére, a forward primert az ez utani szakaszra, a reverse primert a gén
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legvégére terveztem, amely a stop kodont is tartalmazta, igy a fizios fehérjén a hisztidin farok az
N terminalisra keriil. A kovetkezo 1épésben a pET28 plazmid restrikcios felismerdhelyei alapjan
meghataroztam, hogy milyen hasitohelyekkel érdemes tovabb dolgozni, amelyeket természetesen a
kloénozni kivant génszakasz nem tartalmaz. A valasztds forward primer esetén az Ndel, reverse
primer esetén az Xhol restrikcios endonukledzokra esett. A hasitohelyek elé 7-8 bazisos
véletlenszeri szakaszt is beillesztésre keriilt a restrikcios enzimek hatékonysaganak ndvelése

érdekében.

Homérséklet optimalizalas

Az optimalis homérsékleti beallitasok valamint a reakcidelegy Osszetevoinek megfeleld
koncentracioja a PCR reakcio egyik kulcseleme, amelyek a templat szekvencia ismeretében elméleti
¢s kisérleti uton hatarozhatéak meg.

A kés6bbi PCR reakciok optimalis anellacios homérséklet kialakitasa érdekében gradiens
PCR reakciot allitottam 0Ossze, ahol eltér6 hofokok beallitdsaval szabalyoztam az anellacios
folyamatot (50 — 55 — 60 °C). A PCR reakcio végeztével agardz gélelektroforézis segitségével
allapitottam meg az optimalis anellacios homérsékletet. A PCR sordn az alabbi bedllitdsokkal
(2. tablazat) dolgoztam, a reagensek leirasa a gyartd (Fermentas) honlapjan elérhetek

(http://www.thermoscientificbio.com/molecular-biology/pcr-gper-and-reverse-transcription).

2. tablazat — A felhasznalt PCR program és reakcio osszetétel

1 95 °C 5 min Sul 10X Taq puffer
PFU (72 °C-on 10 nmol nukleotid / 30 perc) polimeréz bemérése | 10 pl dNTP (1 mM)
95 °C 30 sec 3ul MgCl, (25 mM)
32 50°C/55°C/60°C | 30 sec 0,5-0,5 ul | primer (325 uM)
72 °C 1 min 50 sec 1U PFU polimeraz
1 72 °C 10 min 4 ul DMSO
25,5 ul MQ
1l templat DNS
—
50 nl VEGTERFOGAT
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PCR termék tisztitasa

A PCR termékek tisztitasat NucleoSpin Extract II. (Macherey-Nagel, Diiren) kittel végeztem
a gyarto utasitasai szerint. Erre a 1épésre a tovabbi reakciokat esetlegesen zavard 6sszetevok (ANTP,
primerek, felesleges sok) eltavolitdsa miatt volt sziikség. A tisztitds eredményét Ujabb agar6z

gélelektroforézissel ellendriztem.
3.3.2. RESTRIKCIOS EMESZTES

A kivant gén megfeleld iranyultsagli beépitése a plazmid vektorba gy érhetd el, ha a
folyamat soran szekvencia felismeré DNS hasito, azaz restrikcidos endonukledz enzimmel kezeljiik a
PCR terméket valamint a plazmidot is. A hasitds torténhet a két szalon néhany bazis tavolsagra,
ekkor ragados vég jon létre, amely megkonnyiti a két szakasz Osszekapcsolodasat rekombinans
DNS-sé. A tisztitott PCR termékbdl 10 pl mennyiséget emésztettem. A plazmid izolalasbol
szarmazo, 95 ng/ul koncentracioju (spektrofotometrids mérés alapjan) pET28 plazmid vektorbol

(9-10. abra) szintén 10 ul-t hasznaltam, majd a kovetkez6 enzimek felhasznalasaval hasitottam:
Xhol — hasitoéhely: 5* C' TCGAG 3’

Ndel — hasitohely: 5’ CA' TATG 3’

Xho I{158)
Mot l{168)
Eag lj168)
Hind 111{173}
Sal Ij179)
Sac I{190)
EcoR {192}
BamH lj198)
Bpu1102 Iiz0)__—| Nhe 1[231)
| " | Nde I[233)

[ MNco I[236)
| _ %ba l(335)
- Bgl 1201}
3-5358) — SarA (442}

_ Sph I(5e8)

Pwvu lj2426) / c;\h\
Sgf {4428) '_\. /s ;‘-‘
e

Sma 1i4300) «f /[ oy

Y
A\ Miu |
W u l{1123)
\
‘g "'. '.K Bel l{1137)

<2

e )

Cla li4117) . 13 =\
Nru lj40s2) { J = ||| BStE li1304)

il
Y pPET-28a(+) 2| ‘ ‘Apa [(1234)

'. (5369bp) g/l

|

I'-, =/ rl.'IEssH 1{1534)
EcoST 3772) 4 | MEcoR w1573}

L)
Y

AlwN 1(3840) A

/ f Hpa Ij1828)

BssS 1(3387) PshaA I(1088)

BepLUA1 |.;3zzi§_}\ )
Sap l(3108) £ -

- \ “Fsp l(2205)
Bst1107 l2008) /[ T \Pap5 ll{2230)
Tth111 l{2883)

9. abra — Az altalam hasznalt pET28 plazmid
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10. abra - A pET28 vektor poliklonozo és expresszids helye a szekvenciakkal

3. tablazat — Az alkalmazott kettés restrikcios emésztés (duble digest) koriilményei

PLAZMID PCR TERMEK

VEKTOR Homérséklet
(10 pl) (10 i)
Puffer (Orange) 3ul
Ndel enzim (Orange) LU pul) .
Xhol enzim (Red) 20U @2l 7€
MQ viz 15-16 pl

VEGTERFOGAT 30 pl

A restrikcids emésztés soran alkalmazott reagensek leirasa a gyartd (Fermentas) honlapjan

elérhetoek:

(http://www.thermoscientificbio.com/molecular-biology/pcr-gper-and-reverse-transcription).

Ez utan a restrikcids endonukledz enzimmel hasitott termékeket tisztitottam (NucleoSpin Extract I1.

- Macherey-Nagel, Diiren), amivel eltavolitottam a leemésztett végeket és az esetlegesen zavard

vegyiileteket.

3.3.3. LIGALAS

Az emésztett termék valamint plazmid vektor egyesitéséhez a reakcidelegyet
3:1 termék:plazmid ardnyban a gyart6 (Fermentas) ajanlasaval allitottam Ossze. Az emésztett

ragados végek Osszekapcsolasa T4 DNS ligaz enzim felhasznalasaval tortént, amint az alabbi, 11.

szamu abran is lathato.
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11. dbra — A restrikciés emésztés valamint a ligalas sematikus folyamata a rekombinans plazmid kialakitasaig

A 4. szamu tablazatban feltiintetett Gsszetevok felhasznalasaval Osszeallitottam a reakcid
elegyet, majd 16 °C-os homérsékleten egy éjszakan at inkubaltam azt a gyarté (Fermentas) altal

biztositott pufferben.

4. tablazat - Az alkalmazott ligalasi reakci6 koriilményei

OSSZETEVOK Mennyiség

10x T4 DNS Ligase 2l

Reaction Buffer (Fermentas)

T4 DNS ligaz enzim 1,5U

pET28 vektor 1 pl

Inzert 3ul

MQ viz 12,5 pl
VEGTERTFOGAT 20 pL.

3.3.4. TRANSZFORMALAS

A transzformalas soran az inzertet tartalmazo plazmidot E. coli BL21 kémiailag kompetens
sejtekbe juttattam. Az E. coli BL21 sejtekhez (Invitrogen) 5 ul rekombinans plazmidot adtam, majd
az elegyet fél oran keresztiil jégen tartottam, majd 45 masodpercre 42 °C-ra helyeztem (hdsokk),
ezutan 2 perc id6tartamra ismét jégre tettem. Utdna hozzaadtam 250 ul SOC médium regeneralast
segité tapoldatot (Invitrogen), ezzel razattam 37 °C-on 190 rpm-en egy oran keresztil. A
regeneraltatds utdn a transzformalt sejtekbol 100 pl-t LB taptalaj felszinére szélesztettem, amely
szelektald agensként 50 pg/ml végkoncentracioban tartalmazott kanamicint, majd 37 °C-on egész
¢jjel inkubaltam. Masnap a transzformalt sejtek ellendrzéséhez PCR reakciot allitottam Ossze,

amelyhez templatként egy fogpiszkdld hegynyi transzformalt sejtet hasznaltam, majd agar6z
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gélelektroforézis segitségével allapitottam meg, melyik telepek tartalmazzak ténylegesen az
inzertet. A PCR reakcidohoz sziikséges elegyet az alabbi, 5. szamu tablazatban feltiintetett
Osszetevokkel készitettem. A reagensek leirasa a gyartd (Fermentas) honlapjan talalhaté meg:

(http://www.thermoscientificbio.com/pcr-gpcr-and-reverse-transcription/pcr-enzymes-master-

mixes-and-reagents/standard-pcr).

5. tablazat — A transzformalas ellendrzéséhez osszeallitott PCR reakcio

‘ OSSZETEVOK

10x Dream Taq Buffer 5ul
dANTP (1ImM) 10 pl
primerek (325 pM) 1-1 pl
Dream Taq DNA 0,2 ul
Polymerase (5U/ul)
DMSO 4 ul
MQ viz 28,8 ul
‘ VEGTERFOGAT 50 ul

3.4. A FUZIOS PROTEIN TULTERMELTETESE ES TISZTITASA

3.4.1. FEHERJE TERMELTETES E. COLI BL21 SEJTEKBEN

A szilard taplemezen kindtt telepek koziil négyet 2 ml LB tépoldatba tettem, ami
50 pg/ml koncentracidban kanamicint tartalmazott. Ezt a kezdd kultarat 37 °C-on 190-es rpm
fordulatszdmu razatds mellett ,,overnight” novesztettem. Masnap ezzel a kezdd kultaraval
inokulaltam 50 ml LB tapoldatot, amely szintén 50 pg/ml koncentracidoban tartalmazott kanamicint.
Az igy elkészitett kultirdkat 190 rpm-en 37 °C-on inkubaltam, iigyelve kdzben az optikai denzitds
értékére, vagyis hogy a tenyészet log fazisban legyen az indukciokor. ODgpp=0,6-1 érték kozott
0,5 mM IPTG (iso-propil-B-D-1 tiogalaktopiranozid) végkoncentracié beallitasaval indukaltam a
fehérjetermelést, amely 20 °C-on 190 rpm razatas mellett 16 6ran keresztiil tortént. Ezt kovetoen
centrifugalassal 0Osszegyijtottem a biomasszat, majd a lelilepedett réteget elokészitettem a

sejtfeltarasra.

23



3.4.2. A SEJTEK FELTARASA ES A FUZIOS FEHERJE TISZTITASA

A sejt pelletet 2 ml lizis pufferben (NaCl,, imidazol, NaH,PO4, lizozim - 1 mg/ml
végkoncentracioban) szuszpendaltam, majd ultrahangos feltarasnak (szonikalas) vetettem ala, amely
mintanként 40 masodpercig jégben hiitve tortént, a fehérje kicsapddasanak elkeriilése érdekében.
Ezt kovetéen 4 °C-on 15 percig 4600 rpm fordulatszamon centrifugaltam, igy a fehérjéket a
feliiluszo tartalmazta. A lizalt sejteket ezutan 50 °C-on 10 percig inkubaltam, majd ujbol
centrifugaltam, hogy a kicsapddott E. coli eredetli fehérjéktdl megtisztitsam. A Ni-NTA
(Invitrogen — His Tag Purification System) agarbol 200 pl-t pipettaztam a mintdkhoz, majd
10 °C hémérsékleten 16 oran keresztiil 190 rpm-en razattam. Méasnap a Ni-NTA agarozt tartalmazo
mintat 3 percen keresztiil 5000 rpm-en centrifugaltam, majd eltavolitottam a lizispuffert.
A feliilusz6 eldobasa utan 1 ml mosdpuffert mértem a Ni-NTA agarozra, amelyhez a His farkakon
keresztiil az endomannandz fehérje ki volt kdtve, majd 3 percig 5000 rpm-en ujra centrifugéltam.
Ezt harom alkalommal megismételtem, majd a harmadik mosasi 1épés utan 200 pl eluald puffert
adtam a mintakhoz. Az ujabb centrifugalast kovetoen (3 perc, 5000 rpm) a feliiliszot uj Eppendorf
csovekbe helyeztem, amely igy mar a tisztitott endomannandz enzimet tartalmazta. A folyamat

soran alkalmazott pufferek az alabbi (6. szamu) tablazatban feltlintetett 6sszetevoket tartalmaztak.

6. tablazat — A lizispuffer, valamint a mosé és elualo pufferek osszetevoinek aranya

OSSZETEVOK Lizispuffer Mosopuffer Elualé puffer
(1000 ml) (250 ml) (100 ml)
NaH,PO4 6,9¢g 1,95¢g 0,78 g
NaCl, 17,54 g 439¢g 1,75 g
imidazol 0,68 ¢g 0,34 g 1,7¢g

3.5. IN SILICO DOMENSZERKEZET MEGHATAROZAS

A szamitégép-analizisen alapul6, adatbazisokra tamaszkodo kutatasokkal meghatarozhatdak
az enzim szerkezeti €s funkcionalis mikodési egységei. A T. cellulosilytica TB100 genom projektje
szerinti endomannandz enzim aminosav szekvencidja alapjan a fehérje doménszerkezetének
meghatarozasat az InterProScan program segitségével végeztem:
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/).

A program tobbféle szamitogépes adatbazisban keresve hatirozza meg az aminosav

szekvencia alapjan valdszinlisitheté domén szerkezetet.
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3.6. A T. CELLULOSILYTICA TB100 ENDOMANNANAZ (MAN5SA) ENZIMENEK

RESZLEGES BIOKEMIAI JELLEMZESE

3.6.1.

MOLEKULATOMEG MEGHATAROZAS SDS-POLIAKRILAMID GELELEKTROFOREZISSEL

Az enzimoldat tisztasaganak ellenérzése €s az enzim molekulatomegének meghatarozasa

SDS-PAGE modszerrel tortént. A tisztitott enzimbdl 20 pl mennyiséget 20 pl t6lté pufferben

(SAMBROOK et al., 1989) szuszpendaltam, majd a mintadkat 5 percig forraltam. A gélelektroforézist

10 %-os SDS-poliakrilamid gélt hasznalva végeztem, amely Osszetételét az alabbi (7. szamu)

tablazat tartalmazza.

A sziikséges eclegyek elkészitése utan a gélfuttatd
berendezés iiveglapjai kozé ontdttem a gélt. Az also gél
megszilardulasat kovetéen a gylijtogél oldatot rétegeztem
felillre, amelybe belehelyeztem a mintafelviteli helyek
kialakitasara szolgalo féstit. Miutan megszilardult a gél, futtato
puffert (SAMBROOK et al., 1989) toltéttem ra, a zsebekbe 35 pl
mintat, illetve a sor elejére markert (Fermentas, 12. dbra)
toltottem, majd a futtatast 80 V  egyenfesziiltség
alkalmazasaval végeztem, amig a mintdk a gyijtdgél aljara

nem értek (kb. 30 perc), majd 130 V fesziiltséget hasznalva a

mintékat a gél aljaig futtattam. A gélt PAGE-Blue (Fermentas) Gel

fehérje festékkel festettem a gyartd utasitasa szerint.

kDa
—~170—
—~130-—
—~100—
—~70 —
— -5§ —
— 40 —
- ~35 —
_,.,25 £
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12. abra — Az SDS-PAGE-hoz
hasznalt fehérje marker

7. tablazat — Az SDS-PAGE-hoz hasznalt gél osszetétele

30 %-os akril-amid 3,3 ml 0,67 ml
TRIS (1,5 M és 1M) 2,5 ml (1,5 M) 0,5 ml (1 M)

10 %-os SDS 0,1 ml 0,04 ml

ammonium-perszulfat
0,1 ml 0,04 ml
(APS 1 %)
TEMED 0,004 ml 0,004 ml
desztillalt viz 4ml 2,7 ml

A hémérseklet optimum, hostabilitds és pH optimum meghatarozasat redukalod cukor proba

kimutatasara alapszik.

crer

Blot
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3.6.2. HOMERSEKLET OPTIMUM MEGHATAROZASA

A homérséklet optimum meghatarozasanal 10-90 °C homérséklet tartomanyban vizsgaltam
az enzimaktivitaist LBG (=Locust bean gum, guargumi vagy galaktomannan) szubsztrat
felhasznalasaval. Ennek elvégzéséhez 0,5%-0s LBG szubsztrat oldatot készitettem, amelyb6l 350 ul
mennyiséget pipettaztam 140 pl 200 mM-os foszfat pufferhez (pH 7). A vizsgalatot 10 °C-os
hémérsékleten kezdtem, majd 10 °C-onként haladtam felfelé. A reakcioelegy 2 perces inkubacioja
utan 10 pl enzimet adtam az elegyhez, majd 10 perc elteltével 500 pl hozzaadott Miller reagenssel
egyiitt (5 g dinitro szalicilsav; 1 g fenol; 0,25 g Na;SOs; 5 g NaOH; 500 ml desztillalt viz) 10 percig
forraltam. A forralds utan 170 ul 40%-o0s K-Na-tartarat hozzaadasaval stabilizaltam az oldat szinét,
majd a reakcidelegyet 1 percen keresztiil 11 000 rpm-en centrifugaltam. A feliiliszo fényelnyelését

575 nm-en spektrofotométer késziiléken mértem.

3.6.3. HOMERSEKLET STABILITASI VIZSGALATOK

A biokémiai jellemzés kovetkezd 1épéseként megvizsgaltam, hogy 60 °C-on, illetve
70 °C-on mennyi ideig marad stabil a tisztitott endomannandz enzim. Az enzim stabilitast 60 °C-on
180 percen keresztiil, 70 °C-on 30 percen keresztiil kdvettem. Az enzimaktivitast a 3.6.2. fejezet

leirdsanak megfeleléen mértem.

3.6.4. PH OPTIMUM MEGHATAROZASA

A pH optimum megallapitasa a 3.6.2. fejezetben leirt redukald cukor probara alapozva
tortént. A reakcioelegyek Osszeallitasahoz 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 pH értékt puffer oldatokat
hasznaltam, a reakcioidé 10 perc volt, az enzimreakcié homérséklete pedig 60 °C. A reakcidhoz
hasznalt pufferek pH értékét az Osszetevok megfeleld aranyt keverékével allitottam be a
8. szamu tablazat alapjan.

8. tablazat — A pH optimum vizsgalatahoz alkalmazott pufferek osszetevoi

3-6 pH citrat-foszfat puffer | 7-8 pH foszfat puffer 9-11 pH karbonat puffer

Na,PO4 (0,2 M) Na,PO4 (0,2 M) Na,COs (0,1 M)

citromsav (0,1 M) NaHPO;4 (0,2 M) NaHCO; (0,1 M)

3.6.5. B-MANNOZIDAZ AKTIVITAS KIMUTATASA

A B-mannozidéaz aktivitds kimutatasara 200 pl végtérfogatu reakcioelegyet allitottam ssze.
Foszfat puffer (pH 7) hozzdadasaval 1 mM-os 4-metilumbelliferol-mannopiranozid szubsztrat
oldatot készitettem, amelyhez 10 pl enzimet mértem be, majd UV fényben detektaltam az aktivitast

a géldokumentacios (Syngene, InGenius) rendszerben.
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4. EREDMENYEK

Ebben a fejezetben bemutatom a 7. cellulosilytica TB100 eredetii endomannanaz enzim
klonozas €s a transzformalas folyamatara, a részleges biokémiai paraméterek meghatarozasara,

valamint a 7. fusca eredetli endomannanaz fehérjével torténd dsszehasonlitasara iranyultak.

4.1. AZ ENDOMANNANAZ GEN AMPLIFIKACIOJA

A man5A gén amplifikdlasdhoz sziikséges forward primert a fehérje N terminalisan
elhelyezkedd szignal peptidet kodoldé DNS szekvencia utan terveztem, hogy a szignalpeptid ne
okozzon problémat a késébbi fehérjetisztitasi 1€pésnél, és a fuzios fehérje az expressziohoz hasznalt
E. coli sejteken beliil halmozodjon fel.

A szignal szekvencia az aminosav szekvencia adott motivumaihoz kapcsolodik, a
SignalP — 4.0 program ezeket ismeri fol, igy ennek segitségével detektaltam a szignal szekvenciat.

Amint az alabbi képen is lathato (13. szamu abra), a szignal szekvencia a T. cellulosilytica
ManS5A fehérjén a 15. aminosavig tart.

SignalP=-4,8 prediction {gram+ networks): Sequence

T
C-score

S-score
1.8 r Y-score ]
8.8 p

Score

a,2 -

AR AT

HLLASYFYTAQPASARTGIHYRNGRIYEANGUEF YHRGYSHAHTHYPAHTRAFADIKSHGANTYRYVLSH

1 1 1 1 1 1
a 18 28 38 48 58 68 7a
Position

13. abra — A T. cellulosilytica Man5A fehérje szekvencia elején talalhaté szignal peptid szakasz
Az altalam hasznalt primer-par a 7. cellulosilytica TB100 endomannanaz génre (man5A4):

5’-GGTGCCATCATATGGCGACCGGGATCCAC-3’ forward (Ndel hasitohelyet tartalmaz)
5’-GTGCCATCTCGAGTCAGTCGACGGAGCAGGTC-3’ reverse (Xhol hasitohelyet tartalmaz)
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A primertervezés utin PCR segitségével amplifikaltam a kivant génszakaszt, majd a PCR
reakcio végeztével agardz gélelektroforézis segitségével megallapitottam, hogy a reakcié sikeres
volt és mindharom anellaciés hémérsékleten egy terméket eredményezett. A legtobb terméket az

50 °C-os anellacioval kaptam, amely az alabbi gélképen (14. szamu abra) lathato.

60 °C 55°"C 5S0°C -K

1500 bp
200 bp

1275 bp

14. abra - Az agaroz gélre felvitt mintak a gradiens PCR reakciét kovetéen

4.2. TRANSZFORLAMAS EREDMENYE

A pET28-as vektorba torténd ligalas, és az azt kovetd E. coli BL21 sejtekbe vald
transzformalas sikerességét a kanamicint tartalmazo LB tdplemezen kinétt E. coli BL21 telepekkel
végzett PCR reakcidval, majd az utana elvégzett agaroz-gélelektroforézis elvégzésével ellendriztem
(15. abra). A tizenkét vizsgalt klon koziil tiz esetben sikeriilt az inzertet amplifikalni, ezek koziil hét
kloénnal nagyon erds terméket kaptam (1; 2; 5; 8; 9; 10; 12 szamu klonok), a késébbiekben ezekbdl
kivalasztottam négy klont a fehérje expressziohoz (2; 5; 10; 12 szamu klonok). Az inzertet nem
tartalmazo klonok esetében nem sikeriilt a pET28-as vektorba torténd ligalas, ezekben a klonokban

csak az uires vektor biztositotta a kanamicin rezisztenciat.

15. abra — A transzformalt klonokkal végzett PCR reakcio utani gélelektroforézis képe
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4.3. A FEHERJE TERMELES ES TISZTITAS EREDMENYE

A gélelektroforézis alapjan kivalasztott négy klonnal megtermeltettem a fehérjét majd az
eredményt a fehérje tisztitds utdn SDS-PAGE-val ellendriztem. A 16. szamu 4bran latszik, hogy az
expresszio sikeres volt mind a négy klon esetében, a tisztitasi l€pés soran a tobbi fehérjét nagyrészt

sikeriilt eltavolitanom a mintakbol.

16. abra — Az SDS-PAGE utan kapott gélkép fehérjetisztitast kovetéen

Ahhoz, hogy még tisztabb Man5A fehérjét kapjak, egy kiegészitd 1épést iktattam a tisztitasi
folyamatba, ehhez egy klonnal (2-es) ujra termeltettem a fizios proteint. A hokezeléssel kiegészitett

tisztitassal még homogénebb lett a megtermelt fehérje, ami az alabbi, 17. szamu abran is latszik.

M 1 2 3 a4 n

70 kDa ‘3
——

17. abra

——— A T. cellulosilytica TB100
Man5A enzim tisztitasa

1 - Ni-NTA agarézzal

torténo tisztitas utan (10 pl)

2 — Ni-NTA agarézzal

55 kDa s

torténé tisztitas utan (20 pl)

3 — hokezelt minta

40 kDa —

4- feltaras utani feliiliszo

b

M — fehérjemarker
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4.4. IN SILICO DOMENSZERKEZET MEGHATAROZAS

A fehérje doménszerkezetének meghatarozasat szamitogépes elemzéssel végeztem

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/). A program tobbféle szamitogépes adatbazisban keresve

hatarozza meg az aminosav szekvencia alapjan valdszinlisitheté domén szerkezetet. Az
InterProScan program szerint a fehérjén a szignalszekvencia utan a katalitikus domén helyezkedik
el, majd egy kapocs régiot kovetéen a CBM2-es poliszacharid kétd domén talalhatd. A program

alapjan valoszintsithetd doménszerkezet a kdvetkezo, 18. szamu abran lathato.
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18. abra — Az InterProScan alapjan valosziniisithet6 doménszerkezet

4.5. A RESZLEGES BIOKEMIAI VIZSGALATOK EREDMENYEI

A biokémiai paraméterek vizsgalata soran els6sorban azon koriilményeket hatdroztam meg,
amelyek mellett a 7. cellulosilytica TB100 Man5A enzim maximalis aktivitassal miikodik. A
T. cellulosilytica TB100 torzs endomannanaz enzimének hémérsékleti optimumat, hdstabilitasi

jellemzdit és pH optimumat LBG szubsztrat jelenlétében vizsgaltam.
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4.5.1. MOLEKULATOMEG MEGHATAROZAS SDS-POLIAKRILAMID GELELEKTROFOREZISSEL (SDS-PAGE)

A klénozast kovetd fehérje termeltetés utan beiktatott hokezelési 1épés eredményeként a
4.3. fejezet 17. szamu abrajan lathaté fokozatos fehérje tisztulast sikeriilt elérmi. Az SDS-PAGE
soran meghatarozasra keriilt az enzim molekulatomege, értéke a viszonyitasként alkalmazott fehérje
markerhez (Fermentas) képest allapithato meg. A tiszta fehérje molekulatémege 48 kDa, amely

Osszhangban van az aminosav szekvencia alapjan szamitott értékkel.

4.5.2. HOMERSEKLET OPTIMUM MEGHATAROZASA

A hémérséklet optimum meghatarozasa 20-90 °C kozotti tartomanyban tortént, amelynek
eredményét az alabbi (19. abra) diagramon abrazoltam. A maximalis mannanaz aktivitast 60 °C-on
mértem. A 80 °C-on mért aktivitds még mindig a maximalis aktivitds 65 %-a, azonban az altalam
vizsgalt legmagasabb homérsékleten (90 °C) mar csak 19 % mérhetd. 50-70 °C kozott 80% feletti
az enzim aktivitdsa. Ezzel egyben igazoltam, hogy sikeriilt a Man5A enzimet aktiv formaban

megtermeltetni €s tisztitani, valamint hogy az enzimnek endomannanaz aktivitasa van.

Hémérséklet optimum
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19. d4bra — A T. cellulosilytica TB100 torzs Man5A enzimének homérséklet optimuma
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4.5.1. HOMERSEKLET STABILITASI VIZSGALAT

Az alabbi diagramon (20. szamu abra) a 60 °C-on mért hdstabilitasi vizsgalatok eredménye
lathato. A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy a T. cellulosilytica endomannanaz

enzime 3 6ra 60 °C-os inkubaciot kdvetden aktivitdsanak nagy részét (t6bb mint 90%) megtartotta.
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20. abra - A T. cellulosilytica TB100 torzs Man5A enzimének hdstabilitas mérése 60 °C-on

A 70 °C-on mért hostabilitasi vizsgalat eredményeként megallapithaté, hogy a
T. cellulosilytica endomannanaz enzime 70 °C-on hamar elveszti aktivitasat. 10 perc inkubalast
kovetéen az aktivitas csaknem a felére csokkent, 30 perc elteltével a kiindul6 aktivitas 13 %-a

mérhetd (21. abra).
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21. abra - A T. cellulosilytica TB100 torzs Man5A enzimének hostabilitas mérése 70 °C-on
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4.5.2. PH OPTIMUM VIZSGALAT

Az enzimaktivitas szempontjabol optimalis pH érték meghatarozasat pH 3-11 tartomanyban
végeztem el. A kiillonbozé pH-ju kdrnyezetben, és 60 °C-on mért aktivitas eredményeit az alabbi
(22. szamu abra) diagram szemlélteti. Az enzimaktivitds 80% feletti értéket mutat a 7-9 pH
tartomanyban, az optimum pH 8 értékre esett. A gorbe alapjan a Man5A enzim pH optimuma

viszonylag szlik tartomanyban van.
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22. abra - A T. cellulosilytica TB100 torzs Man5A enzimének pH optimuma

Az alabbi kép (23. szamu abra) a pH optimum mérése kdzben bekovetkezett szinreakciokat

szemlélteti a Miller féle redukald cukor proba soran.

23. abra - A pH optimum vizsgalata Miller reakciéval
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4.5.3. B-MANNOZIDAZ AKTIVITAS KIMUTATASA

Szerettilk volna megtudni, hogy az enzim rendelkezik-e az endomannanaz aktivitas mellett
B-mannozidaz aktivitassal is. A kisérlet soran kimutathat6 volt a f-mannozidaz aktivitas, de mivel
pontos enzimkinetikai méréseket sem itt, sem az endo aktivitas igazolasanal nem végeztem, ezért az
egyenldre nem allapithatd meg, hogy a B-mannozidaz aktivitas hanyad része lehet az endomannanaz

aktivitasnak.

24. dbra — Az izolalt fehérje aktivitiasa (1-4: 2, 5, 10, 12 klonokkal termeltetett fehérjék), illetve a negativ kontroll

4.6. T. FUSCA ILLETVE T. CELLULOSILYTICA SZERVEZETBOL SZARMAZO GH5-0S

ENDOMANNANAZ ENZIMEK OSSZEVETESE

A T. fusca TMS5lendomannanaz enzimére vonatkozo adatokat Racz Orsolya szakdolgozata
(Debreceni Egyetem Genetikai és Alkalmazott Mikrobioldgiai Tanszék, témavezeté Dr. Barna
Teréz, 2009) alapjan ismertetem.

A két homolog enzim aminosav szekvenciajat 0sszehasonlitva BLAST alkalmazés alapjan

79 %-os hasonlosdg mutathatd ki (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE _

TYPE=BlastHome). Az aldbbi, 25. szamu abran piros keretben a katalitikus domént alkotd

aminosavak, a zold keretben a poliszacharid kotd domént alkotd aminosavak lathatéak (Query-T.

cellulosilytica, Sbjct- T. fusca).
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25. abra — A T. fusca valamint 7. cellulosilytica ManSA enzimének aminosav szekvencia

osszehasonlitasa BLAST program segitségével

A 26. szamu abran a két homolog enzim homérsékleti optimum gorbéje latszik, amely

alapjan a T. fusca endomannanaz enzimének 65 °C, mig a 7. cellulosilytica endomannanazanak

60 °C a hémérsékleti optimuma.
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26. abra — T. fusca illetve a T. cellulosilytica-bo6l szarmazé Man5A homérséklet optimumanak dsszehasonlitasa
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Kovetkezd 1épésként a rendelkezésre allo adatok alapjan Osszehasonlitottam a két ManSA
enzim pH optimumat, amely szintén eltérést mutatott. Amig a 7. fusca Man5A enzim szamara
7,5 pH optimalis, addig a T. cellulosilytica szamara a pH 8 bizonyult megfelelonek (27. abra).
A legszembetlindbb kiilonbség, hogy a T. fusca eredetli enzim sokkal szélesebb pH tartomanyon

belill mutat maximalishoz kozeli aktivitast.
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27. abra - A T. fusca illetve a T. cellulosilytica-b6l szirmazé Man5A pH optimumanak 6sszehasonlitasa

A hostabilitds vizsgalatdra iranyuld, korabban elvégzett kisérletek alapjan a 7. fusca
endomannanaz Man5SA enzime 3 o6ra 60 °C-os inkubacidt kovetden is megtartotta hdstabilitasanak
90 %-at (RAcz, 2009), mint az a 4.5.1. fejezet 20. abrajan is latszik, ez a megallapitas az altalam
vizsgalt T. cellulosilytica endomannandz enzimrdl is elmondhato.

A T. cellulosilytica endomannanazanak 70 °C-on mért hdstabilitasa viszont joval alul marad
a T. fusca-bol szarmazé endomannaniaz enzim hostabilitasahoz képest. Az eltérést az alabbi

(28. szam1 abra) diagram szemlélteti.
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28. abra — A két homolég enzim 70 °C-on mért héstabilitasa
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5. ERTEKELES ES KOVETKEZTETESEK

A lignocelluléz hatékony lebontasara képes Thermobifida cellulosilytica cellulaz és
hemicellulaz enzimrendszere az eldzetesen elvégzett genom analizis alapjan tartalmazza ugyan
azokat az enzim komponenseket, mint amelyeket a Thermobifida nemzetség, és altalaban a
thermofil lignocelluléz bontas egyik modellszervezete, a T. fusca is tartalmaz.

A T. cellulosilytica TB100 torzs Man5A enzim az altalam vizsgalt biokémiai jellemzdi
alapjan sok szempontbdl hasonlit az eddig leirt thermobifida eredeti enzimekre (WILSON, 2004).
Az in silico szerkezet elemzés megerdsitette az enzim extracellularis voltat, hiszen két kiilonb6z6
szamitogépes analizis (SignalP ¢és InterProScan) is azonositotta az extracelluldris transzportért
felelos szignal szekvenciat. Tovabba a ManSA enzimre is jellemzé a glikozid hidrolazoknal
gyakori modularis felépités. Az enzim katalitikus doménje a GH5-0s csaladba tartozik, illetve egy
kapocs régiot kovetden csatlakozik hozza egy CBM2-es poliszacharid koté domén is.

Az altalam vizsgalt enzim az el6zetes elvarasoknak megfeleléen rendelkezik endomannanéz
aktivitassal, hiszen a galaktomannan (LBG) szubsztratot hidrolizalja. A B-mannoziddz aktivitast
ugyan nem vartuk, de megléte nem annyira meglepd, hiszen itt is mannoz egységek kozotti -1,4
kotés hidrolizalasarol van szo, mint az endo aktivitas esetén, és az endo hatasu enzimfehérjékre
jellemzd nagy arok szerii katalitikus doménben a kisebb bidzok vagy tri6zok is elférnek.

A tobbi leirt, és komposztok meleg régioibol izolalt Thermobifida nemzetséghez tartozo
torzsboOl szdrmazo enzimhez hasonléan a 7. cellulosilytica TB100 torzs endomannanaz enzime is
magas homérsékleti optimummal rendelkezik. Ez a tulajdonsag az extracellularis enzimekre
kiilondsen jellemzd, hiszen ez a magas hémérsékleti optimum sziikséges a komposztok meleg
régidiban torténd hatékony lignocelluloz bontashoz, ahol a homérséklet elérheti a 70 °C-ot is.
Ugyancsak a komposztalas soran torténd biomassza lebomlasanak kortiilményei teszik sziikségessé,
hogy az enzim a ligos pH tartomanyban is mutasson aktivitast. A Thermobifida nemzetség tagjai a
komposztalas soran az els6 néhany nap utan kezdenek elszaporodni, amikor a kdnnyen bonthatod
szubsztratok, mint példaul az egyszerli szerves savak elfogyasat, illetve az ammonia megjelenését
kovetden a pH lugos tartomanyba keriil (LYNCH, 1992; KUKOLYA et al., 2002).

Az enzimekre gyakorolt héhatasnak kettés szerepe van, egyrészt a reakcid sebesség
novekedését eredményezheti, masrészt a tulzottan magas hdémérs¢klet az enzimet denaturalja,
amelynek kovetkeztében az enzimfehérje elveszti funkcidjat. Az enzimek felhasznalasanak
szempontjabol ezért nagy jelent6séggel bir a homérséklet optimum valamint stabilitas
meghatarozasa. Ezen tulajdonsagok szoros 0sszefiiggésben vannak az enzimfehérje szerkezetével, a
hémérseklet és a pH, mint kornyezeti tényezok kdlcsonhatasa kdzvetleniil hat a konformaciora

illetve a katalizalt reakcio sebességére.
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A héstabilitas tekintetében is elmondhato, hogy az altalam vizsgalt endomannandz enzim
hasonl6 tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a mar leirt Thermobifida enzimek. A Man5A enzim
60 °C-on tobb oran keresztiil megorizte maximalishoz kozeli aktivitasat, amelyet a 7. fusca-bol
eddig leirt extracellularis enzimekre vonatkozo szakirodalommal, illetve a 7. cellulosilytica
természetes kornyezetével is alatamaszthatunk (KUKOLYA et al., 2002; WILSON, 2004).

A héstabilitast 70 °C-on vizsgalva az enzim mar sokkal rovidebb ideig Orizte meg
aktivitasat. A szakirodalomban talalunk olyan Thermobifida eredetii enzimeket, amely hasonloan
rovid ideig 6rzi meg aktivitasat ilyen magas homérsékleten (YANG et al., 2007), de van példa olyan
T. fusca-bol leirt katalitikus fehérjére is, amely még 70 °C-on is tobb 6ra inkubalas utan is megdrzi
aktivitasanak jelentds részét (POSTA et al., 2004; RAcz, 2009).

A T. fusca eredetll, és a T. cellulosilytica eredetli endomannanaz t6bb biokémiai paramétert
tekintve nagyon hasonlo. HOmérséklet optimumuk kozel van egymashoz, és a pH optimum
tekintetében elmondhatd, hogy mindkét esetben a ligos tartomanyba esik az aktivitds maximuma,
bar a 7. fusca Man5A enzimnél sokkal szélesebb tartomanyban van kozel 100 szazalékos aktivitas.
A két enzim héstabilitasat 6sszehasonlitva 60 °C-on még nem tapasztaltunk kiilonbséget, de
70 °C-on a T. cellulosilytica eredeti Man5SA aktivitdsa mar 10 perc alatt a felére csokken, mig a
masik enzim esetében 3 ora elteltével is megbrzi aktivitasanak 70 szazalékat. A T. fusca-bol
szdrmazo Man5SA enzim, és a T. cellulosilytica-bol szarmazdé ManSA enzim Osszehasonlitasa
nagyon érdekes, hiszen a két homoldg fehérje 79 szazalékos hasonlosagot mutat, ennek ellenére
nagy kiilonbséget lehetett kimutatni a két fehérje stabilitdsa kozott. Ennek tiikrében ipari
hasznositasra a 7. fusca-bol szarmazé endomannanaz alkalmasabb lehet, de a jovOre nézve érdemes
lenne vizsgalni, hogy mely aminosavak okozhatjadk ezt a nagyfoku eltérést. A tovabbi kutatasok
egyik célja lehet az altalam vizsgalt endomannandz enzim részletes biokémiai jellemzése mellett,
ennek a kérdésnek a megvalaszolasa is.

A stabilitas oka az aminosav sorrendben és az altala meghatarozott térszerkezetben
keresendd. Ezért a vizsgalatok folytatasanak részét képezheti a T. cellulosilytica endomannanaz
Man5A enzimek 3D szerkezetének meghatarozasa. Ha sikeriilne azonositani a stabilitasbeli
kiilonbségért felelds kritikus aminosavakat, akkor helyspecifikus mutagenezis segitségével novelni

lehetne mas, mezofil enzimek hostabilitasat.

38



6. OSSZEFOGLALAS

A ndvényi sejtfal kiillonboz6 kémiai tulajdonsaggal rendelkezd, eltérd szerkezetii
osszetevdinek felhaszndlasara szamos iparagban timaszkodnak méar ma is. Uj technologiak
fejlesztésével gazdasagossa tehetd a lignocelluloz alapu biolizemanyag gyartas, de a cellulozt és a
hemicellul6zt hidrolizald6 enzimeknek, igy a kiilonb6z6 mannandzoknak tovabbi felhasznalasi
lehetdségei vannak a papirgyartas, vagy a takarmanyozas teriiletén. Ezen enzimek alkalmazasaval
komoly potencial rejlik tovabba a prebiotikus oligoszacharidok eldallitasdban is, amelyeket a
taplalkozastudomanyban vagy az élelmiszeriparban hasznosithatnak. Meghatarozott ipari célok
ellatasara specialis enzimkészitmények sziikségesek, ezért az wjabb enzimforrasok kutatasa
folyamatos.
zajlik, ezen fazis legaktivabb lignocelluléz bonto tulajdonsdggal rendelkezd aktinomicétdi a
Thermobifida fajok, amelyek a komposztok gyors kolonizacidjara képesek. A genusz eddig ismert
tagjainak kozos bélyege a rendkiviili celluloilitikus tulajdonsag. A thermobifiddk hatékony
lignocellulozbontd képessége Osszetett hidrolaz enzimrendszeriikben rejlik, amelyet folyamatosan
boviild kutatasok soran tanulmanyoznak.

Az altalam vizsgalt enzimet termelé Thermobifida cellulosilytica tipustorzsét
Magyarorszagon 2001-ben izolaltak. A vizsgalatok alapjan aerob, Gram-pozitiv, spéraképzd és
termofil tulajdonsagu baktérium, amely hasonldan jo degradacios képességekkel rendelkezik, mint a
T. fusca. Munkam soran elsdként sikeriilt ennek az dsszetett €s komplett enzimrendszernek az egyik
fontos tagjat a T. cellulosilytica genomjaban kodold gént (man5A) klonozni, és heterolog
expresszioval az altala meghatarozott Man5A endomannanaz enzimfehérjét E. coli-ban
tultermeltetni.

A biokémiai vizsgalatok soran meghataroztam a tisztitott endomannandz enzim
molekulatdmegét, az enzimaktivitas optimalis pH tartomanyat, valamint az optimalis hdmérsékletét.
A kisérlet soran megallapitottam, hogy az enzim magas hdmérsékleten is aktiv, stabilitasat 60 °C-on
tobb oraig megorzi, azonban 70 °C-on hamar denaturalodik, és elveszti funkciojat.

A Debreceni Egyetem Genetikai és Alkalmazott Mikrobiologiai Tanszékén 7. fisca TMS1
torzsbol szarmazo endomannanaz enzimmel végzett kisérletek eredményeit felhasznalva
Osszehasonlitottam a két homoldg enzim egyes biokémiai tulajdonsagait. Ezek alapjan a két
homoldég endomannanaz sok tekintetben hasonlé tulajdonsagokkal bir, am a nagyfokt aminosav
szekvencia hasonlosag ellenére a hdstabilitasuk kozott nagyfoku kiilonbséget figyeltem meg.

A tovabbi kutatdsok célja lehet a részletes biokémiai jellemzés, a kiilonbségek okainak

feltarasa, és jabb T. cellulosilytica eredetli enzimek vizsgalata.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Eziton szeretném koszonetemet kifejezni Toth Akos konzulensemnek a téle kapott sokrétii
segitségért valamint utmutatasért. Gyakorlati tanacsaival és meglatasaival alapvetden hozzajarult
szakmai fejlédésemhez és munkamhoz.

Koszonettel tartozom a Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszék és a Regionalis
Egyetemi Tudaskozpont felé, hogy biztositotta a lehetOséget vizsgalataim elvégzéséhez ¢és
dolgozatom megirasahoz.

Koszo6nom a Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszék ¢és a Regionalis Egyetemi
Tudéaskozpont minden munkatarsanak a dolgozatom létrejottéhez nyujtott technikai és barati
segitséget.

Tovabba szeretnék koszonetet mondani dr. Barna Teréznek, aki az 6sszehasonlitd elemzés
elvégzéséhez a T. fusca-ra vonatkozo6 adatokat rendelkezésemre bocsatotta.

Kiilon koszonettel tartozom csaladomnak és barataimnak, akik megértésiikkel 6sztonozték

kitartdsomat.
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