EGY UJ KERATINBONTO BACILLUS LICHENIFORMIS
"~ TORZS
1ZOLALASA ES JELLEMZESE

Doktori értekezés
(PhD)

Készitette:
Rozs Magdolna
SZTE TTK

Mikrobioldgiai Tanszék

Témavezetdk:

Dr. Manczinger Laszlo és Dr. Vigvolgyi Csaba

SZEGED, 2001



Tartalomjegyzék

D L R 3
1.1. A faromfitoll hasznositasanak lehetOségei €s korlatai.............cc.cooviiiiniinnnnn 3
2. Irodalmi AtteKintes ..........ooiiiiiiii i it e e ea e 5
2.1. A keratinbonté mikroorganizmusok €s enzimeik................o.oo 5

2.1.1. A mikrdbak segitségével torténd keratinolizis és a keratinaz eldallitasa......... 5
2.1.2. A keratinbonté protedzok (keratinazok) tulajdonsagai.............c..cocevieennes 7
2.1.3. A mikrobialis keratinolizis mechanizmusa...................cooiiiiiiicnn. 8

2.1.4. A tollbdl késziilt takarmany mikrobioldgiai kezelése: biotechnoldgiai

megValdsithatdSag. .......ovvviiiiiiiii 12

2.2. A mikroba protedzok molekularis €s biotechnoldgiai sajatossagai.................... 15
2.2.1. Mikroba proteazok..........couiuiviiiiiiiiii i 16
2.2.2. A protedzok cSOPOrtOSItasa.....o.ueiviuiniiiiiiiiniieiii e 17
2.2.3. A proteazok miikddési mechanizmusa................c.oo e 21
2.2.4 A protedzok fiziologiai szerepe...........cooviiiiviiiiiiiiniiiicee Frerennes 23
2.2.5. A proteazok alkalmazasa............coeeeviniiiiiininiiiiii )] e 23
2.2.6. A mikrobialis proteazok molekuléris biologiai vizsgalata......................... 26
2.2.7. Fehérje tervezés (MEmOKSEE).....ooevviviniiiiiiiiiiiir e, 31
2.2.8 Megoldandé problémak és lehetséges megoldasai....................coooiiee 32
2.2.8. A jovobeni lehetdségek... ..., 34
2.3 Kovetkeztet€sek. .. ...oooiiiiiniiiii s 34
3. Anyagok és moOdszerek.............o.ooiiiiiiiiiiiii 36
3 ANYABOK. ..t e 36
3.2, MOASZEIEK ..oontiiii i e e 47
4. Eredmeények.........ccooiiiiiiiiiiii s 57

4.1. Uj keratinbonté Bacillus licheniformis izolalasanak koriilményei és a mikroba

jellemzése, meghatarozasa.............cooovviiiiiiiiiiii 57



4.1.1. Keratinbontd baktérium izolalASa.......vvvvineiiiiiiiiii it iiree e 57

4.1.2. A keratinbonto baktérium meghatarozasa................coovvveiiiiiniiiieneinnnn. 58
4.1.3. A K-508-as torzs extracellularis proteazanak termelése és tulajdonsagai........ 65
5. Eredmények megvitatasa................cooeiiiiiiiiiiiiiiiii e 74
6. OSSZEFOGIAIAS ........uuuneeiiieiiriiiiiie e ettt e e et e e e e eat e e e eearr b eeeeeee 76
7. Hivatkozasi lista ..............c.ooiiiiiiiiii 83



1. Bevezetés

1.1. A baromfitoll hasznositasanak lehetoségei és korlatai

A toll-liszt protein tartalma megkozeliti a hislisztét (a husliszté 55%, a toll-liszté
pedig 45%). Bar az allatok a tollbdl nem tudjak az &sszes proteint hasznositani, mégis
jol potolja a huslisztet, amelynek nagy részét Magyarorszagon importbdl kell
beszerezni. llyen koriilmények kozott a toll-liszt nemcsak takarményt pétol, hanem
importot is.

A mikrobialis enzim-technolégia és ezen beliil a keratinolitikus proteazok
kutatdsdnak eredményei lehetdséget biztositanak a baromfitoll alacsony energiaigényii
biologiai atalakitasara, amelynek soran egy potencialisan kdrnyezetszennyezé anyagbél,
egy proteinben gazdag €s jelentds tapértékii takarmany, vagy magas nitrogéntartalmi
értékes komposzt-anyag keletkezik.

A baromfi teststlyanak koriilbeliil S - 7 %-4t teszi ki a tollazat. Jelentdsége a test
szigetelésében, a mozgasban és a madarak kornyezethez t6rténé alkalmazkodésaban
meghatdrozé. A baromfitoll valdszinilileg a természetben el6forduld kera;in tartalma
anyagok koziil a legnagyobb mennyiségben fordul elé. A baromfi emberi taplalékként
torténd feldolgozasa soran a toll hulladékként halmozddik fel. A termel6dé hulladék az
iparag jelentds fejlodésének kovetkeztében egyre nagyobb kornyezetvédelemi
problémat jelent.

Nyilvanval6, hogy a baromfitoll nagy mennyiségben rendelkezésre 4llo, az allati
taplalkozas szempontjabdl potencidlisan hasznos protein €s aminosav forras. A toll
takarmanyként torténd ujrahasznositdsinak kérdéskore azért tarthat szdmot az allati
takarmanyozas szakértéinek kiemelt figyelmére, mivel proteinekben igen gazdag.
Felhasznalasat neheziti, hogy emésztése nagyon nehéz, tovabba igen alacsony a
bioldgiai tapértéke, ugyanis a taplalékként torténd felhasznalashoz kevés benne a
létfontossagi aminosav (mint példaul a metionin, a lizin, a hisztidin és a triptofan)

(Baker és mtsai, 1981; Papadopoulos €s mtsai, 1985; Dalev és mtsai, 1997).



A tollak Osszetétele eltér6 lehet (Wang és Parsons, 1997). Az alapvetd,
esszencidlis aminosavak koncentracidja, mint amilyenek a metionin, a lizin és a
hisztidin, cs6kken a broiler csirkék tollaban koruk elérehaladtival, mig ezzel
egyidejiileg a nem alapvet6 aminosavak aranya novekszik (Stilborn és mtsai, 1997). A
toll proteinjének taplalkozas szempontjabol nehézséget okoz6 tulajdonsigai abbol
erednek, hogy molekuléris szerkezete azt a célt szolgilja, hogy létrejohessen a toll
szerkezeti szilardsdga. Ugyanez a magyarazata annak is, hogy a természetes keratin
miért nem olddodik és miért nem tudja a legtbb proteolitikus enzim lebontani. A tollazat
mechanikus stabilitisa és a proteolitikus enzimek lebonté hatasiaval szembeni
ellenalldsa a protein lanc szoros dsszerendezédésével magyarazhato, amely az alfa-helix
(alfa keratin) és a béta — redds szerkezet (béta-keratin) altal épiil fel egy tébbszérosen
Osszetett (,,supercoiled”) polipeptid lancca. A polipeptid ldncban nagy szamban
fordulnak el6 keresztkotések: elsdsorban a diszulfid kotések magas aranyat kell
kiemelniink.

A cisztein jelentés mennyisége elosegiti a cisztein hidak kialakulasat. A
hidrogénkotések, a szuperkoild szerkezet stabilizalé hatdsa és a hidroféb
kolcsonhatasok mechanikai szilardsagot és proteolitikus ellenalld képességet
biztositanak a keratinnak.

A tollbdl nyert taplialék jobb emészthetosége érdekében alkalmazott
hagyoményos moédszer a hidrotermikus lebontason alapszik. Azonban Papadopoulus
(1989), tovabba Latshaw és munkatarsai (1994) szerint, a takarmany eléé'll‘itéséban a
hidrotermikus kezelés csupan valtozd és limitalt hatasfoki eredményhez vezet, mivel
hozzajadrul az alapvetd aminosavak, mint a lizin, a metionin és a triptofan
mennyiségének csbékkenéséhez, illetve el6idézi a taplalék szempontjabal értéktelen nem
természetes aminosavak, mint a lizinoalanin és a lantionin kialakulasat.

Amennyiben &sszevetjitk a toll hagyomanyos feldolgozasanak kéltségeit annak
korlatozott taplélékjavitd hatdsaval, az i alternativ technolégidk kutatasa indokoltnak
tinik, ami a taplalkozasi érték javitasival és a kornyezet fokozottabb védelmével,

tovabba kedvez6 koltség hatékonysaggal kecsegtetnek.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A keratinbonté mikroorganizmusok és enzimeik

2.1.1. A mikrobik segitségével torténoé keratinolizis és a keratinaz eldallitasa

A természetben megfigyelheté keratinolizis

A keratin kiemelked6 stabilitisa ellenére a toll nem halmozddik fel a
természetben, ezzel bizonyitva azt, hogy léteznek természetes lebontd és felhasznald
szervezetek. Tovabbi bizonyitékok, és talan a természetes keratin lebontas alaposabb
kutatdsa azt eredményezhetik, hogy tobb ismeretre tehetiink szert ezen a teriileten. A
dermatofitak olyan mikroorganizmusok, amelyek a keratin tartalma 4llati részekben
€loskodnek. Amennyiben ezeket a mikroorganizmusokat keratin tartalmu tapkézegben
neveljitk, azok képesek lesznek a keratint szén és nitrogén forrasként felhasznalni. A
dermatofitak novekedése a keratin tartalmu szubsztratokon azt bizonyitja, hogy azok
képesek olyan proteolitikus enzimek szintézisére, amelyek az egész keratin-komplexet

le tudjak bontani. ,

A keratinlebonté mikroorganizmusok és biotechnolégiai alkalmazasuk

A kutatasok szerint a mikroorganizmusok ko6zott jelentds szdmi gomba és
baktérium bizonyitottan képes a keratin hasznositasara (Yu €s mtsai, 1969; Elmayergi
€s Smith, 1971;Takiuchi és mtsai, 1984; Asahi és mtsai, 1985; Wawrzkiewicz és mtsai,
1987; Abdel-Hafez és El-Sharoumy, 1990; Malviya és mtsai, 1992; Santos és
mtsai,1996; Simpanya és Baxter, 1996; Singh, 1997). Szimos szaprofita és parazita
gomba (Safranek és Goos, 1982; Bahuguna és Kushwaha, 1989; Rajak és mtsai, 1991;
Hirchmn és mtsai, 1994), aktinomicéta (Noval és Nickerson, 1959; Sohair és Assen,
1974; Naguib és mtsai, 1984; Benedek és mtsai, 1985; Mukhopadhyay és Chandra,
1990; Fasasi, 1997) és Bacillus faj (Williams és mtsai, 1990; Takami és mtsai, 1992; El-

Shora és mtsai, 1992, 1993; Lin és mtsai, 1992), keratin bont6 képessége ismert.



Tovabba mindig ujabb, ujonnan izolalt mikroorganizmusrdl szerziink tudomast,
amelyek keratinolitikus tulajdonsagokat mutatnak.

A keratin tartalmi szubsztratok természetes lebomlasanak vizsgalata, valamint
ennek laboratériumi kériilmények kozotti megismétlése arra enged kovetkeztetni, hogy
a tollnak allati takarmanykeént toérténé hasznositasa biotechnolégiai iton megvaldsithatd
(Linn és mtsai., 1992; Dozie és mtsai., 1994 €s Santos és mtsai., 1996).

A mikrobialis technologia alkalmazasanak a kovetkezé elényei vannak a toll
feldolgozasanal: el6szoér is, a mikroorganizmusok tenyésztése és a keratindzok
aktivitasa azt eredményezheti, hogy a toll keratinjanak struktiraja megvaltozik. Ez
megvaltoztathatja a keratin ellenalloképességét a taplalkozd allat lebontd enzimeivel
szemben (Eimayergi és Smith, 1971; Barabas, 1986; Benedek és mtsai., 1985; Williams
és Shih, 1989). Tovabba a tollbol késziilt taplalék tipértéke feljavithatd a mikroba
protein biomassza segitségével (ez potldlagos és additiv is lehet). Barabas gy talélta,
hogy a lizin, metionin és arginin magasabb koncentracidja figyelhet6 meg az erjesztett
tollban 6sszehasonlitva a nem erjesztettel, ami arra enged kévetkeztetni, hogy nem csak
a keratint lehet protein forrasként felhasznalni, hanem a mikroba biomasszat is. Ezt
megel6zéen Elmayergi és Smith (1971) megfigyelte, hogy az S. fradiae metionint
szekretdld mutans alkalmazasaval a toll-fermentumban a metionin és lizin tartalom
lényegesen novekedett. Harmadszor, lehetséges a toll mikrobialis fermentacidjaval
torténd aminosav el6allités (Mohammed El-Akied, 1987; Williams és Shih, 1989).

A keratinbonté mikroorganizmusok tkolégidja

A keratinbontd mikroorganizmusok a természetben csaknem mindeniitt jelen
vannak, habar els6sorban (obligalt vagy fakultativ moddon) a keratin tartalmu
szubsztitokon névekednek. Talan a dermatofitak csoportja a legjobban kutatott, aminek
Blank, 1972; Higuchi és mtsai., 1981; Wawrzkiewicz és mtsai, 1987, 1991; Apodaca és
McKerrow, 1989; Hanel és mtsai., 1991; Porro és mtsai., 1997). Szennyvizbdl is
izoldltak keratinbonté mikroorganizmusokat (Ulfig és Korcz, 1983, 1994; Ulfig és
Ulfig, 1990; Ulfig, 1991; Ulfig és mtsai., 1996). Az éllati dermatofita, a Trychophyton
gallinae, nagyon specifikus a baromfitollra (Wawrzkiewicz és mtsai.,, 1987). A
tollbont6 baktériumokat gyakran komposzt anyagokbél izolaltdk (Lin és mtsai., 1999),
altalaban azokazein szubsztriton megfigyelhetd keratinolitikus aktivitasuk alapjan..

Ezen kisérletben a nyolc izolalt baktériumbdl az a hét, amelyik bontani tudta a: t-ébj“
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proteint Bacillus faj volt. Hasonloképpen az izolatumok koziil azaz 6t, amelyik a tollat
hidrolizalta Bacillus licheniformis. A proteaz gatlasi kisérletek azt mutattak, hogy a
tollbontd izolatumok proteolitikus enzimei koziil a szerin protedzok a dominansak.

A keratinbontd képességgel rendelkezd, nem-dermatofita gombdkat azért
izolaltak, hogy megfigyelhessék keratinolitikus aktivitisukat, és hogy tisztitsak
enzimeiket (Malviya és mtsai., 1992,1993; Dozie és mtsai., 1994). Williams és Smith
1989-ben egy baromfi tollat tartalmazé bomlé szemétdombrél izolalt egy B.
licheniformis torzset. A Streptomyches A1l torzs, amely proteolitikus €s keratinolitikus
aktivitast mutat, a term6£61dbol lett izolalva, (Mukhopadhyay és Chandra, 1990). Santos
és munkatarsai (1996) kozoltek, hogy az Aspergillus fumigatus ami a természetben
boségesen fordul eld, human és allat patogén, képes a baromfitollat szén és nitrogén
forrasként hasznositani. A kertainbonté mikroorganizmusok szaporodasahoz kiilonb6z6
Gkologiai és koérnyezeti feltételek sziikségesek, és széleskorii aktivitdst mutatnak.
Legtobb esetben, a mikroorganizmusok szintetizaljak és magukbol kivalasztjak a
szubsztratjaikhoz a protedzokat, hogy a szubsztratot asszimilalhaté egyszerii tdpanyagga
alakitsidk. Dokumentaltak azonban keratinolitikus aktivitdsi endoprotedzokat vagy
sejthez kotott enzimeket is (Yu és mtsai., 1971; Wawrzkiewicz és mtsai., 1987; Lakmin
és mtsai., 1996).

2.1.2. A keratinbonté proteazok (keratinazok) tulajdonsigai p

Azokat a specifikus protedzokat, amelyeket keratinbonté mikroorganizmusok
intracelluldrisan vagy extracelluralisan allitanak el6 keratindzoknak vagy keratinolitikus
enzimeknek nevezzilkk. Ezeknek az enzimeknek megvan az a tulajdonsaguk, hogy
kompakt szubsztratokban is hatnak, ellentétben mds proteolitikus enzimekkel, és ez a
tulajdonsaguk kiilonbozteti meg a keratinazokat mas proteazoktol és peptidazoktol.

A legtobb keratinaz erdteljesen indukalhaté, amelyhez keratinra, mint exogén
indukatorra van sziikség. A keratinaz derepresszidja néhany mikroorganizmusban, mint
példaul a Candida albicans és a Chrysosporium keratinophilum (Kapica és Blank, 1957,
1958) eltérést mutat a 7. gallinaenél megfigyelhetdé konstitutivan expresszalédo
keratinaztol.

Sok keratindz extracelluldris enzim; a szintézis sejten beliill térténik és innen

exportalodik. Azonban tobb esetben beszamoltak mar sejthez kotstt keratin aktivitasrél



is mint példaul a Trichophyton mentagrophytes (Yu és mtsai., 1971) és a keratint
hatékonyan bonté mikroorganizmus, a Trichophyton rubrum (Lamkin és mtsai., 1996)
proteinézai esetében.

A mikrobialis  keratinolitikus  aktivitisok és az  enzimatikus
szubsztratspecifitasok nagy foku valtozatossaga jol ismert. Példaul Linn és munkatarsai
(1992) azt tapasztaltak, hogy a B. licheniformis keratinja képes volt az dsszes tesztelt
protein szubsztrat hidrolizisére, beleértve a borjuiszérum albumint, a kollagént és az
elasztint, illetve a toll keratinjat is. A fentickkel megegyezden, Bockle és munkatarsai
(1995) megfigyelték kiilonb6z6 oldhaté szubsztratokbdl (kazein és zselatin) és a nem-
oldhat6 szubsztratokbdl (nativ és autoklavozott csirketoll) a peptidek felszabadulasat.
Ezzel szemben Dozie és munkatirsai (1994) arr6l szamoltak be, hogy a C.
keratinophyllum termofil keratinolitikus proteinaz csupén a keratint hidrolizilta, de nem
mutatott aktivitast a kazein és a BSA esetében. Ez azt mutatja, hogy az izolélt enzimek
specifitast csak a keratin szubsztratokon mutattak. Egy masik kisérletben Bockle és
munkatarsai (1995) azt talaltak, hogy a keratinbonté S. pactum tenyészet sziirlete 40°C
— 70°C-on fellazitja a teljes csirketollat és ezt sokkal hatékonyabban teszi, mint ahogy a
fizioldgiai elvarasokbol kovetkezne. Ugyanakkor a tisztitott enzim a szubsztratnak csak
kevesebb, mint a 10 %- 4t oldotta fel.

A T. gallinge esetében egy nagy specifitds(, intracelluralis keratinolitikus

enzimet irtak le (Wawrzkiewicz és mtsai., 1987).

2.1.3. A mikrobiilis keratinolizis mechanizmusa

A mikrobidlis keratinolizis alapvetéen egy proteolitikus (protein-lebont6
folyamat), mivel a szubsztrat (a keratin) val6jaban egy protein; pontosabban a silyanak
95%-a protein. Mindamellett, nem hagyhaté figyelmen kiviil a keratinok valtozatos
fizikokémiai tulajdonsaga és haté.suk a keratinazokra. A leirt keratinolitikus enzimek
(Yu és mtsai., 1969; Ebeling és mtsai., 1974; Nakanishi és Yamamoto, 1974; Takiuchi
és mtsai., 1984; Asahi €s mtsai., 1985; Wawrzkiewicz és mtsai., 1987; Sinha és mtsai.,
1991; Malviya és mtsai., 1992; Lin és mtsai., 1992; Morihara és Oda, 1992; Bockle és
mtsai., 1995; Santos és mtsai., 1996; Fasasi, 1997) mind proteindzként viselkednek.
Azonban, meg kell jegyezni azt is, hogy a Kkeratinolizis és a keratinbonto

mikroorganizmusok hatidsmechanizmusa még minden részletében nincs pontosan



feltérképezve. A keratindzok hatdsmechanizmusanak teljes megismerése hidnyéban is,

rengeteg adat szol a kdvetkezd folyamatok valdszintisége mellett.

A mechanikai keratinolizis

Ez a jelenség csupan a gombaknal és a micéliumot képz6 keratinbonto
mikroorganizmusoknal figyelhet6 meg. A mechanikai keratinoiizis ugy értelmezhetd,
mint a keratin tartalmu anyagban egyfajta keratinbontas, amely a micélidlis nyomas
és/vagy behatolas kovetkezménye. Malviya (1992) azt figyelte meg, hogy mar a
szignifikins extracelluralis keratindz aktivitds pontos érzékelése el6tt elkezdodott a
keratin lebontasa és ezt a lebontasi folyamatot micélialis novekedés kisérte. Ez vetette
fel a mechanikai lebontéas lehetoségét. 'A gomba micéliumok névekedése és megnyilasa
az anyagban nyomast general és a kompakt anyag lebomldsit eredményezi, ami egy
Osszetett keratinolitikus mechanizmus meglétére utal (Raubitshek, 1961; Mercer és
Verma, 1963; Yu és mtsai., 1968, 1969, 1971; Baxter és Mann, 1969; Kunert és Krajci,
1981; Desmukh és Agrawat, 1982, 1985; Wawrzkiewicz és mtsai., 1987).

A gombidk novekedése mechanikus nyomdst és enzimatikus hidrolizist is
produkal. Figueras €és munkatarsai (1997) legutobbi tanulmanyukban fotomikrografiaval
bizonyitottdk a sz6r gombak 4&ltali invazidjat, fiiggetleniil az alapstruktura
dekeratinizécigjatol. A micélium mechanikai behatolasa talan sziikséges ahhoz, hogy
még tobb reaktiv teriilet alljon rendelkezésre a peptid kétések enzimatikus hasadasahoz.
Feltételezhetd, hogy a mechanikai keratinolizis megel6zi az enzimatikus. hidrolizist,
annal is inkabb, mivel a micélium tulajdonképpen az exoproteazokat allitja el6.
Tovabba, a mechanikai és enzimatikus hidrolizis koz6tti szimultan kolcsénhatds vagy

szinergia meglétére lehet kdvetkeztetni.

A szulfitolizis

A szulfitolizis jelenségére a tollbol késziilt takarmany jellemzéen magas cisztein
tartalmabdl kovetkeztehetiink. A toll aminosav §sszetételében cisztein tdlstly fordul
el6, ami hozzdjarul ahhoz, hogy stabil biomolekuldris szerkezet j6jjon létre a cisztein
diszulfid hidjainak segitségével. Sok érv szol amellett, hogy a diszulfid kotések

felbomlasan keresztiil valosul meg a keratinbomlas.



A szulfitolizis bizonyitékai

A kovetkez6 kutatok érdeme a keratinbomlds sordn lejatszodd szulfitolizis
alapos felderitése: Kunert (1972, 1973, 1975, 1976, 1985 a, b, 1989, 1992), Ruffin és
munkatarsai (1976) és Malviya €s munkatarsai (1993 a, b). Egy bizonyos konszenzus
alakult ki azzal kapcsolatban, hogy a keratin teljes hidrolizise csak a diszulfid hidak
hasadasanak kovetkeztében létrejévé denaturacion keresztiil valosulhat meg, és ezek a
hidak a proteolitikus lebontassal szembeni kiilonleges ellenalloképesség és stabilitas
elé(")dleges okai.

Feltételezik, hogy a dermatofitdk és a nem-dermatifitdk azért metabolizaljak a
szabad és kombinalt ciszteint, hogy kénhez és nitrogénhez jussanak (Ziegler és mtsai.,
1969; Kunert, 1972, 1975, 1988; Malviya és mtsai., 1993a,b; Kunert, 1992). A gombak
altal a cisztein metabolizmusa soran anorganikus ként és mdas kéztitermékeket észleltek.
Kunert (1992) arr6l szamolt be, hogy a folosleges kén oxidalt szulfat és szulfit
formajaban keriil kivalasztasra a tapkozegbe. A ligos pH tartomanyban semlegesen
viselkedik a szulfit a ciszteinnel, hasitva a ciszteint és az S-szulfociszteint az alabbi

képlet szerint:

Cys—S-S—Cys+HS0;—>Cys—SH+Cys-SSO,

’

Kunert szerint (1992) ez a reakci6 a cisztein tartalmu proteinekben jatszodik le -
beleértve a keratint is - ezért a keratin denaturicié elsdleges lépése a szulfit
kivalasztdsa és a protedzok (keratindzok) ezen a helyen térténd tdmadéasa - amely a
diszulfidkétések szulfitolizisét okozza. Tulajdonképpen Malviya és munkatarsai (1992)
ugy taldltdk, hogy a keratindz enzim addig nem volt kimutathaté a tenyészet
tapkozegében, amig a rendelkezésre 4116 keratin minimum 50%-a le nem bomlott. Ez
kézvetve a nem enzimatikus, vagy nem-hidrolitikus keratin lebontasit jelezte. A
szulfitolizis termékei, mint példaul a szulfocisztein, tioszulfat, szulfat és a cisztein
peptidei jelen voltak a keratinon nevelt tenyészetekben (Kunert, 1972, 1973, 1976;
Ruffin és mtsai., 1976; Safranek és Goos, 1982; Malviya és mtsai., 1993 a, b), ezek a
diszulfid szétesés tovabbi bizonyitékai voltak. A legtobb kutaté azonban (Desmunk és
Agrawal, 1982, 1985; Lin és mtsai. 1992) a kéztitermékek minimalis, vagy semmilyen

jelenlétét nem tudtdk kimutatni a tenyészet tapkozegébol. A koztitermékek alacsony,
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vagy ki sem mutathaté jelenlétének magyardzata a megfeleld cisztein hasznosités lehet,
amit a gombak kénforrasaként haszositanak (Kunert, 1987). Malviya és munkatarsai
.(1993a,b) és Mohammed El-Akied (1987) tanulmanyai azt mutatjak, hogy a tenyészet
folyadékaban a maradék cisztein mennyisége folyamatosan csokkent, nyilvanvaléan
annak bizonyitékaként, hogy felhasznalasra keriilt a gomba metabolizmusaban.
Tovabbai bizonyitékul szolgal az a tény, hogy a szulfitolizist kivaltd, illetve
kiilonb6z6 redukalé szereknek, mint példaul a DTT, DMSO, tioglikolat stb.
keratinolizis ndvel® hatasuk van (Sinha és mtsai., 1991; Takami és mtsai., 1992; Bockle
és mtsai., 1995). Kunert (1992) 6t redukalé agens: natriumszulfit, cisztein, glutantion,
merkaptoetanol €s ditiotreitol Microsporium gypseum proteazra (keratinaz) gyakorolt
hatasat hasonlitotta 6ssze, hogy megerésitse azt az elképzelést, miszerint a keratinolizis
sordn a gomba protedzok elsédleges tdmadési pontja a szulfit csoport. Az eredmények
alapjan, a natriumszulfat kb. 29-szeresére névelte a protedz aktivitasit. A cisztein,
merkaptoetanol és a glutation (ebben a sorrendben) fejtett ki egyre kisebb mértékii
stimulalé hatast, a legnagyobb hatas 0.3-10 mmol-os koncentraci6 kdzott volt mérheto.
A ditiotreitol volt a legkevésbé hatékony. Kunert megfigyelése szerint a 3.7, 29 és 43-
szoros proteolizisbeni ndvekedés, a cisztein hidak 32%, 66% és 97%-a felhasadasa és S-
szulfociszteinné alakulasa utan 24 drén beliil lejatszodik. Bockle és munkatarsai (1995)
kimutattak, hogy a bakterialis proteinaz keverék és a tisztitott keratiniz keratinolitikus
aktivitisat a DTT hozzéadésa fokozza. A szerzok azt is felfedezték, hogy kb. 10%-os
lebontas volt elérhetd 1% DTT hozzaadasa nélkiil, mig a hozzaadas utén, a keratin 70%-
a lebomlott. A korabbiakban Takami és munkatérsai (1992) azt tapasztaltak, hogy 1 éra
alatt pH 12- es értéknél és 70°C-on a tioglikolat katalizalta a szdr teljes oldodasat,
ellenben a redukalé agens jelenléte nélkiil, a proteindz nem mutatott keratinolitikus
aktivitast. DTT hatdsiara megnévekedett keratindz aktivitast irtak le S. fradiaebol
szarmaz0 két szerin proteiniz esetében is (Sinha és mtsai., 1991). A S. pactum
proteindza nem volt aktiv a tioglikolat jelenlétében, ellenben aktiv volt DTT
jelenlétében. Ez arra utal, hogy a diszulfidkotéseket redukélé vegyszerekre kiilonb6zo a
mikrobdk enzimeinek valaszreakcidja. Tovabbi indirekt, de ezt megerdsité adat volt, a
tripszin és prondz (mindkettd un. nem-specifikus proteaz) altal, a szulfitolizalt
természetes gyapjin megfigyelheté bontds (Kunert, 1992). Everett és munkatarsai

(1962) hasonld eredményekr6l szamoltak be kordbban.



A keratinolizis reakciéinak sorozata

A keratin lebontasiban a reakciok sorrendjét nehéz pontosan meghatarozni.
Azonban a gombak és a fonalas antinomicétak esetében a micélidlis névekedéssel
kezdédik a folyamat, amit azért kovet szulfit kivalasztas, hogy feltdrje a
diszulfidhidakat és végiil a folyamat proteolizissel fejezddik be. A kezdeti szakaszon til
azt varhatjuk, hogy a folyamat mindaddig szimultan moédon folytatodjék, amig az
organizmus ndvekszik. Ett6l eltérd mechanizmust tételezhetiink fel akkor, amikor
baktériumok, vagy tisztitott, illetve nyers enzimek vannak jelen. Kunert (1972, 1973,
1975, 1989, 1992) alapos munkdjanak eredményei azt a hipotetikus utat igazoljak, mely
a mikroorganizmus jelenlétének fontossagat tamasztja ala, mig a keratinaz izolacidjaban
és tisztitdsaban masok 4dltal elért eredmények latszolag a tisztitott enzimek
hasznélatakor tapasztalt mechanizmust valdszinisitik. Az is feltehetd, hogy az egyszerti

hatasmechanizmus nem érvényes az 6sszes keratinbonté mikroorganizmus fajra.

2.1.4. A tollbél keésziilt takarmany mikrobiologiai kezelése: biotechnolégiai

megvalésithatésag

A legtobb kutatd egyetért abban, hogy a toll mikrobiol6giai konverzidja azt a
célt szolgalja, hogy a tollat éllati takarmanyként lehessen hasznositani. A toll biolégiai
lebontasa elérhetd 1. a tollon €16 keratinbonté mikroorganizmus elszaporitasaval, 2.
megfelelden eldallitott extracellularis keratindzok, 3. tovabba keratiniz-tartalma
tenyészetek sziirletének felhasznalasaval.

Elmayergi és Smith (1971) kutatasai utt6ré jelentGségiiek voltak a taplalkozas-
kiegészités Osszegzésében, amelyet a toll-takarmany aminosav tartalma és a biomassza
kozott figyeltek meg az S. fradiaevel t6rténé fermenticid sordn. A termék metionin
tartalma magasabb volt, mint a nem fermentalt toll esetében, habar a fermentalt
termékben a metionin, a lizin és a triptopan tartalom még mindig alacsony maradt.
Elmayergi és Smith (1971) megfigyelte azt is, hogy a fermentacié utan, az Gsszes
aminosav koncentricidja jelentdsen megnétt. Azonban a baromfikon végzett
visszaetetési kisérletek nem mutattak jelentds eltérést a fermentalt és nem-fermentalt
tolltakarmény tapértékei kozott. Ezt azzal magyaraztak, hogy a csirkék nem fogadtak el

a taplalékot. A kisérlet folytatdsaban, a metionin megfelelé szintii kiegészitése utdn, a



broiler csirkék novekedése volt megfigyelhetd, aminek mértéke mar 6sszemérhetd volt
az izolalt szojababbal etetett egyedeknél tapasztalt eredményekkel.

Barabas €s munkatarsai (1986 nem publikalt anyag) hasonl6 eredményeket értek
el és azt tapasztaltdk, hogy a mikrobidlisan fermentdlt tollnak nagyobb volt a lizin,
metionin és arginin tartalma, mint a kezeletlen tollnak. A szerz6k patkinyokon két
taplalasi kisérletet végeztek és azt figyelték meg, hogy azok a példanyok, amelyek toll-
hidrolizatumot kaptak, nem veszitettek sulyukbol, mig azok igen, amelyeket
proteinhidnyos taplalékkal etettek. Kutatdsaik alatdmasztottdk a toll-hidrolizatumok
emészthetoségét és hasznosithatosagat, habar a tolltakarménnyal etetett patkanyok
esetében a metionin részleges hianya eldrevetitette az alacsonyabb, vagy egyaltalan nem
tapasztalhaté sulygyarapodast. Kutatasaik soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
proteinforrasként az allati takarmanyokban nemcsak a toll-takarmanyt (keratin) lehet

felhasznalni, hanem magat az enzimtermeld torzs(ek) biomasszajat is.

A nyers és a tisztitott keratinaz enzim hasznositisa

Eloszor Lee (1991) szamolt be a nyers keratindz enzimnek (KE) taplalék
kiegészitd anyagként torténé felhasznalasar6l. A keratindzt a B. licheniformisbél
allitottak el6. Azt tapasztaltdk, hogy 30-t6l 66%-0os mértékig a KE hozzdadasa
megndvelte a nyers toll aminosavainak emészthetdségét, illetve a kereskedelemben 1évé
tollét 77-99%-os mértékben. A 3 hetes broilerek sulygyarapodasa, amelyeket begyenként
szbjababbal, kereskedelmi tolitakarmannyal és keratinazzal potolt taplalékkal etettek:
66g, 50g, illetve 56g volt naponta.

Lin és munkatarsai (1996) a B. licheniformisbol izolalt tisztitott keratindz enzim
immobilizacidjat valositottadk meg, annak érdekében, hogy minimalisra csdkkentsék az
enzim autolizisét. Az immobilizalt keratinaz mind a feloldatlan tollkeratinnal, mind
pedig az oldédo kazeinnel szemben proteolitikus aktivitast mutatott. Az immobilizalt
enzimet tovibba magasabb szintii hdstabilitas jellemezte és megnévekedett toleranciat
mutatott a savas pH érték felé is, Gsszahasonlitva ezt a szabad keratinazzal, igy névelve

meg felhasznalhatosaganak lehetéségeit.

Javasolt lehetéségek a toll biotechnolégiai iton térténé tapértéknovelésére
Szamitasba véve azt, hogy a biotechnolédgia a toll tapértékének jelents névekedését
biztositja, a tollfeldolgozas mikrobialis-technolégiai felhasznalasainak lehetoségei a

kovetkezok:



1. A toll teljes strukturalis lebomlasanak elérése érdekében: kémiai vagy mikrobiélis

folyamatok, illetve ezek kombinalasdval megvalésitott szulfitolizis.

2. Novelni kell a tolltakarmany tapértékét, kiilondsen annak metionin és lizin tartalmat.
Taldn mar egyetlen biotechnologiai mddszer, vagy az aldbbiak kombinacidja is
alkalmas lehet:

2.1. Transzpeptidacid vagy aminosavegyesités, illetve a f6 limitilé aminosav, mint
példaul a lizin, kovalens kétése (Dalev és mtsai., 1997),

2.2. Genetikai manipulacié, amelyet a mutagenezissel, protein engineeringel lehet
megvaldsitani,

2.3. Mivel a legtobb aktiv keratinolitikus mikroorganizmus patogén, igy a keratin gént

at kell vinni nem patogén mikroorganizmusokba.

3. A mikréba enzim-komplexet olyan konzorcium hasznalatara kidolgozni, amelynek
jelentdsen magas lesz a keratinolitikus (szulfitolitikus) és peptidolitikus aktivitasa.
Szintén meg kell fontolni annak lehetdségét, hogy olyan mikrobdkat lehet
kombinalni, amelyek képesek kivalasztani az esszencidlis aminosavakat (metionin
és lizin). A mikroba-kooperdcié ilyen példait olyan vegyes kultirdkban lehet
megtalalni, amelyeket az éllati taplalékban probiotikumokként hasznilnak, tovabba

a mikroba-cellulolitikus enzim komplexumban is, ami altalanos téplalék kiegészito.

4. A biotechnolégiai alkalmazds egyik alapfeltétele a magas homérsékleten elért
keratindz enzim-stabilitds, valamint a semleges kémhatids kozelében mutatott
aktivitis szintén eldnyos lehet. A keratinolizis jelentdsen nagyobb szintje taldn a
megemelt inkubaciés homérsékleten keresztiil érhetd el, tovabba olyan adalékok
hasznélatan keresztiil, melyeknek redukciés tulajdonsdgaik vannak. Esetenként
beszamoltak néhany divalens fém enzim-stabilizalé hatdsarél, amik fokozott enzim

aktivitdsahoz vezettek (Dozie és mtsai., 1994; Bockle és mtsai., 1995)
5. Tovabbi mikroorganizmusok izoldlasa és jellemzése nagy keratiniz termeld

képességgel rendelkezd, nem-patogén torzsek feltirasa céljabol és ezek

felhasznalasa az izolacid €s enzimtisztitas igénye nélkiil.
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6. A dermatofitak patogenezisérol sz6l6 ismeretek integracidja az ipari keratinlebontas

ismeretanyagaval.

2.2. A mikroba proteazok molekularis és biotechnologiai sajatossagai

A proteazok az enzimek egy kiilén csoportjat képezik, a fiziologidban betsltstt
szerepiik kiemelked jelentdségl. Kereskedelmi szempontbdl igen fontosak. A
proteolitikus enzimek katalizaljak mas enzimekben a peptid kétések felhasitasat, illetve
katalizaljak a proteinek teljes hidrolizisét. Az analitikai technikak lehet6vé tették annak
bizonyitasat, hogy a protedzok a proteinek nagy specifitasu, és szelektiv modositasait is
elvégzik, pl. enzimek zimogén forméjat aktivaljak a meghatarozott proteolizis soran, a
véralvadas, és a vérrogok lizisét, valamint a kivalasztott proteinek membranon
keresztiili transzportjat segitik. Ma a kereskedelmi uton értékesitett ipari enzimek
becsiilt értéke €évi 1 milliard $. Az ipari enzimek 75%-a hidrolitikus jellegi. A
protedzok az ipari enzimek legnagyobb csoportjét alkotjak és kériilbeliil a 60%-4t teszik
ki a vilaig enzimértékesitésének. Jelentds szerepet toltenek be a sejt. normdlis
fiziol6gidjaban és az abnormalis pathofiziol6giai folyamatokban is. A betegséget okozd
organizmusok ¢letciklusaban bet6ltott szerepiik, tovabba az olyan halalos betegségek,
mint az AIDS vagy a rak terapias dgensének kifejlesztése miatt sokan kutatjak ezeket az
enzimeket. Az élelmiszer és tisztitoszer ipardgakban a protedzokat mar régoita
alkalmazzak. A proteazokat viszonylag a kozelmultban kezdték felhasznalni a
bériparban az irha szortelenitésére és mosasara ugy, hogy most mar ezekkel
helyettesitik a toxikus vegyi anyagokat, ami nagy biotechnoldgiai jelentéségii (Rao és
Deshpande). A protedzok jelentés valtozatossaga - ellentétben hatdsuk speifikus
jellegével - vildgméretii figyelmet iranyitott rdjuk (Fox és mtsai. 1991; Poldermans
1990).
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- 2.2.1. Mikroba proteazok

A mikroba proteazok iranti érdeklédés egyre novekedett a kozelmultban. A
széles biokémiai valtozatossaguk és a genetikai manipulaciés lehetoségek miatt remek
enzimforrasoknak  tekinthetjik a  mikroorganizmusokat. @A  vilag teljes
enzimfelhasznédliasanak 40%-at adjak a mikroba protedzok. (Goldfrey és West 1996). A
mikrobialis forrasbol nyert proteazokat elényben részesitik a novényi vagy allati
eredetiiekkel szemben, mivel biotechnologiai alkaimazasuk szempontjaboél csaknem

valamennyi lényeges adottsaggal rendelkeznek.

Baktériumok. A legtobb, kereskedelemben értékesitett protedz ligos vagy
semleges kémhatasnal aktiv, €s a Bacillus nemzetsébe tartozé fajokbdl nyerik ket. A
baktériumok semleges proteazai egy sziik pH-érték tartomanyban (pH 5-8) mutatnak
aktivitast, illetve viszonylag alacsony a hétiirésiik. Semleges protedzok alkalmazasakor
az élelmiszer-fehérjékben a koztitermékek szintje alacsonyabb, ezért kevésbé okoznak
keserii izt, mint az allati proteazok, tehat az élelmiszeripar szdmara sokkal értékesebbek.
A neutrdz, egy semleges protedz, ami nem érzékeny a természetes, novényi eredetii
proteinaz gatlokkal szemben, ezért nagy jelentdséggel bir a soriparban. A baktériumok
semleges proteazait a hidrofob amindsavparok felé mutatott magas affinités jellemzi. A
semleges protedzok némelyike a metalloprotedzokhoz tartozik és aktivitasukhoz
divalens fém ionok szilkkségesek, mig masok olyan szerin proteinizok, am¢lyeket nem
befolyasolnak a kelatképz6 agensek.

A bakteridlis ligos proteazokat az jellemzi, hogy nagy aktivitast mutatnak a
lugos pH-értéki k6rnyeietben (pl. pH 10) és széles a szubsztrat specifikussaguk.
Szamukra a 60°C koriili hoémérséklet az optimalis. Ezen tulajdonsagok alapjin

hasznéljak a bakterialis lagos protedzokat a mosépor-eldallitasban.

Gombdk. A gombidk a baktériumoknal tobb, kiilonbdz6 tipusi enzimet
termelnek, példiul: az Aspergillus oryzae €ld tud allitani savas, semleges, és lugos
kémhatasi enzimeket is. A gomba protedzok szélesebb pH tartoméanyban fejtik ki
aktivitisukat (pH 4-11) és széles szubsztrat specifikussagot mutatnak. Ugyanakkor
reakcioszintjiilk alacsonyabb és hoétiirésiik rosszabb, mint a bakteridlis enzimeké. A
gomba enzimeket szilidrd fazisi fermentdlas sordn lehet el6allitani. A gombdk savas

proteazai pH 4-4,5 tartomanyban mitkddnek optimalisan ¢€s stabilak maradnak pH 2,5-6-
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os savban is. Sziik pH és homérsékleti specifikussaguk miatt nagyon hasznosak a
sajtkészités soran. A gombak lugos protedzait az élelmiszer proteinek atalakitasaban is

felhasznaljak.

2.2.2. A proteazok csoportositisa

Az Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology besorolasa alapjédn, a protedazok a hidroldzok 3. csoportjanak 4.
alcsoportjaba tartoznak (International Union of Biochemistry 1992). A protedzok
azonban nem illeszkednek konnyen bele az enzim nomenklatira altalanos rendszerébe.
Napjainkban a kovetkezé harom fontosabb kritérium alapjan definialjak oket: (i) a
katalizalt reakcidé tipusatol fliggben (ii) a katalitikus teriilet kémiai természetének
fliggvényében (iii) a struktaran kimutathaté evolicios rokonsag alapjan (Barett, 1994).

A proteazokat a hasitasi helyiiktél fliggden, altalaban két nagy csoportra szoktak
felosztani: az exopeptidazokra és az endopeptidazokra. Az exopeptidazok a peptid
kotést kozvetleniil a szubsztrat amino vagy karboxi terminalis csoportjanak kézelében
hasitjdk fel, mig az endopeptidazok ettél tavol fejtik ki hatasukat. A proteazokat a
miikodésiikben résztvevd funkcids csoportjuktol fiiggben négy tovabbi csoportra
osztjak: szerin protedzok, aszpartikus proteazok, cisztein proteazok és metall?proteézok
(Hartley, 1960). Csak néhany olyan proteaz létezik, amely nem illeszkedik jol a
standard osztalyozasba (pl. az ATP-fiiggd protedzok, amelyek miikbdése ATP-t igényel
(Menon és Goldberg, 1987). Aminosav sorrendjiikt6l fiiggben soroljak a protedzokat
kiilonboz6 csaladokba (Agros €s mtsai., 1984). A peptidazok minden egyes csoportjat
egy-egy nagy betlivel jelolik, amelyek a katalizis tipusara utalnak, mint példaul S, C, A,
M, vagy U aszerint, hogy szerin, cisztein, aszpartikus, metallo vagy ismeretlen tipusokat

jeldlnek-e.

Exopeptidazok

Az exopeptidazok csak a polipeptidlanc végéhez kozel fejtik ki hatasukat. Attol
fiiggden, hogy miikodési teriiletiik az N- vagy a C-terminusnal van-e, amino- vagy
karboxipeptidazoknak nevezziik 6ket.

Aminopeptidizok. Az aminopeptiddizok a polipeptidlanc szabad N-

termindlisaindl hasitanak és egy aminosav maradékot, dipeptidet vagy tripeptidet
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szabaditanak fel. Az aminopeptidazok széles korben eléfordulnak a gombékban €s a
baktériumokban egyarant (Watson 1976). Altalanossagban elmondhatjuk azt, hogy az
aminopeptidazok intracelluralis enzimek. A baktériumok és a gombak enzimeinek
szubsztrat specifitasai nagy kiilonbséget mutatnak, ebbél kifolyolag az organizmusok
kozott kiilonbséget lehet tenni a hidrolizis végtermék alaptipusa szerint is (Cerny 1978).
Az Escherichia colibdl szarmazé 1 aminopeptidaz egy nagy proteaz (400 000 Da). A
pH-optimuma széles skalan mozog (7.5-10.5) és Mg** vagy Mn?*-ra van sziiksége az
optimalis miikodéshez (De Marco ¢és Dick, 1978). A Bacillus licheniformis
aminopeptidaz molekula sulya 34 000.

Karboxipeptidiazok. A karboxipeptidazok a polipeptid lanc C-terminalis részén
mikédnek és egyetlen aminosavat vagy dipeptidet szabaditanak fel. A
karboxipeptiddzokat az enzim aktiv részén lévd aminosav oldallancok természetétél
fuggéen harom f6 csoportra oszthatjuk, a szerin karboxipeptiddzokra, a

metallokarboxipeptidazokra €s a cisztein karboxipeptidazokra.

Endopeptidazok

Az endopeptidazokat a peptid kotéseken megfigyelheté hatasuk alapjan
kiilonboztethetjiik meg. Ezek a kotések az N- és C-termindlistol viszonyitva a polipeptid
lanc bels6 részein talalhatéak. A szabad amino vagy karboxi csoportok jelenléte
negativan hat az enzim mikédésére. Az endopeptidazokat katalitikus mech'imizmusuk
alapjan négy kiilonb6z6 alcsoportra oszthatjuk: (i) szerin proteazok, (ii) aszpartikus
protedzok, (iii) cisztein protedzok és (iv) metalloprotedzok. Annak érdekében, hogy
gyors és egyértelmii hivatkozast lehessen tenni az egyes peptidaz csoportokra, Rawlings
és Barrett egy kddrendszert vezetett be, ami olyan betiikbdl all, amelyek a katalitikus
tipusra utalnak pl. S, C, A, M vagy U ¢és ezeket egy tetszdleges szam kovet (Rowlings
és Barrett, 1993).

Szerin proteizok: A szerin proteazokat az aktiv centrumukban lévé szerin
csoport jellemzi. Nagy szamban vannak jelen és igen elterjedtek a virusok, a
baktériumok ¢és az eukaridtdk kozott, ami arra utal, hogy valésziniileg
nélkiilozhetetlenek az organizmusok szamara. A szerin protedzok megtalalhatok az exo-
, az endo-, az oligo- €s az omega-peptiddz csoportokban. Strukturalis hasonlosagaik
alapjan, a szerin proteazokat 20 csoportba osztottak, amelyek a kdzds szdrmazas
alapjan, tovabbi 6 alcsoportra lettek felosztva (Barett, 1994). A fenti négy csoport

tagjainak elsédleges szerkezete, (a' kimotripszin (SA), a szubtilizin (SB), a



karboxipeptidaz C (SC), és az Escherichia D-Ala-D-Ala peptiddz A (SE) egyaltalan
nem hasonlit egymasra, ami arra utal, hogy szerin protedzok legalabb négy kiilonb$z6
evolicios eredettel rendelkeznek. Az SA, SB, és SC csoportok azonos miikodési
mechanizmussal birnak, amely a harom aminosav, a szerin (nukleofil), az aszpartat
(elektrofil), és hisztidin (bazis) katalitikus harmasanak elemeibél épiil fel. Az SE és az
SF (repressor LexA) csoportok katalitikus mechanizmusa élesen kiilénbozik attol, amit
az SA, SB és az SE csoportokénal tapasztalhatunk, mivel hianyzik beldliik a klasszikus
Ser-His-Asp harmas. A szerin protedzok tovabbi jellegzetes sajatossaga, hogy
konzervaljak a glicin maradékokat a katalitikus szerin csoportok kézelében, igy hozva
létre a Gli-Xaa-Ser-Yaa-Gli alakzatot (Brenner, 1988).

A szerin protedzokat arrdl lehet felismerni, hogy 3,4-diklér-izokumarin (3,4-
DCI), v-3-karboxitrans 2,3-epoxipropil-leucilamido (4-guanidin) butan (E.64),
diizopropilfluorofoszfat (DFP), fenilmetilszulfonil fluorid (PMSF) és a tozil-L-lizin
klorometil keton (TLCK) irreverzibilisen gatoljak dket.

Néhény szerin proteazt gatolnak a tiol reagensek, mint amilyen a p-
kloromerkuribenzoat (PCMB) mivel az aktiv teriilethez kézel vannak a cisztein
oldallancok. A szerin proteazok rendszerint a semleges és a ligos kémhatas esetén
aktivak és a pH optimumuk 7-11 értékek kozott van. Szubsztrat specifitasuk széles,
melybe beletartozik az eszterolitikus és az amidaz aktivitas is. Molekulastlyuk 18 és 35
kDa kozbtt valtakozik (Govind €s mtsai., 1981). Izoelektromos pontjuk altaliaban pH 4
és 6 kozott van. Azok az alkalikus szerin proteazok, amelyek er6sen luggs pH érték
kozelében aktivak, a legnagyobb szerin-proteaz alcsoportot alkotjak.

(i) Az alkalikus szerin proteazok. Az alkalikus szerin protedzokat szdmos
baktérium és gombafaj képes termelni. Gatolja 6ket a DFP és a burgonya proteaz
inhibitor, mig a tozil-L-fenilalanin klorometil keton (TPCK) vagy a TLCK nem.
Szubsztrat specifitdsuk hasonld, de kevésbé specifikus, mint ami a kimotripszineknél
megfigyelhetd. A hasitds helyén tirozint, fenilanalit vagy leucint tartalmazo peptid
kotést hidrolizaljak. Az alkalikus proteazok optimalis pH értéke pH 10-nél talalhatd, és
az ioelektromos pontjuk pH 9. Molekulasilyuk 15 és 30 kDa kdzétt van.

(ii) Szubtilizinek. A Bacillus eredetii szubtilizinek a szerin proteazok masodik
legnagyobb csoportjét alkotjak. Két kiilonbozo tipust ligos proteazt kiilonbozetettek
meg; az egyik a Carlsberg szubtilizin a mésik a Novo vagy masképpen Nagase
baktereialis proteaz (BPN’). A Bacillus licheniformis termeli a Carlsberg szubtilizint,

amit 1947-ben fedezett fel Linderstrom és munkatarsai a Carlsberg laboratériumban. A
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szubtilizin Nouvot vagy masképpen a BNP-t a Bacillus amiloliquefciens termeli. A
Carlsberg szubtilizint széles korében alkalmazzak a mosdporgyartasban. Ebbol az
enzimbdl évente koriilbeliil 500 tonna tiszta enzim proteint allitanak el6 a vilagon. A
BNP szubtilizin kereskedelmi jelentdsége sokkal kisebb. Mindkét szubtilizin
molekuasilya 27,5 kDa, de 58 aminosavban eltérnek egymastol. A gombabol szarmazd
(Conidiobolus coronatus) alkalikus szerin proteaz funkciondlis hasonldsiga ellenére a
Carisberg szubtilizinétdl eltérd szerkezettel rendelkezik.

Az aszpartikus proteizok Az aszpartikus protedzok, amelyeket egyszeriibben
csak savas proteazoknak neveznek, olyan endopeptidazok, amelyeknek aszparaginsav
maradvéanyokra van sziikségiik ahhoz, hogy katalitikus aktivitasukat kifejtsék. A savas
peptidazokat harom nagyobb csoportba soroljék, amelyek a kiovetkezok: pepszin (Al),
retropepszin (A2) és a pararetrovirusokbol szarmaz6 enzimek (A3) (Barett, 1995). A
legtobb aszparatikus protedz maximalis aktivitdsat alacsony pH értéknél fejti ki (pH 3-
4-ig) és izoelektromos pontjuk pH 3-4,5 kdzétt van. Molekulasulyuk 30-45 kDa kozott
valtozik. Az aktivcentrum aszparaginsav csoporja az Ap-Xaa-Gly motivumokban
taldlhat6, ahol az Xaa lehet Ser vagy Thr is. Az aszparatikus protedazokat gatoljak a
pepszinek (Fitzgerald, 1990). Szintén érzékenyek a diazoketon vegyiiletre is, mint pl. a
diazoketil-DL-norleucin metilészter (DAN) és az 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi) propanra
(EPNP) réz ionok jelenlétében. A mikrobidlis savas proteazok specifitast mutatnak az
aromas vagy nagy aminosav csoportra a peptid kotés mindkét oldalan. A {nikrobélis
aszpartikus proteazok nagyjabol két csoportba sorolhatok: (i) az Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus és Nerospora éltal termelt pepszinhez hasonlé enzimek és (ii) az
Endothia és Mucor spp. altal termelt rennin-tipusu enzimek.

Cisztein/tiol proteazok. A cisztein protedzok mind a prokariétaknal, mind az
eukariétakndl elofordulnak. A cisztein protedazoknak eddig koriilbeliil 20 csaladjat
azonositottak. Minden cisztein protedz miikédése a katalitikus diadtol fiigg, amit
cisztein és a hisztidin alkot. A csalad tagjai az oldallanc Cys és His sorrendjében (Cys-
His vagy His-Cys) kiilonboznek egymastdl (Barett, 1994). Altalanossagban
elmondhatjuk, hogy a cisztein protedzok csak a redukélé dgensek, mint a HCN vagy a
cisztein jelenlétében aktivak. Az oldallanc specifitasédnak alapjan négy csoportra osztjak
Oket: (i) papain-tipusu, (ii) tripszinhez hasonléak, arginin csoportot hasitanak le (iii)
glutaminsav specifikusak €s (iv) egyebek. A papain a legismertabb cisztein proteaz. A
cisztein protedzok pH optimuma semleges, habar koziilik néhany, mint pl. a

lizoszémalis protedzok maximalis aktivitdsukat savas pH értéknél fejtik ki. Erzékenyek
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a szulthidril agensekre, mint amilyen a PCMB, de a DFP és a fém-kelatképz6k
nincsenek hatassal rajuk.

Metalloproteazok. A metalloprotedzok a legosszetettebb katalitikus protedzok
(Barett, 1995). A divalens {émion jelenlétének sziikségessége jellemzi miikddésiiket.
Nagyon kiilonboz6 eredetii enzimeket tartalmaznak, mint amilyenek a magasabb rendii
organizmusokbdl szarmazoé kollagenazok, kigyoméregb6l nyert hemorrhagikus toxinok
és a baktériumoknal taldlhaté termolizinek (Hibbs és mtsai., 1985; Okada és mtsai.,
1986; Shannon €s mtsai., 1989; Weaver €s mtsai., 1977; Wilhelm és mtsai., 1987). A
metalloprotedazok kozel 30 csaladjat irtak le, amelyekbdl 17 csak endopeptidazokat
tartalmaz, 12 csupan exopeptiddzokat és 1 (M3) tartalmaz mind endo-, mind
exopeptidazokat.

A miikddési sajatossdgaik alapjan, a metalloprotedzokat négy kiilénb6zd
csoportba lehet sorolni: (i) semleges (ii) lugos (iii) Myxohacter 1, és (iv) Myxobacter 11
csoportokba. A semleges protedzok a hidrofob aminosavakra reagalnak, mig a ligos
proteazok nagyon széles korl specifitassal rendelkeznek. A Myxobacter proteaz 1. a
hasitand6 kotés mindkét oldalan a kicsi aminosav csoportokra specifikus, mig a proteaz
II. a peptid kétés amino oldalan a lizin csoportokra érzékeny. Gatoljak dket a kelatképzé

agensek, mint amilyen az EDTA, de nem gatolja a DFP vagy szulfidril agens.

2.2.3. A protedazok miikédési mechanizmusa

A protedzok mikodési mechanizmusa szamos kutatd érdeklddésének
kézéppontjaban 4ll. A protedzok teljes kitisztitaisa alapfeltétele annak, hogy
tanulmanyozni lehessen miikédési mechanizmusukat. A szakirodalombél szamos jol
kidolgozott proteaz tisztitasi eljaras ismert: affinitds kromatografia, ioncserés
kromatografia illetve gélsziiréses eljarasok.

A proteazok katalitikus részét, egy vagy mindkét oldalrdl specifikus alegységek
hataroljak, amelyek koéziil barmelyik képes arra, hogy magahoz vonzza a szubsztratbol
az egyes aminosav csoportok lancait. Ezeket az S1 katalitikus teriilettdl kezdddéen
szamozzak, ami folytatédik az Sn-en at a struktira N terminalisig és S1-t6l Sn-en 4t a C
_terminalisig.

A szerin protedzok rendszerint, két 1épcsdbo6l allé hidrolizist katalizalnak,

amelyben peptid rész vagy aminosav vesztéssel, egy kovalens kotésii enzim-peptid
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intermedier jon létre (Fastrez és Fershz, 1973). Ezt az acilacids lépcsot egy deacilacids
folyamat kovet, amit a viz altal az intermedieren kivaltott nukleofil timadas folytat. A
reakcio végére megvaldésul a peptid hidrolizise. A szerin endopeptiddzok harom fo
csoportjat kiilonithetjiltk el az elsddleges szubsztrat alapjan: (i) tripszin tipus®, amely
felhasad a pozitiv toltésii csoport utan, (ii) kimotripszin-tipusu, amely a nagy hidrofob
csoport_hatdsdra hasad fel, (iii) elasztaz tipusu, amely a kisméretii hidrofob csoport
hatasara hasad.

Az aszpartikus endopeptidazok katalitikus miik6désiikhéz nem nélkiilézhetik
az aszparagin sav maradvanyokat. A kutatok az altalanos katalitikus mechanizmusokat
javasoltdk az olyan aszpartikus proteinek hidroliziséhez, mint amilyen a
penicillopepszin (James, 1977) és az endothiapepszin (Gearl, 1987). A krisztallografias
kutatdsok bebizonyitottak azt, hogy a pepszin csalad enzimei két alegységbdl allo
molekuldk (Blundell és mtsai., 1991; Sielecki és mtsai.,, 1991). Az alegységek
homolégok egymassal, mivel gén-duplikdcioval keletkeztek. A retropepszin molekula
csupan egy alegységgel rendelkezik, amiben csak egy aszpartuikus csoport talalhato,
illetve a miikddés alapfeltételei a nem-kovalens ,,homodimer”-ek.

A metalloproteizok miikodési mechanizmusa némileg eltér a fent leirt
proteazok miikodésétol. Ezek az enzimek a kotott divalens kationok jelenlététol
fuggenek, és dializis vagy kelatképz6 agens hatasira inaktivdlodnak. A legtébb
metalloproteaz olyan enzim, amely His-Glu-Xaa-His (HEXXH) motivumot tartalmaz,
amely a rontgensugaras krisztallografia szerint a fémion (rendszerint cink) széméra
alakitja ki a megfelel6 helyet.

A cisztein proteizok a karboxilsav szdrmazékok hidrolizisét katalizaljak. A
cisztein protedazok miikddési mechanizmusa ezért nagyon hasonlit a szerin
proteazokéhoz.

A kiilénb6z6 evolucios eredetii peptiddzok miik6dési mechanizmusaban is
jelentds hasonldsag fedezhetd fel. A papain nevii névényi peptidaz a cisztein peptidazok
Osi tipusanak tekinthetd és ezért az enzimek ezen csalddjat reprezentativen modellezi.
Katalizaljak a peptid, amidészter, tiol észter és thion kotéseket (Polgar, 1990).

A papain kristalystukturdja megerésiti a Cys2S-His 159 parositast (Baker és
Drenth, 1987). A szerin protedzokban megtalalhat6é Ser-His-Asp elrendezdés analdgiat
mutat a cisztein peptidazokban talalhat6 Cys-His-Asn tridddal, amelyet a katalitikus
hisztidin (His 159) kézelében a konzervalt aszpargin csoportok jelenléte okoz (Asn

175). A cisztein protedzok egy olyan hidrolitikus mechanizmust adoptalnak, amely
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olyan altalanos savalap létrejottét jelenti, amit az acil-tiol kéztitermék hidrolizise kovet.

2.2.4 A proteazok fiziolégiai szerepe

A protein forgalom (turnover)

Minden €106 sejt fenttart egy bizonyos protein forgalmat, amit egy folyamatos, de
kiegyensilyozott proteinszintézissel, illetve lebontassal valdsit meg. A proteinek
katabolizmusa biztositja a proteinszintézishez a sziikséges aminosav készletet. Az
intracellularis proteazok fontos szerepet jatszanak a sejtek fehérje haztartasaban. Az E.
coliban, az abnormalis proteinek hidroliziséért az ATP-fiiggd La protedz (a lon gén
terméke) a felelés (Chung és Goldberg, 1981). Az eukariétakban az intracellularis
proteinek forgalma az ATP -filiggé proteazokat tartalmazé wtvonal altal is szabalyozva
van (Hershko és mtsai., 1984).

Az enzimek proteolitikus modifikacidja, ismereteink szerint, egy megvaltozott
fiziologiai funkcidju protein létrej6ttét eredményezi: pl. a leucil-L-RNS szintetaza az E.
coliban, egy olyan enzimmé konvertdlodik, amely a leucin-fiiggd pirofoszfat cseréjét
katalizélja azzal, hogy az eredeti enzimbél elmozdit egy kicsiny peptidet.

A polipeptidek kisebb peptidekké és aminosavakkd térténd hidrolizisével a
proteazok lehetové teszik azok sejtek altali felvételét. Ezek az extracellularis enzimek
depolimerizalé miikédésiiknek kdszénhetden, meghatdrozd szerepet jatszanak a
taplalkozasban. A mikrobialis és az emlds-extracellularis enzimek (mint amilyeneket a
pankredsz valaszt ki), elsodleges szerepet jatszanak tehat a sejt életbenmaradasiban

azzal, hogy a polipeptidekbdél felszabaditjak a sziikséges aminosavakat.

2.2.5. A proteazok alkalmazasa

A proteazokat nagyon sok teriileten alkalmazzak, mégis az élelmiszer- és a
tisztitészeripar a legjelentésebb felhaszndlé. A kornyezetbarat technologidk
elterjedésével a proteazokat jelentdsebb mértékben hasznaljak a bér kikészitésben
illetve kiilonboz6 bioremediacios folyamatokban. Az egyes alkalmazaisi teriiletek
igényeihez igazitott enzimek irdnt vilagméretli igény mutatkozik. A protedzokat a

gy6gyszergyartasban széleskoriien hasznaljak gyogyszerek eléallitdsara. Az élelmiszer
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és mosopor eldallitasra készitett proteazokat nagy mennyiségben allitjak eld és tovabbi
feldolgozas nélkiil hasznaljak, mig a gydgyszeripar szamara csak kisebb tomegii

anyagot készitenek, ezek viszont felhasznalasuk elott kéitséges tisztitast igényelnek.

Mosoéporok

A proteazok kiilonbozo tisztitoszerek alapanyagai. A vilagon az §sszes iparban
felhasznalt enzim 25%-at a mosdporiparban felhasznélt enzimek teszik ki. 1913-ban
készitették el ,,BURNUS” nevii, els6 enzimatikus mosoéport, ami natrium-karbonatot és
" nyers pankreatikus kivonatot tartalmazott. 1956-ban keriilt a piacra az a mosdpor, amely
bakterilis enzimet tartalmazott, neve BIO-40 volt. Az idedlis mosdszer-protedznak a
legkiilonb6zobb foltok eltavolitasat kell elérnie, amihez széleskérli szubsztrat-
specifikussaggal kell rendelkeznie. A mosoészerek protedzainal fontos, hogy magas
homérsékleti és pH tartomanyban miikodoképesek maradjanak és hogy kompatibilisek
legyenek mas, a mososzerekhez adott keldtképzé és oxidalo 4gensekkel. A
mososzereknél a proteazok optimalis teljesitményének kulcsparamétere a pl. Az a
proteaz a legalkalmasabb erre a felhasznalasi teriiletre, amely pl-értéke megegyezik a
mososzer oldat pH-értékével.

A piacon jelenleg hasznélt mosészer-proteazokat, Bacillus fajokkal allitjak el6.

A bdéripar ..

A bér elokészitése néhany olyan lépést jelent, mint amilyenek az aztatis, a
cserzés a mosas €s a szirtelenités. A bor és szé6rme proteinbdl €épiil fel. A borkikészités
hagyomaényosan olyan veszélyes kemikalidk hasznélataval térténik, mint amilyenek a
natrium-szulfid, ami kornyezetszennyezo, ezért gondot jelent a szennyvizének az
elvezetése is. Az enzimek alternativ haszndlata a szennyezés csokkentésében, és a bor
minbségének javitasaban nagyon sikeresnek bizonyult. A protedzokat a bér nem-
kollagén tartalmu alkotdelemeinek szelektiv hidrolizisére és nem fibrillaris proteinek,

mint az albumin és a globulin eltavolitasara hasznaljak.

Az élelmiszeripar
Az élelmiszerek eléallitisdban mar az dkorban is hasznaltak protedzokat.
Kiilonboz6 teriileteken rutinszerien alkalmaztik oket (pl. sajtkészités, siités, szoja-

hidrolizatum el6készités, hlispuhitas).
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Tejipar: A proteazokat elsodlegesen a sajtiparban hasznaljak fel. A tejalvadast
eloidézo enzimeket harom csoportba sorolhatjuk: (i) allati tejoltd anyagok, (ii)
mikrobialis tejoltok, (iii) genetikusan eldéllitott kimozin. Mind az éllati, mind a
mikrobialis tejoltd protedzok az aszpartat proteazok osztilyaba tartoznak és 30 000 - 40
000 kozé esik molekulasulyuk. A mikrobidlis enzimek két jelentds teriileten mutatnak
hianyossagokat: (i) a nagy szamban vannak jelen a nem pecifikus és hostabil proteazok,
ami a tarolas utan a sajtban keserii izt eredményez és (ii) az alacsony terméshozam
terilletén. Ezen a teriileten végzett koltséges kutatasoknak k&szénhetden, olyan
enzimeket éllitottak eld, amelyek inaktivalddnak a normal pasztérozési homérsékleten,
és nagyon alacsony mennyiségii nem-specifikus proteazt tartalmaznak.

A protein hidrolizitumok Kkeserii izének megsziintetése: A protein-
hidrolizatumokat szamos teriileten alkalmazzak, mint példaul a dieteikus és egészséges
taplalkozast segitd6 termékek alkotéelemeiként, csecsemd és klinikai taplalast szolgald
kiegészitok, illetve izfokozd anyagokként. Egyes proteinek bomlastermékének keserii
ize jelenti az élelmiszeriparban torténé felhasznalds legnagyobb akadalyat. A
hidrolizditumban taldlhat6 hidroféb aminosavak szdma ardnyos a keseri iz
intenzitasaval. A peptid centrumédban talalhaté prolin csoport jelenléte szintén
befolyasolja a keserli izt. A hidrofob aminosavakat és a prolint &sszekapcsold
peptidaizok nagyon értékesek a keserliség csOkkentése szempontjabol a
hidrolizatumokban. A karboxipeptiddz nagy specifikussagot mutat a hidrofob
aminosavak irant, ezért igen fontos a keserii iz megsziintetése szempontjabol,

A szintetikus aszpartam. Az Food and Drug Administration (USA) hozzajarult
az aszpartam, - mint kaloériamentes édesit6szernek a - hasznélatdhoz. Az aszpartam egy
olyan dipeptid, amelyet az L-aszparaginsav és az L-fenilanalin metilésztere alkot. Az
aszpartam édes izéért a két aminosav L-konfiguricidja felelds. A sztereospecifitas
fenntartasa dontd jelentdségii, de hozzéjarul a kémiai elballitas koéltségeihez is. Ezért
fontos az aszpartam enzimatikus szintézise.

Gyoégyszeripar: Baktériumok vonatkozédsiban a gydgyszeriparban az E. colibél
izolalt aszparginazt hasznaljak fel arra, hogy a kiilénb6zd tipusu limfocitikus leukémia

esetében eltavolitsa a vérarambol az aszparginazt.
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2.2.6. A mikrobiilis proteazok molekularis biolégiai vizsgalata

A génklonozasi technika jelentds mértékben hozzajarult a genetikai rendszerek
struktura-funkcié kapcsolatairél rendelkezésre allo ismereteink elmélyitéséhez.
Manapsag az iparban hasznalt enzimek 50%-a mar genetikailag modositott
mikroorganizmusok segitségével keriil elallitasra (Hodson, 1994).

A mikrobiadlis protedzokat és a kodolé géneket szamos szempontbdl
tanulmanyoztak igy példaul (i) a génadagolési effektus (gene dosage effect) altal
~ el6idézett enzim tultermelést, (ii) tanulmédnyoztak a proteinek elsddleges strukturajat,
illetve (iii) olyan proteazok eldallitasat, amelyek a kereskedelmi felhasznalds érdekében
megvaltoztatott tulajdonsaguiak. Baktériumokbdl, gombakbdl és virusokbol egyarant

klénoztak és szekvenaltak mar proteaz géneket.

Baktériumok

A baktérialis protedz gének klonozasanak gyakorlati célja elsésorban az, hogy az
élelmiszer, mosdszer és gyogyszeripar szimdra fontos enzimek nagy mennyiségii
eloallitasat biztositsa. Néhany baktérium virulens jellege bizonyos extracelluralis
proteazok kivalasztasaval all osszefiiggésben. Ezekben azért volt lényeges a proteaz gén
klonozasa, hogy megérthessék patogénitasuk alapjait és ezaltal elsegitsék az elleniik
valo védekezést. A sejt fiziologidban a protedzok szerepe igen jelentés; a gének
klénozasa itt azért tortént meg, hogy ezzel jobban megérthessék a protedzok
regulacioban betdltott szerepét.

Bacillus fajok proteazai: A legtobb Bacillus faj legalabb két fontosabb proteazt
kivalaszt: a szubtilizint (egy lugos proteazt) és a metalloproteazt (egy semleges
proteazt). Mindketté fontos az ipar szamara. A B. subtilis 168 torzs az exponencialis
fazis végs6 szakaszaban legalabb hat kiilonféle extracelluralis proteazt valaszt ki a
tapkdzegbe. Ezek strukturalis génjeit, beleértve a ligos proteazt (apr) vagy szubtilizint
(Stahl és Ferrari, 1984), a semleges protedz A és B-t (npr 4 és nprB) (Henne és mtsai.,
1985; Tran és Wong, 1991; Yang €s mtsai, 1991), a minor extracelluralis proteazt (epr)
(Brueckner és mtsai., 1990; Sloma €s mtsai., 1988), az F bacillopeptidazt (bpr) (Sloma
és mtsai., 1990) és a metalloproteazt (mpr) mar kodoltadk és jellemezték. Ezek a
protedzok un. ,prepro” enzim formajaban szintetizdlodnak. A Ser, His, és Asp,

aminosavakkal jellemzett, nagymériékben konzervalt kdzds szekvencidk ismerete azt
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jelzi, hogy mind az intra-, mind az extracellularis szerin protedz géneknek kozos az
Osiik.

Yamagata €s munkatarsai 1995-ben a B. subtilis (Natto) 16 (319)-bol egy 90-
kDa-os szerin proteazt kodolo gént (hspK) klonoztak és szekvenaltak. Az enzim
hatalmas mérete a bakterialis szerin protedz 6si formajat mutathatja.

’..:'A nagyon lugos pH optimummal rendelkezé proteazokat altalanosan
felhasinéljék a mosoporokban és elényben részesitik ket a szubtilizinekkel szemben
(optimalis a pH 8,5-10,0 koézétt az aktiv enzim szdmara). Ezekr6l az enzimekrol
rendelkezésiinkre allé ismeretek nagyon hasznosak az 1j szubtilizinek eléallitasaban is.
Kaneko és munkatarsai klonoztak és szekvenaltdk az ale gént. A klonozott gént
felhasznaltak a proteaz termelés novelésére.

Az ISP-1-et kodolé gént a lugos proteazt termeld Bacillus NKS-21 t6rzsébol
klonoztdk meg (Yamagata és Ichishima, 1995). A nukleotid szekvencia 50%-os
homoldgiat mutat a B. subtilis, B. polymyxa €s a lagos Bacillus 221 torzsébo! ISP-1-et
kddolo génekkel.

Egyéb baktérium proteizok: A Lacfococcus baktériumoknak (Lactococcus
lactis spp. lactis és cremoris, elozéleg Streptococcus lactis, illetve Streptococcus
cremoris) Osszetett proteolitikus rendszeriik van, amely lehetévé teszi a bakteridlis
novekedést a tejben. Ezek a kazeint kis peptidekre €s szabad aminosavakra bontjak. A
folyamat eredményeként kiilonbozd szerkezetli és izii tejtermékek jonnek létre. A
sejtfalban 1évd proteolitikus rendszer fontos szerepet jatszik a tejtermék minGségében,
ezért egyre tobb kutatas iranyul ezen enzimek és gének megismerésére. A kazeinolizis
modszer alapjan két Lactococcus proteaz csoport létezik: a Pl-tipust proteaz, ami féleg
B-kazeint bont, és a Plll-tipusu protedz, ami aS1-, B-, és k-kazeint bont (Visser és
mtsai., 1986). A legtobb genetikai kutatds eddig a PIl-tipusi protedz génjeivel
foglalkozott. Ezen proteaz gének tobbnyire plazmidokon talalhatok, de jelentés a
kiilonbség a bakterialis torzsekben a méret és a szervezddés tekintetében (De Vos,
1987).

A PllI-tipusu proteazt csak L. lactis spp. cremoris AM1 és SK11 térzsekben
irtak le és egy 78-kbp pskl11 plazmid kédolja. A protedznak az N-terminal régidja
jelentdés szekvencia homologiat mutat a szubtilizin csaladbol szarmazé szerin
proteazokkal (szubtilazokkal).

A Lactococcus prtP proteaz gén, amely egy sejtfal-kotott szerin proteazt kodol,

és a priM, amit a priP gén terméke aktival, nélkiilozhetetlen a tejipar szamara.
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A L. lactis spp. cremoris BC101 (egy plazmid nélkiili torzs), sejtfalhoz kotott
protedzt termel, amely nagyon hasonlit, a plazmid-kddolt prtP génhez a Wg2 és SK11
torzsekben. Pulzaltatott gélelektroforézissel kimutattak, hogy a plazmid nélkiili térzsben
a priP és pritM gén a kromoszomélis DNS-ben talalhatd. Gilbert és munkatarsai
klonoztak és szekvenaltak a Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricusbol szarmazo
kromoszomalis prtB gént, amely egy 212 kDa proteazt kodol (Gilbert és mtsai., 1996).
Az aminosav szekvencia jelentds homoldgiat mutat a lactococcalis priP sejtfal-kotott
proteazokkal.

A kereskedelmi méretékii prondz eldallitasban hasznalt Streptomyces griseus két
extracellularis szerin proteazt valaszt ki: a proteaz A-t és B-t. Az aminosav szekvencia
alapjan az enzimek 61%-ban homoldgok. A proteaz A-t (sprA) és proteaz B-t (sprB)
kodolé géneket a S. griseus genomidlis konyvtarabdl izolaltak és S. lividansban
expresszaltattak. (Henderson és mtsai., 1987). A DNS szekvencia arra enged
kovetkeztetni, hogy mindegyik proteaz el6szor prekurzorként valasztodik ki.

A S fradiae ATCC 14544 torzs egy ujfajta savas aminosav specifikus szerin
proteazt (SFase) vélaszt ki a tapkozegbe. Az aminosav szekvencia 187 -aminosavat
tartalmaz (Kitadokora €s mtsai., 1993) és 82%-ban homoldég a S. griseus savas
aminosav specifikus proteazaval (Svendsen és mtsai., 1991).

Az Enterobacteriaceae csaladhoz tartozé6 Gram-negativ baktériumokrdl tudjuk,
hogy nagy mennyiségben valasztanak ki extracelluldris proteazt a tépkﬁzegbg. Serratia
E-15 tbrzs egy hatdsos extracellularis fémtartalmi protedzt termel, melyet
gyulladasgatlo termékként hasznalnak. A proteazt kodold gén E. coliban .és S.
marcescensben expreszalodott (Nakahama és mtsai., 1986).

A Pseudomonas aeruginosa egy opportunista patogén. Ez a sajatossaga szamos
extracellularis fehérje kivalasztasaval all osszefiiggésben (Liu, 1974). A P. aeruginbsa
két protedzt vélaszt ki: egy lugos protedzt és egy elasztazt. A ligos protedz génjeit (apr)
P. aeroginosa térzsekbél E. coliba expresszaltattak (Atsumi és mtsai., 1989; Guzzo és
mtsai., 1990; Shibano és mtsai., 1991), ahol aktiv enzim szintetizalodott és valasztodott
ki a tapkozegbe.

Az Aeromonas hydrophila és rokon Aeromonas fajok opportunista patogének
emberekben és halakban. Lehetséges, hogy tobb extracellularis enzim is szerepet jatszik
a mikroba patogenitasdban. Két kiilonb6z6 extracellularis protedz, egy hdstabil
fémtartalmu proteaz és egy hdé-instabil szerin protedz talalhatd az A. hydrophilaban és

mas Aeromonasokban (Leng és mtsai., 1988). Az A. hydrophila extracelluléris proteaz
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szerkezeti génjeit exbresszéltattzik E. coliban (Rivero és mtsai., 1990). A héstabil
protedzt az E. coli a periplazmajaba valasztja ki, ahol azonos tulajdonsagokat mutatott
az A. hydrophila SO2/2 proteazaval, amit a fermentlébd! tisztitottak.

Egy Zn®* tartalmu proteaz gént klénoztak és szekvenaltak V. anguillarumbol
(Milton és mtsai.,, 1992), V. parahaemolyticusbdl (Lee és mtsai., 1995) és [
vulnificusbél (Cheng és mtsai., 1996), hogy megismerjék a proteaz szerepét a Vibrio
patogenezisbeh. Azonositottak a konzervalt Zn?*-kotd régiokat. V. cholerae
extracellularis hemagglutinin protedz szerkezeti génjének (hap) szekvencia analizise
rﬁvilégitott arra, hogy az enzim nagy prekurzorként termelédik. Az aktiv enzim
| aminosav szekvenciaja 61.5%-os hasonldsagot mutat a P. aeruginosa elasztazaval.

E. coli esetében megkiilonboztetiink membran és ATP-fiiggd proteazokat:

(i) Membran protedzok. A baktériumokban barmilyen fehérje, amit a sejt a
citoplazmikus membranon at kivalaszt, ﬁrekurzor formdjaban termelodik, melyen egy
szignal peptid talalhat6 N-terminalisan (Blobel és Dobberstein, 1975). A prekurzor
feldolgozasa két 1€pésbol all: (i) a szignal peptid eltavolitisa a prekurzorbdl és (ii) a
levéagott szignél peptid emésztése.

(i) ATP-fuggé proteazok. Az ATP-fiiggd proteoliiis fontos szerepet jatszik
mind a rendellenes fehérjék, mind a szabalyoz6 fehérjék lebontdsaban a prokariota és az
eukariota sejtekben egyarant. Harom ATP-fliggé proteaz csalad létezik az E. coliban: La
(vagy Lon), Clp (vagy Ti), és FtsH (vagy HfIB) proteazok. Lon és Clp oldhato fehérje,
mig FtsH membran-kotott fehérje. ,

Az ATP-fiiggd proteolizis in vitro kisérletei kimutattak, hogy a f6 ATP-fiiggd
aktivitast az E. coli sejtkivonatokban a Lon protedz okozza (Goldberg és mtsai., 1983).
Az E. coli K-12 lon génjét klonoztak (Zchnbauer és Markovitz, 1980) és szekvenaltak
(Americ és mtsai., 1988; Chin és mtsai., 1988).

A Gram-negativ talajbaktérium, a Lysobacter enzymogenes extracellularis
enzime, egy o-litikus protedz kiilonosen figyelemre mélté. Az a-litikus proteaz
génjének nukleotid szekvencia analizise és az S1 térképezése kimutatta, hogy itt is egy
prepro-fehérjébol (41 kDa) alakul ki az érett extracellularis enzim (20 kDa) (Silen és
mtsai., 1988).

Az Achromobacter 1 protedza (API) specifikusan hidrolizdlja a lizil peptid
kotést. Az Achromobacter Iyticus APl nukleotid szekvencia analizise kimutatta, hogy a
gén egy 653 aminosavbol all6 polipeptidet kddol (Ohara és mtsai., 1989). Az API gént

tartalmazé rekombinans plazmiddal E. coli tiltermelte és kivalasztotta a fehérjét a

29



periplazmaba. Az 4. Iyticus B-litikus protedzanak szerkezeti génjét is klonoztak, és a
gén szekvencia analizise kimutatta, hogy egy 179 aminosbdl 4ll6 enzimet kédol.

Kisérletek igazoltdk, hogy a Staphylococcus aureus V8 szerin proteaz génje egy
olyan proteazt kodol, amely specifikusan vagja a savas oldallancokat a karbonil
oldalr6l.

A Thermus aquaticus egy ligos szerin protedzt (aquilizin I) valaszt ki a
tapoldatba. DNS szekvencidja nagy homolégiat mutatott a szubtilizin-tipusii szerin
221) (Kwon és mtsai., 1988). A nukleotid szekvencia megmutatta, hogy ez az enzim is
egy nagy prekuzorként termelédik.

Thermomonospora fusca fé extracellularis proteazénak génjét (ffgA4) izolaltak,
szekvenaltak és expreszaltattak Strepfomyces lividansban (Lao és Wilson, 1996). A
nyitott leolvasasi keret egy 375 aminosavas részt kédolt.

Az Alteromonas tengeri baktérium, ligos szerin protedzokat, vagy szubtildzokat
(AprI és Aprll) vélaszt ki a tidpoldatba. Mindkét enzim aminosav szekvencisja igazolta,
hogy nagy, négy doménes prekurzorként termelddnek. Az érett Aprl aminosav
szekvencidja nagy homolégidt mutat a szubtilazok elsd csoportjaval, mig az Aprll -
aminosav szekvencidja nagy homologidt mutat a szubtildzok mésodik csorportjaval. A
C-termindlis pro-régié nagy homolégiat mutat mas ismert Gram-negativ baktériumok
V. proteolyticus). :

IgA protedz csaldd. Az Al Immunoglobulin (IgAl) protedzai egy nagyon
heterogén extracellularis endopeptidaz csoporthoz tartoznak. Ezeket a peptidazokat az
emberi nyalkahartya feliiletén él6 bakteridlis patogének termelik. A fenti enzimek
specifikusan az emberi IgAl-et hasitjdk, ami fontos szerepet jatszik a
immunrendszerben, kﬁlﬁnﬁsen az emberi nyélkahértya tekintetében. T6bb tudomanyos
publikaci6 szamol be (Fishman €s mtsai., 1985; Pohlner €s mtsai., 1986; Rahr és mtsai.,
1985) a Neisseria gonorrhoeae IgA1 protedz génjének (iga) klonozasardl.

A Haemophilus influenzae b-szerotipusanak iga génjét 6sszehasonlitottak egy
hasonlé protedzzal az N. gonorrhoeae-bdl, ami igazolta, hogy szamos domén kozott
nagy a homolégia (Poulsen és mtsai., 1989). Feltételezhetd, hogy a N. gonorrhoeae
proteazanak és a H. influenzae IgA1 protedzanak hasonlé a kivélasztasi rendszere.

A S. sanguis IgAl proteaz gén probéjaval késziilt hibridizicidos kisérletek nem

mutattak  homolégiat az IgAl protedz-kivalaszté Gram-negativ  baktérium
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kromoszomalis DNS-ével. S. pneumoniae IgAl protedz génjét S. sanguis proteaz

génjének probéjaval azonositottak.

2.2.7. Fehérje tervezés (mérnokség)

A proteazok szamos ipari alkalmazasanal sziikség van olyan enzimekre, melyek
megvaltozott fiziologias tulajdonsagokkal birnak. A rekombinans DNS technolégiaban
elért uj eredményeknek és az irdnyitott mutagenezises eljarasoknak (SDM) kész6énhetd
a fehérje tervezés gyors fejlodése. A modositott fehérjék tervezésben a gén molekularis
jellemzése ¢és a fehérje hdromdimenziés szerkezetének meghatarozasa fontos
elofeltételnek szamit. Szamos protedz rontgen kristdlygrafikus szerkezetét mar
megismerték (Cooper és mtsai., 1990; Koszelak és mtsai., 1997, Pickersgill és mtsai.,
1990; Sobek és mtsai., 1990). Baktériumokbdl, gombakbdl és virusokbodl szarmazé
protedazokat eredményesen mddositanak bizonyos ipari alkalmazasokban sziikséges

hatasfok elérése érdekében.

Baktériumok

Mivel a szubtilizin egy jol i.smert enzim, ez a fehérje modellként szolgal a
fehérje tervezésben. A pH-fiiggését (Thomas és mtsai., 1985), katalitikus aktivitasat
(Takagi és mtsai., 1989; Takagi és mtsai., 1988), hostabilitasat, denaturald-stabilitasat
(Imanaka és mtsai., 1986; Narhi és mtsai., 1991), és specifitasat (Ballinger és mtsai.,
1990; Berlglunk és mtsai., 1996; Carter és Wells, 1987; Estell és mtsai., 1986; Russel és
Ferhst, 1987) iranyitott mutagenezissel valtoztattdk meg. Szubtilizinbe épitett diszulfid
kotések a katalitikus centrumtol tdvol megndvelték a szubtilizin autolitikus stabilitasat
(Wells és Powers 1986). A szubtilizin E-nek megnétt a hostabilitasa, amikor
beépitettek, hotiird szerin protedzok alapjan, egy diszulfid-kotést (Takagi és mtsai.,
1990). Strausberg €s munkatarsai kivagtak egy kalciumkoété hurkot a fehérjébdl, ami
megndvelte a szubtilizin stabilitasat (Strausberg €s mtsai,, 1995). Iranyitott
mutagenezissel egy olyan mutéanst hozotak 1étre, amelynek nativ proteolitikus aktivitasa
nem valtozott, viszont 1000-szer nagyobb lett a stabilitasa erds kelatképz6 feltételek
koézott. B. stearothermophilus semleges proteézéban az iranyitott mutagenezissel

kicserélt Asn241 megnévelte a héstabilitasat. B. subtilis semleges protedzaban a
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héstabilitas 0.3°C-kal megnovekedett, amikor a 249-es pozicioban a Lys Ser-nel

cserélték ki.

2.2.8 Megoldandé problémak és lehetséges megoldasai

A proteazok eltér6 szubsztrat specifitasi, aktiv-centrumi és katalitikus
mechanizmusti enzimek. A kiilonleges specifitis miatt fontos szerepet jatszanak a
fiziologiaban és a biotechnologiaban. A jovo fejlodési iranyai kozé tartoznak: (i) enzim
hipertermelés mikroba torzsekben, genetikai modositasokkal, (ii) protedzok 1étrehozasa
egyediilallo specifitdsokkal, és novelt ho- és alkili-stabilitassal, iranyitott mutagenezis
segitségével, (iii) proteaz-utanzdé peptid (szinzim) szintézis, (iv) specifikus protedz
aktivitasi abzimek létrehozasa (katalitikus antitestek), (v) az enzimek szerkezeti

mechanizmusanak megeértése.

A héstabilitas fokozasa

A proteazok fontos szerepet jatszanak a tisztitoszer és a bdrfeldolgozd
iparagakban, ahol az enzimeknek magas hémersékleten kell stabilan miik§dniiik. Az
egyik legaltalanosabb mddszer, hogy a diszulfid-kotéseket iranyitott mutagenezissel
beépitik az enzimbe. Amikor egy diszulfid-k6tést a Bacillus subtilis szubtili;in E-jébe
beépitettek, 4,5°C-kal nétt a héstabilitas, de nem valtozott a katilitikus aktivitas (Takagi
és mtsai., 1990). Egy masik modszer a héstabilitds fokozasaban, a hidrofdob aminosav
csoportok athelyezése a polaros csoportok helyére. Az N-terminalis a-hélixben pozitiv
aminosavak fokozddasa nem kivanatos a lehetséges hélix dipdlussal térténd interakciod
miatt. Lizin kicserélése szerinnel vagy aspartittal a B. subtilis semleges protedzanak
héstabilitasat 0,3-1,2°C-kal névelte meg (Eijsink és mtsai., 1991). Bar ezek a modszerek
fokozzék a proteazok hostabilitasat, a sziild és mutdns enzimek hostabilitasi kiilonbsége

elenyészdo.

Az autoproteolitikus inaktivilas megakadailyozasa
A tisztitoszerekben gyakran haszndljak a szubtilizint lugos pH-n mutatott
stabilitdsa miatt. Azonban autoproteolitikus inaktivalasa nagy problémat okoz az ipari

felhasznalds soran. Az autolitikus €s konformacios szerkezeti stabilitasok &sszefiiggnek
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egymassal (Wells és Powers, 1986). Logikusnak tiinik, hogy az aminosav mutacidk az

autoproteolizis centrumban cs6kkenthetik az 6nlebontas altal térténé inaktivalast.

A pH optimum megvaltozisa

A proteazok kiilonboz6 alkalmazasa més-mas optimalis pH-t kivan, pl. a bor és
tisztitc’ij'szer iparban ligos pH-ju aktiv protedzok az optimalisak, de a sajtgyartds soran
savas -protedzokra van sziikség. Fehérje-tervezéssel az enzim pH-fiiggése az ipari
kovetelményeknek megfeleléen alakithatd. A fehérje feliilet toltésétdl fiiggben
megvaltozik a pH optimum. Az Asp99 szerinre cserélése a Bacillus amyloliquefaciens
szubtilizinjében az enzim pH optimum valtozasit eredményezte (Thomas és mtsai.,

1985).

A szubsztrat specifitas megvaltoztatasa

Azok az enzim tulajdonsagok, amelyek az ipari alkalmazasban sziikségesek
eltérnek a fiziologiai enzim tulajdonsagaitol. Altalaban, a természtes enzim-
szubsztratok nem azonosok az ipari szubsztratokkal. A kiterjedt kutatasok ellenére, nem
sokat tudunk azokrdl a tényezokrdl, amelyek a proteaz specifitdsit a nem fiziologiai
szubsztrat felé meghatdrozzdk. Iranyitott mutagenezis és random mutagenezis
modszerekkel probaltak extracelluldris protedz muténsokat eléallitani, amelyek a sziild
enzimtdl eltéré tulajdonsidgot mutattak (Graham és mtsai., 1993). A pont mutaciok
beépitése az o-litikus protedz szubsztrat-kotd helyére megvaltoztatta, a proteaz
specifitasat. A protedz el6szeretettel hasit egy kis telitetlen aminosavat (pl. az alanint) a
C-terminalis oldalon, féleg mert a zseb, melyben a szubsztrat P-1 oldallanca
helyezkedik el sekély, a két terjedelmes metionin aminosav jelenléte miatt (Met190 és
Met213). Met213 hisztidinnel torténd cseréje jotékony hatassal van a szubsztrat

specifitasara.

A termelés fokozisa

Az enzimek elballitasi koltsége nagyon megneheziti a proteazok ipari
alkalmazasat. A proteaz termelés hipertermeld torzsokkel és/vagy a fermentacid soran
hasznalt tapoldat optimizdlasaval ndvelhetd. Szintén lehetséges a torzs tokéletesitése
mutagenezissel vagy rekombinans DNS technolégidval, amely a termelés névelését

eredményezheti.
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2.2.8. A jovibeni lehetoségek

A protedzok egy kiilénleges enzimcsoporthoz tartoznak, mert fiziologiai és
kereskedelmi szempontbol is nagyon fontosak. Degradicios és szintézis
tulajdonsagokkal is rendelkeznek. Fiziologiai fontossagiak, mivel allatokban,
ndvényekben és mikrobakban egyarant megtalalhatdak. A mikrobialis proteazok a
legkedveltebbek, mivel gyors novekedés, minimalis térfogat sziikséglet és konnyi
genetikai manipulalhatdsag jellemzi Oket. Genetikai moddszerekkel, mint peldaul az
iranyitott mutagenezis, j €s hasznos tulajdonsiagokkal rendelkezé protedzokat lehet
eléallitani. A klonozott DNS szekvenalasi technikak nagyban kibdvitették a proteaz
szekvenciardl szerzett informacidinkat. _

A rekombinans DNS technolégia és fehérje-tervezés - alkalmazasaval sem
sikeriilt még minden tekintetben biotechnologiai célokra alkalmas idealis mikrobialis
protedzokat eldallitani. A proteadz ipari felhasznélasaindl még léteznek problémak és
szilkkség van a protedzok tovabbi fejlesztésére. A biodiverzitas felbecsiilhetetlen forrast
nydjt a biotechnoldgiai innovacidhoz és fontos szerepet jatszik az ipari kutatasban,
Ujabb kutatasok meleg vizbdl, fagyos arktikus vizbl, sos vizbél, savas vagy lugos
kornyezetekbdl egzotikus baktériumok keresésére iranyulnak. Lehetséges, hogy ezek az
extremofil proteazok rendelkeznek majd azokkal a tulajdonsagokat, amelyeket ipari
felhasznalas c€ljabol keresiink. Ez mutatkozik az egyik legigéretesebb ttnak. Eddig az
extremofilokat nehezen lehetett laboratériumi koriilmények koéz6tt fenntartani és

modositani, ami gatolja az iparban t6értén6 alkalmazasukat is.

2.3. Kivetkeztetések

A baromfitoll és mas keratinok potencidlis proteinforrast jelentenek az
allatallomany szamdra, de amionosav Osszetételik nem megfeleld, és nehezen
emészthetéek, ami a madarak tollazatanak strukturalis funkciojabol fakad. A

keratinbonté mikroorganizmusok természetbeni eléforduldsa azt bizonyitja, hogy

34



létezik, illetve kidolgozhaté egy hasznosithaté mikrobidlis-enzim technoldgia, amely
osszehasonlitva a hagyomanyos hidrotermikus el@allitas végtermékével, képes egy
tapérték szempontjabol kiegyensulyozottabb és emészthetobb termék eldallitasara.
Végiil az is leszogezhetd, hogy egy ilyen mikrobialis enzim-technolégia alacsony
energiaigényi és igen kdrnyezetbarat.

:'..'Azok a biotechnoldgiai mddszerek, amelyek mikroorganizmusok és enzimeik
alka‘ltfr'nazésén alapulnak jé megoldasnak tiinnek a j6vében. A tovabbiakban a hangsulyt
az eiééllitési folyamatban a keratindzok indukcidjara, a keratinok tulajdonsagaira, a
keratinolizis mechanizmusaira és korlataira kell helyezni. Ennek érdekében tekintjiik &t
a mikrobiolégiai keratinolizissel kapcsolatos adatokat €s probaltunk meg kutatasainkkal
is hozzajarulni e terillet megismeréséhez. A toll tapértékének fokozasa azt
eredményezheti, hogy a szojabab és a hal allati taplalékként torténd felhasznalasa
visszaszorulhat. Tovabba a toll biotechnolégiai atalakitasa valdsziniileg j6 szolgalatot
tehet mind a baromfiiparnak, mind az embernek és a kornyezetnek. Lényegesek ezek a
vizsgédlatok azért, mert a BSA fertdzések széleskorii terjedésének hatisira az allati
hulladékok visszaetetését szamos orszdgban hosszabb-révidebb idére betiltottak és a
kutaték egyenlére mas alternativ lehetGséget keresnek a hulladéktoll, mint kérnyezeti
hulladék ujrahasznositasara. llyen biotechnologiai eljaras lehet a komposztalas,

amelynek soran a hulladéktollb6l magas nitrogén tartalmi komposzt termék keletkezik.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok

Taptalajok és oldatok

Tapkozeg baktériumok izolalasahoz:
1000 ml LB tapkdozeg,

4 mg/ml nisztatin térzsoldat (sziirve sterilezendd).

Husleves: 3 g huskivonat,
10 g pepton,
3 g NaCl,
4 g Na,HPO, x 12H,0,
1000 ml desztillalt viz,
20 g agar. .

Basal Medium1 (BMI; tapkozeg Bacillus tenyésztéshez; Claus és Berkeley, 1986):

MgS0O4x 7H,0 0,12%,
(NH4)2504 0,1%,
KCl 0,1%,
Nyomelemek 4%,
KH,PO4 0,3%,
NaHPO4 x 12H,0 0,3%,
agar 1,5%,
desztillalt viz 950 ml,
pH 6,8.

Nyomelem oldat: 500 mg EDTA,
200 mg FeSO4 x 7H,0,
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10 mg ZnSO4 x 7H,0,

3 mg MnCl, x 4H,0,

30 mg H3BO;,

20 mg CoCl; x 6H,0,

1 mg CuCl; x 2H,0,

2 mg NiCl; x 6H,0,

3 mg Na;MoO, x 2H,0 vagy 2,2 mg ammoénium-molibdenat,
1000 ml desztillalt viz.

Gliikdz, élesztokivonat, tejpor vagy tollpor tartalmi tapkozegek:
0,2 g gliikdz vagy,
0,2 % élesztokivonat vagy,
0,2 g tejpor vagy,
0,2 g tollpor
100 ml BM1 tapkézeg.

Basal Medium 2 (BM2; enzim tesztekhez; Ferrero és mtsai., 1996):
1 g (NH4)SOsq,
6 g K;HPO,,
3 g KH,PO,,
0,01 g MgSO4x 7H,0,
0,05 g CaCl, x 2H,0,
0,01 g MnSO4 x 2H,0,
0,001 g FeSO4x 7H,0,
0,001 g ZnSO4 x 7H,0,
1 g trindtrium-citrat,
1000 ml desztillalt viz,

1% szénforras.

LB tapkozeg (Luria-Bertani Medium):
10 g pepton,
2 g élesztokivonat,
10 g NaCl,
20 g agar,



1000 ml desztillalt viz,
pH 7,0-7.2.

Taptalaj Bacillus térzsek szamara (Claus és Berkeley, 1986):
3 g huskivonat,
5 g pepton,
15 g agar,
1000 m| desztillalt viz.

Tejtaptalaj (kazein hidrolizis kimutatasahoz):
2 g pepton,
1 g gliikéz,
2 g Na,HPOyq,
10 g NaCl,
1000 m! desztillalt viz,
30 g agar.

Autoklavozas utan 90 ml alaptaptalajhoz 10 ml, 15 percig 5000 g-n centrifugalt,

majd nyomas alatt hosterilezett tejet adunk.

Tapzselatin (Zselatin elfolyésitasi teszthez):
4 g huskivonat,
4 g pepton,
1 g élesztékivonat,
200 g zselatin,
1000 mi desztillalt viz.

Keményitos taptalaj (amildz kimutatasara):
10 g vizoldékony keményito,
5 g élesztokivonat,
20 g agar,
1000 ml desztillalt viz.

Nitratleves (Nitrat-redukci6 kimutatasara):

4 g huskivonat,
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10 g pepton,
1 g KNO},
1000 ml desztillalt viz.

Voges-Proskauer tapoldat:
7 g proteaz pepton,
5 g gliikoz,
5 g NaCl,
1000 ml desztillalt viz,
pH 6,5.

121°C-on 20 percig sterilezni.

Tojassargaja reakcio tapkozeg (Claus és Berkeley, 1986):
10 g tripton,
5 g Na,HPOq,
1 g KH,PO,,
2 g NaCl,
0,1 g MgSO4 x 7TH,0,
2 g gliikoz,
1000 ml desztillalt viz,
pH 7,6 .
121°C-on 20 percig sterilezni.
15 ml tojassargaja-lecitint sterilre sziirni és hozzaadni 100 ml
alap médiumhoz.
Egy éjszakan keresztiil +4°C-on tdrolni és a feliiliszot 2,5 ml-

enként steril kémcsovekbe szétmérni.

Tépkozeg lizozimmal szembeni ellendllo-képesség vizsgalatra:

Az enzimet desztillalt vizzel 10 000 enzimegység/ml koncentraciéra higitani és
szliréssel sterilezni. 1 ml lizozim oldatot Gsszekeverni 99 ml steril tipoldattal
(Bacillusok szamara; Claus és Berkeley, 1986) és 2,5 ml-ként szétmérni steril dugozott

kémcsdvekbe.
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Tapkozeg szénhidratokbol térténd savtermelés vizsgalatahoz:
Alap tapkozeg: 1 g N;HPO,,
0,2 g KCl,,
0,2 g MgSOq,
0,2 g élesztokivonat,
15 g agar,
1000 ml desztillalt viz.
A pH-t 7,0-re allitani, majd 15 ml 0,04 %-os bréomkrezol-bibor oldatot
hozzéaadni. 121°C-on 20 percig sterilezni.
Szénhidrat oldatok: 10 %-os oldatok. A végs6 koncentracidé arany 0,5 % (w/v)
szénhidrat/tapkozeg, amit a 10 %-os szénhidratok steril sziirésével kell a tapkdzeghez
adni. Lemezt kell 6nteni.

Szénhidratok: D-(+)-gliikkéz, L-(+)-arabindz, D-(+)-xil6z, D-(-)-mannitol.

Tapkozeg citrat vagy propionat hasznositasanak vizsgalatahoz:
1 g trinatrium-citrat, vagy 2 g Na-propionat,
1,2 g MgSO4x 7H,0,
0,5 g (NH4);HPO,,
1 g KCl,
40 ml nyomelem oldat,
15 g agar, ,
920 ml desztillalt viz,
20 ml 0,04 %-os (w/v) fenolvorés.
pH 6,8. 121°C-on 20 percig sterilezni.
Nyomelem oldat: 500 mg EDTA,
200 mg FeSO4 x 7H,0,
10 mg ZuSO,4 x 7H,0,
3 mg MnCl; x 4H,0,
30 mg H3BO;
20 mg CoCly x 6H,0,
1 mg CuCl; x 2H,0,
2 mg NiCl; x 6H,0,
3 mg Na;MoO4 x 2H,0, vagy 2,2 mg ammdnium-molibdenat,
1000 ml desztillalt viz.
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Peptonviz tapoldat indo! kimutatéasara:
A. 10 g pepton,
5 g NaCl,
0,5 g L-triptofan
1000 ml desztillalt viz.

|

10 g pepton,
5 g NaCl,
1000 mi desztillalt viz.

Fenilalanin agar:
3 g éleszt kivonat,
2 g DL-fenilalanin,
1 g Na,HPO,,
5 g NaCl,
12 g agar,
1000 ml desztillalt viz.
pH 7,3.

Tirozin agar:
0,5 g L-tirozin,
10 ml desztillalt viz.
121°C-on 20 percig sterilezni, steril koériilmények kozott 100 ml steril tapagarhoz

(Bacillusok szamara; Claus és Berkeley, 1986) keverni.

Reagensek
Oxalatos kristalyibolya:
A oldat: 1 g kristalyibolya,

10 g etanol (96%).

B oldat: 1 g amméniumoxalat,

100 ml desztillalt viz.
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Az A oldatot a B oldatba ontjiik keverés kézben.

Lugol oldat 1: 1 gjod,
2 g KI,
300 ml desztillalt viz.

Szafranin oldat: 250 mg szafranin,

10 ml etanol (96%),
100 ml desztillalt viz.

Lugol oldat 2: (keményité hidrolizis kimutatasdhoz)
Torzsoldat:
5gjod,
10 g KI,
100 ml desztillalt viz.

Hidegen tatjuk, hasznélat el6tt desztillalt vizben 50-szeresére higitjuk.

Malachitzold festékoldat:
1 g malachitzold,
1 g fenol,
100 ml desztillalt viz.

Metilénkék festékoldat:
50 mg metilénkék,
5 ml etanol (96%),

95 ml desztillalt viz.

Nitrat reagens:
70 mg difenilanin,
60 ml cc. H,SOq,,
29 ml desztillalt viz,
11 ml cc. HCL
Az oldaés sorrendje: a vizhez kénsavat adunk, ebben oldjuk a difenilamint, majd

keverés kozben hozzdadjuk a s6savat. A reagens 24 6ra mulva hasznalhato.
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Nitrit reagens:
A oldat:
800 mg szulfanilsav,
100 ml 5 M ecetsav
B oldat:
500 mg a-naftilamin,
’ 100 ml 5 M ecetsav,

5 M ecetsav készitése: 125 ml desztillalt vizhez 50 ml jégecetet adunk.

Kovacs reagens (indolkimutatdshoz):
5 g para-dimetilamino-benzaldehid,
75 ml amilalkohol,

25 ml cc. HCL.

HgCl, reagens:
15 g HegCl,,
20 ml cc.HCI,
100 ml desztillalt viz.

Enzim szubsztratok:

1., L-Leu-p-nitroanilid, 2. N-Acetil-L-Leu-p-nitroanilid, 3. N-Szukcinil-L-Phe-p-
nitroanilid, 4. N-Benzoil-L-Tyr-p-nitroanilid, 5. N-Benzoil-L-Phe-L-Val-L-Arg-p-
nitroanilid, 6. N-Benzoil-L-Arg-p-nitroanilid, 7. N-Szukcinil-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-
Phe-p-nitroanilid, 8. N-Szukcinil-L-Ala-L-Ala-L-Ala-p-nitroanilid, 9. N-CBZ-L-
Gly-L-Gly-L-Leu-p-nitroanilid és 10. N-CBZ-L-Ala-L-Ala-L-Ala-L-Leu-p-
nitroanilid kromogén peptidaz szubsztratok a Sigma-tol.

A szubsztratokat 4 mM koncentracioban dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk és
—18°C-on taroltuk.
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Pufferek:

1 x PBS foszfit puffer: 8 g NaCl,
0,2 g KCl,
1,45 g Na,HPO,4,
0,2 g NaH,POq,,
1000 ml desztillalt viz.
pH 7,1-7,2
sterilezés utan hozzaadni:
0,1 g CaCl;,
0,1 g MgCl x 6H,0

Enzim-szubsztrat puffer:

10 mM Tris/HCI, pH 8,
0,1 % NacCl,
I mM MgCl,.
Tris/HCI puffer, pH 8:
5,62 ml Tris-(Hidroximetil)-aminometan hidroklorid,
4,38 ml Tris-(Hidroximetil)-amino-metan.
Tris/HCI pufferek:
pH Tris/HCI Tris/OH
7,2 0,889 0,111
7,3 0,867 0,133
7,4 0,837 0,163
7,5 0,804 0,196
7,6 0.767 0,233
7,7 0,724 0,276
7,8 0,673 0,327
7,9 0,618 0,382

8,0 0,562 0,436
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8,1 0,509 0,491

8,2 0,448 0,552
8,3 0,389 0,611
8,4 0,334 0,666
8,5 0,280 0,720
8,6 . 0,232 0,768
8,7 0,190 0,810
8.8 0,156 0,844
8,9 0,122 0,878
9,0 0,096 0,904

Foszfat-puffer (Sorensen szerint):
A oldat: 9,08 g KH,PO4/1H,0,
B oldat: 11,88 g Na,HPO; x 2H,0/1H,0.

pH A oldat B oldat
5,0 98,8 1,2
5,2 98,0 2,0
5,4 96,7 33
5,6 94,8 5,2
5,8 91,9 8,1
6,0 87,7 12,3
6,2 81,5 18,5
6,4 73,2 26,8
6,6 62,7 37,3
6,8 50,8 49,2
7,0 39,2 60,8
7,2 28,5 71,5
7.4 19,6 80,4
7,6 13,2 86,8
7,8 8,6 91,4
8,0 5,5 94,5

8,2 3,3 96,7



Anyagok DNS preparalashoz:

TE: 50 mM Tris/HCI, pHS,
50 mM EDTA.

Lizozim térzsoldat: 10 mg lizozim,
1 m! 0,25 M Tris-HCI pH 8.

STE: 50 mM Tris/HCI, pHS8,
50 mM EDTA
0,5% SDS.

TES puffer: 10 mM Tris/HCI pH 7,5,
1 mM EDTA,

1 mM NaCl.

Anvyagok gél elektroforézishez:

10 x TAE:
48,4 g Tris-(Hidroximetil)-Aminometan,
11,4 ml ecetsav (96%-o0s),
20 ml 0,5 M Na;EDTA.

Gél (DNS elektroforézishez):
200 ml IxTAE,

0,8 % agardz,

sterilezés utan: S pl Et-Br (10 pg ml™).

Anyagok 16S rDNS PCR-rel torténd amplifikalasahoz:

1 pl Taq polimeraz pufter,
5 pl MgCl,,
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400 pl mindegyik ANTP-bél,

1 uM primer(ek),

2,5 U Taq polimeraz (Zenon Biotechnoldgia)
50 pg genomi DNS.

Primerek: 27F; S’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’
1492R; 5 GGTTACCTTGTTACGACTT 3°.

Eszkozok:

API-ZYM diagnosztikai teszt kit (Bio-Merioux).

s

3.2. Moédszerek

Keratinbontd baktérium izolalasa:

Szemétdombrol szarmazé rothadd tyuktollat fizioldgids séoldatba tettiink és 30
percig szobahomérsékleten razattuk (180 rpm). A feliiliszot egy-egy térfogat aranyban
(10-10 ml) husleves tapfolyadékkal kiegészitve épp tollakat tartalmazé lombikokba
mértiik és tobb héten keresztiil 50°C-on inkubaltuk. 10 ml tipfolyadékot hetente

lecseréltiink V2 térfogat huslevesre és %2 térfogat fiziologis sdoldatra.

Keratin hidrolizishez térténd adaptaltatas:
Az izolalt homogén baktérium tenyészetekbdl steril tollat és 20 ml 0,9 % NaCl-

ot tartalmazé lombikokat inokulaltunk. Tébb héten keresztiil 50°C-on razatott

tenyészetben (180 rpm) inkubaltunk.
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Az izolalt baktérium torzs fenntartasa:

Tartés tarolas céljara a husleves tapfolyadékban ndvesztett kultura 700 pl-ét
Eppendorf-csdvekbe vittitk és 300 pl glicerolt adtunk hozza, alapos 6sszerazas utan
révid id6n beliil ~-80°C-ra hiitéttiik.

Rovid idejii tarolas céljabol a mikrobat husleves agaron névesztettiik és a
tenyészetet +4°C-on taroltuk. '

Inokulumként 20 ml huslevesbe oltott 1 kaccsnyi —80°C-on tarolt mikroba 45°C-

on razatott (180 rpm) tenyészetét hasznaltuk.

Baktérium meghatarozas:

Az aktiv keratin bonté mikrobat a Bergey Manual of Systematic Bacteriology

(1986) alapjan, és 16S rDNSszekvencia analizissel azonositottuk.

Sejtmorfoldgia-meghatarozasa mikroszkoppal:

A sejtmorfoldgiai vizsgalatokhoz altalaban fiatal (18-24 6ras) tapfolyadékban
(Bacillusok szaméra; Claus €s Berkeley, 1986), razatott kériilmények koz6tt ndvesztett
kultarakat hasznaltunk. A taplemezen novesztett kultiirdk morfologidja heterogén lehet
a tapanyagok €s az oxigén ellatottsag egyenetlenségébodl kifolydlag. Hosszabb idejii

inkubacid (3-7 nap) lehetdséget nyijt a spordk megfigyelésére.

Gram-festés (Hucker szerint):

A baktériumbol kenetet készitettiink, majd 1 percig festettiik kristalyibolyaval,
ezt par masodperces csapvizes oblités kovette. 1 percig Lugol-oldattal fedtiik, majd
csapvizzel mostuk és szdritottuk. A targylemezt 30 masodpercig etanollal mostuk.
Szaradas utan 10-20 masodpercig szafraninnal kontrasztfestést alkalmaztunk, majd

csapvizzel oblitettiik és széritottuk a lemezt.
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Sporafestés (Wirtz-féle modszer):

A baktérium tenyészetb6l szuszpenziot készitettiink, amit rogzités nélkiil
szaritottunk. Sziiropapirt helyeztiink a kenetre, a malachit-z6ld oldatot 10 percig
csepegtettitk ra és ugy melegitettiik lang felett, hogy ne forrjon. Az elparolgé folyadékot
a_fl..:festékoldat alland6 adagoldsaval poétoltuk. Ezutdn 30 masodpercig csapvizzel mostuk
-4 preparatumot, majd szafraninnal 30 masodpercig kontrasztfestést alkalmaztunk. Végiil
v'izzel Oblitettiik és szaritottuk a preparatumot. A sporak zéldek, a vegetativ sejtek

pirosak.

Elektronmikroszkopos vizsgalatok:

A baktérium tenyészetet lecentrifugaltuk és Tris/HCI, pH 8 pufferrel mostuk.
100 ml sejthez 1 ml fixalot (Karnovsky, 1965) adtunk, 2 és fél Oran keresztiil
szobahdmérsékleten tartottuk, majd 6 ml Tris/HCI, pH 8 puffert adtunk hozza és 1ijbol
lecentrifugaltuk. A Tris-pufferrel torténd mosast 2x megismételtiik. A sejtekre 1%
ozmiumot tartalmazé 2 mll M Tris/HCI, pH 7,5 puffert vittiink, 1 6ra elteltével Tris
pufferrel, majd 50%-os alkohollal mostuk. Ezt kévetéen t6mény, tultelitett uranil acetat
50%-os alkoholos oldatat mértiik a sejtekre és 20-30 perc elteltével 70%-os alkoholban
12 orat allni hagytuk. A minta dehidratalasat felszallo alkohol sorozatban (80, 90, 96,
100%) 10-10 percig mostuk, ezt kévette kétszeres propilén-oxidos mosas. Centrifugalas
utan Durkopan ACM miigyantat vittiink a sejtekre, 2 napig 56°C-on polimerizaltattuk a
gyantat. 2 nap elteltével megfaragtuk és gyémant késsel félvékony metszeteket
készitettiink. A metszeteket metilénkék festék oldatban rovid ideig festettiik,
fénymikroszkopban tajékozodtunk, ezt kdvetden ultravékony metszetet készitettiink,
amit Olomcitrat oldattal kontrasztoztuk, majd a metszeteket vdkuum gozolével

szeneztilk. Tesla BS 500-as elektronmikroszkdppal felvételeket készitettiink.

Katalaz teszt:

Husleves taptalajbol lemezt ontottiink és a mikrobdt csészénként egy-egy foltba

oltottuk. 12 6ras 45°C-os inkubalas utén 3 %-os H,O,-t rétegeztiink a tenyészetre.
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Anaerob névekedés:

3 kémcsobe 10-10 ml husleves agart 6ntéttiink. Szurt tenyészetet készitettiink. 45°C-on

inkubaltuk, majd az 1., 3. és 7. napon megvizsgaltuk a novekedést.

A legmagasabb ¢s a legalacsonyabb ndvekedési homérséklet meghatarozasa:

20 ml husleves tapfolyadékot tartalmazé lombikokat 0,1 ml logaritmikus
szaporoddsi fazisban lévé baktérium kultaraval oltottunk be és a hémérséklet
kivételével azonos korilmények kozott, azonos ideig inkubaltuk. Az inkubalasi
hémérséklet 5°C-onként valtozott.

Tojassargaja reakcio:

3 parhuzamosban, két-két tapkozeget tartalmazd kémcsé koziil az egyiket
leoltjuk, mig a masik kontroll marad. 1, 3, 5 és 7 napos inkubaciot kdvetden figyeltiik a

fehér csapadék megjelenését a tapkozegben.

Lizozim rezisztencia teszt:
Egy lizozim tapoldatot és egy tapoldatot (Bacillusok szamara; Claus és Berkeley
1986) tartalmazé kémcsévet folyadék-tenyészetbél vett oltokacsnyi mikrobéval

oltottunk le. A lizozim rezisztenciat 3 és 7 napos inkubalas utan vizsgaltuk.

Novekedés NaCl jelenlétében:

Kémcsévenkén 3-3 ml tapfolyadékot (Bacillusok szdmara; Claus és Berkeley
1986) és 0, 5, 7, és 10 % (w/v) NaCl-t tartalmazd cs6veket egy-egy oltdkacsnyi
folyadék-tenyészettel oltottunk le. Aerob koriilmények biztositasa céljabol a csoveket
dontott helyzetben inkubaltuk. A kiilénb6z6 NaCl koncentracion torténd ndvekedést 5

és 7 nap utan ellendriztiik.
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A mikroba cukorasszimilaciojanak vizsgalata:

Foézopoharba 120 ml asszimilacids taptalajt ontéttiink €s 40°C-os vizfiirddbe
helyeztiik. A baktériumbdl steril vizben szuszpenziot készitettiink és 1 ml-t oltottunk a
40°C-os taptalajba, jol elkevertiik és taplemezt Sntéttiink. A taptalaj megdermedése utan
a lemezre 1-2 mg-nyi cukrot szértunk tobb pontban a csésze széléhez kdzel. A 3., 5. és

7. napon vizsgéltuk a mikroba névekedését.

Keményito hidrolizis (amilaz kimutatasa):

Kemeényités taptalajbol és 2 % gliikozt tartalmazd keményit6s taptalajbol lemezt
ontottiink. A mikroorganizmusbdl steril fiziolégids sdoldatban témény szuszpenziét
készitettlink, majd csészénként 1-1 foltba 20 pl-nyi mikroba szuszpenziot pipettaztunk.

A Petri-csészéket 12 és 24 dran keresztiil inkubaltuk, majd Lugol-oldattal ledntéttiik.

Citrat és propionat hasznositas:

A citratos és propionatos taptalajokbol steril Petri-csészébe lemezt ontéttiink. A
mikroorganizmusbol steril fiziologids sdoldatban témény szuszpenziét készitettiink,
majd a megdermedt lemezre csészénként 1-1 foltba 20 pl-nyi mikroba szuszpenzi6t
pipettaztunk. Mindkét tdptalajt tartalmazé lemezbOl egyet-egyet inokulalatlanul
hagytunk, kontrollként. A Petri-csészéket 45°C-on inkubaéltuk, 3, 5 és 7 nap mulva

vizsgaltuk a lemezek szinét.

Nitrat-redukcid:

Kémcsovekbe 10-10 ml nitrat taplevest Ontéttiink, majd sterileztiik. Két csovet
beoltottunk a mikrobaval, ketté kontrollként sterilen maradt. 48 6ras inkubalas utan, a
tenyészetbol és a kontrollb6l 1-1 ml tapfolyadékot kémcsiovekbe pipettaztunk és
Ovatosan nitrit, illetve nitrat reagenseket rétegeztiink ra. A pozitiv reakcio nitritnél a

folyadék megpirosodasa, nitratnal a kék szingyiirtiik megjelenése a fazishataron.
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Indol kimutatasa:

Négy kémcsébe 10-10 ml peptonvizet tsltéttiink, majd sterileztiik. Két csovet
leoltottunk a baktériummal, 2 csé steril kontroll maradt. Ketté és 6t napos inkubalas
utan az egyik leoltott és az egyik steril cs6 10 ml tipleveséhez 1-1 ml Kovacs reagenst

adtunk, jol 6sszeraztuk. A piros szin megjelenése a felsd fazisban indolt mutat.

Fenilalanin deaminalasa:

Felilalanin taptalajt a mikrobaval leoltottunk és 5, illetve 10 napig inkubaltuk.
Az inkubalast kdvetéen a lemezre 4-5 csepp 10%-os vas-klorid oldatot csepegtettiink a
mikrobatelep koré. A zo6ld szin megjelenése jelzi a fenilalanin fenilpiruvatta torténd

alakulasat.

Kazein hidrolizis:

A tejtaptalajt Petri-csészékbe ontottitk. Dermedés utan csikhuizassal inokulaltuk
a lemezeket. 12 6ras inkubalas utdn figyeltiik az oldédasi zonakat kodzvetleniil, illetve

HgCl; oldattal torténd ledntést kovetden vizsgaltuk.

Tirozin hidrolizis:
A tirozin taptalajt tartalmazé Petri-csészéket egy-egy csepp inokulummal

oltottuk le. Négy, nyolc és tiz napos inkubalas utan figyeltiik a tirozin kristalyok

esetleges feloldodasat a taptalajban.
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Zselatin elfoly6sitas vizsgalata:

Kémcsovekbe sterilen 15-15 ml taptalajt 6ntottiik. A taptalaj dermedése utin
szurt tenyészetet készitettlink, egy cs6 kontrollkén beoltds nélkiill maradt.

Szobahdmérsekleten egy hétig inkubaltunk.

DNS kivonas:

12 dras husleves-tapoldatban nevelt baktérium tenyészetb6! 1,5 ml-t Eppendorf-
csében 12 000 rpm-en 3 percig centrifugaltunk. A feliilisz6t ledntéttiik és az iilledékhez
200 pl 50 mM-os TE-t mértiink, majd hozzaadtunk frissen készitett 10 pl lizozim
torzsoldatot. 45 percig szobahémérsékleten inkubaltuk a mintat. Ezutan 10 pl
Proteinkinaz K enzimet (10 mg/ml) és S0 pl STE-t adtunk hozzi, majd gondosan
osszekevertiik. A csovet 50°C-os vizfiirdébe tettiik, ahol 1 ora alatt feltisztult. A
mintdhoz fél térfogatnyi fenolt adtunk, évatosan Osszekevertikk, majd ugyanennyi
kloroformot mértiink hozza és 0jbdl osszekevertik. 12 000 rpm-en 15 percig
centrifugaltuk. A feliiliszovalt 4j Eppendorf csébe pipettaztuk. A fenolos kezeléstél
kezdve a miiveletet megismételtilkk, amit kétszer egymas utdn azonos térfogatnyi
kloroformmal tortén6é extrahalas kovetett. Ezutan a DNS kicsapasa kovetkezett, 1/20
térfogat kalium-acatat (SM) és 2,5 térfogat etanol (96%) hozzaadasaval 12 6ran at +4°C-
on. Ezt kévetéen 12 000 rpm-en 10 percig centrifugéltuk a mintat, majd az tiledéket 1
ml 70%-os alkohollal mostuk (2 ¢ran keresztil szobahOmeérsékleten). 10 perces
centrifugalast kévetéen a DNS-t vakuum alatt beszaritottuk, majd 150 pl TES pufferbe
oldottuk és —20°C-on taroltuk.

DNS gél-elektroforézis:

A DNS gélelektroforézishez 0,8-1,0%-os agaroz gélt haszndltunk 1 x TAE
pufferben. Molekulasily markerként (5 pul) Hind 11l emésztett A DNS-t hasznaltunk. A
mintdkat ataldban 90 V fesziiltségen, 60 percig futtattuk. A futas befejeztével UV

fényben vizsgaltuk.
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16S rDNS szekvencia analizise:

PCR reakcio: A PCR-hez sziikséges anyagokat a kozeg Gsszemérése kozben
jégen tartottuk. Ezt kdvetéen 20 pl steril olajat rétegeztiink ra. Az MJ Research (USA)
PCR késziilékét (PTC-100-60 DNA thermocycler) hasznaltuk. Az altalunk alkalmazott
primer alkalmas a taxondmiailag eltéré baktérium izoldtumok 16S rDNS-ének
felamplifikalasara (Weisburg és mtsai., 1991; Suzuki és Giovannoni, 1996).

A PCR program 35 ciklusbol allt, amelyben a kezd6 denatural6 lépés 96°C-on
tortént 1 percig, ezt kdvette 55°C-on, 2 percig a masodik 1épés (annealing) és a 3. lépés
72°C-on, 3 percig (extension). A 35 ciklus utdn egyszer 72°C-on 10 percig tartd
utdpolimerizacié kovetkezett.

A kapott PCR terméket agardz gélen futtattuk, esetenként a visszaizolalt DNS-t
még egyszer felamplifikaltuk a tisztabb végtermék elérése érdekében. A kapott mintat
AB 373 DNS szekvenatorral (Applied Biosystems, CA, USA) megszekvenaltattuk és a

szekvenciat nemzetk6zi génbanki adatallomannyal hasonlitottun 6ssze.

Fermentlé készitése:

A K-508 baktérium 10° ml™ koncentraci6ji inokulumaval lett leoltva 20 ml BM 2 oldat,
ami 0,2 % gliik6zt (GT tapoldat), 0,2 % tejport (TT tapoldat), 1 % 6rélt tollport (OT),
vagy esetenként egyéb szénforrasokat (D-galaktdz, raffindéz, D-xiléz, keményitd,
melibidéz, laktéz, glicerol, D-gliikdz, inulin, maltéz és kazein) tartalmazott 1 %
koncentracidban. Leoltés-utén a tenyészetet 45°C-on, 180 rpm-en razatva neveltiik. A
tenyészet optikai denzitasat 520 nm-nél hataroztuk meg, a sejteket centrifugalassal
iilepitettiik. A tiszta feliilisz6 proteatz aktivitasat kromogén és fluorogén modszerekkel

hataroztuk meg.
Proteéz aktivitds vizsgalata:

Az azokazeinaz aktivitast a kovetkezOképpen mértiik: 0,2 ml fermentléhez 0,2
ml azokazein oldatot (40 mg ml' azokazein, 100 mM Tris/HClI, pH 8 pufferben)

mértiink. 3 oras 35°C-on torténé inkubdlas utan 0,4 ml 20%-os triklor-ecetsavat
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pipettaztunk a mintahoz, majd 6sszerazas utan 3 percig centrifugaltuk (10 000 g). 0,2 ml
tiszta felillisz6t mikrotiter lap mintahelyére vittiink és az extinkciot 405 nm-nél
Labsystem Uniscan I mikrotiter lap leolvaséval mértiik.

A Fluram (fluorescamine, Roche Diagnostica) alkalmas a primer amino-
csoportok detektalasara. llyenek szarmazhatnak a megfeleld proteinek enzimatikus
lebontasabol is. 10 mg protein szubsztrathoz (6rolt toll, kazein vagy albumin) 0,3 ml
enzim-szubsztrat puffer oldatot adtunk. Ehhez hozzamértiink 0,5 ml fermentlevet és 4,
illetve tollpor esetén 24 o6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk. Inkubélds utén a mintakat
centrifugaltuk (10 000 g 5 perc). Ezt kévetden 0,2 ml feliiliszot tiszta csévekbe vittiink
és hozzaadtunk 0,2 ml Fluram-ot (10 mg ml" acetonban oldva) és a mintakat azonnal
Osszekevertiik. Két perc utan a mintadkhoz 2ml desztillalt vizet pipettaztunk és a
fluoreszcencia mértékét Spekol 80 fluoriméteren 365 nm-es extinkcidés hullimhosszon
meértiik.

A kromogén oligopeptid szubsztratokkal (nitroanilid szubsztratok) torténd
analizishez a szubsztratokb6l DMSO-ban 4 mM-os toménységii térzsoldatot
készitettiink. Ezt enzim szubsztrat pufferben 10-szeresére higitottuk. A higitott
szubsztratokat és a fermentlevet azonos térfogatban (0,1-0,1 ml) mikrotiter-lapra vittiik
és 37°C-on 30 percig inkubaltuk. Az extinkciot 405 nm-nél mértiik mikrotiterlap

leolvasdval.

Enzimaktivitas gatlasanak vizsgalata:

A gatl6 hatds vizsgalatanak céljabol a kiilonbozoé proteaz inhibitoroknak a K-508
baktérium tripszin-tipusu proteaz enzimére gyakorolt hatdsat mértiikk. A gatloszerekbol
0,05 ml-t mértiink a gél-sziirt fermentlé 0,1 ml megfelelé frakcidjahoz, 10 perc
elteltével 0,4 mM N-Benzoil-L-Phe-L-Val-L-Arg-p-nitroanilid tripszin-tipusu
szubsztrat-oldatot (ebben a kisérletben az entim-szubsztrat puffer nem tartalmazott
MgCl,-t, az esetleges interakci6 elkeriilése végett) adtunk a mintdkhoz, 30 percig 37°C-
on inkubéltunk. A felszabadul6 nitroanilid mennyiségét 405 nm-nél Labsystem Uniscan

I mikrotiterlap leolvaséval mértiik.
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Az extracelluléris proteazok frakcionalasa:

Tollporon novesztett, 4 napos baktériumtenyészet fermentlevének 100 mi-ét
centrifugaltuk. A feliiluszot liofilizaltuk, majd a liofilizalt anyagot 10 ml eluald-
oldatban (1 mg ml™' NaCl) feloldottuk és az oldatot 5 percig 12 000 g centrifugaltuk. A
gélsziiréshez 4 ml tiszta feliiluszot hasznaltunk. Ezt 0,9 x 60 cm, és Sephadex G-100 gél
toltetet tartalmazé Pharmacia analitikai oszlopon végeztiik. Fractomax frakcidgyiijtvel
0,16 ml perc’' atfolyasi sebesség mellett 70 frakciot (0,4 ml/minta) gyijtottiink. Egyes
frakciok specifikus tripszin-tipusu és kimotripszin-tipusi proteaz aktivitast mutattak N-
Benzoil-L-Phe-L-Val-L-Arg-p-nitroanilid és N-Szukcinil-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-p-

nitroanilid kromogén szubsztatok jelenlétében.
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" 4. Eredmények

4.1. Uj keratinbonto Bacillus licheniformis izolalasanak koriilményei és

a mikroba jellemzése, meghatarozasa

4.1.1. Keratinbonté baktérium izolalisa:

Rothadé baromfitollat gytjtottiink 6ssze. A mintat 30 percen keresztiil 0,9%
NaCl oldatban razattuk, a feliiluszoval 0,9% NaCl oldatban 1évé steril tollat (0,15%)
inokulaltunk. A leoltott 20 lombikot 50°C-on 10 napon keresztiil razatott tenyészetben
(180 rpm) inkubaltuk. Az egyik lombikban a toll bomlasa szemmel megfigyelhetd volt
négy nap utin. Ebbol a tenyészetbdl higitasi sort készitettiink és husleves tapagarra
szélesztési modszerrel oltottunk, majd a Petri-csészéket 50°C-on inkubaltuk. A kindtt
telepekbdl kiilon-kiilon 100 ml-es Erlenmeyer lombikokat oltottunk le, amelyek 20 ml
0,9% NaCl oldatban 1évo steril tollat (15%) tartalmaztak és a fent leirt kﬁfﬁlmények
kozott inkubaltuk. A tiszta tenyészetben is intenziv keratinolitikus aktivitdst mutaté
baktériumnak a K-508 nevet adtuk. Az 1-es kép szemlélteti a K-508 térzs tollbontod

képességeét.
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1. kép. A K-508 torzs tollbontasianak szemléltetése.

12 6ras inkubalas, 50°C-on, 20 ml 0,9% NaCl-t tartalmazo tapfolyadékban.

4.1.2. A keratinbont6 baktérium meghatirozasa:

Morfologiai és biokémiai tesztek:

A K-508 torzs festés alapjan Gram-pozitiv baktériumnak bizonyult. Egyenes palcika
alaku, elektronmikroszkopos felvételek alapjan 2,5-3,5 mikron hosszu és 0,8-1,0 mikron
széles, a végei lekerekedettek (2. kép). A sejtek egyesével vagy kettesével fordulnak
eld, de lancot is alkothatnak (3. kép). Sejtenként egy szubterminalisan elhelyezkedd
ovalis endospora termelddik. Opalos, szabalytalan alaku telepeket képeznek, ami
egyontetiien csillogd, szaraz, sima és rogos is lehet. A sejtek mozgasképesek. A faj
koriilbeliil 20°C és 55°C kozotti homérsékleten nd, hémérséklet-optimuma 47°C. A
baktérium tovabbi jellemzoit, Osszehasonlitva a B. licheniformis faj altalanos

tulajdonségaival, az 1. tablazat mutatja be.



2. kép. A K-508 tiorzs elektronmikroszkopos képe.

Egyenes pélcika alaku, elektronmikroszkopos felvételek alapjan 2,5-3,5 mikron hosszu és 0,8-1,0

mikron széles, a végei lekerekedettek. 32 000-szeres nagyitas.

3. kép. A K-508 baktérium torzs sejtmorfolégiija fénymikroszkopos felvételen.

A sejtek egyesével vagy kettesével fordulnak el6, de lancot is alkothatnak 1100-szoros nagyitas
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1. tablazat.

B.

licheniformis K-508 és a B. licheniformis (Bergey

kézikényvben szerepld) fontosabb tulajdonsagainak dsszehasonlitasa.

Jellemzé tulajdonsigok

B. licheniformis

B. licheniformis K-508

Sejtatmérd >1.0 pm
Kéoralaka spéra
Duzzadt sporangium
Parasporilis zdrvany
Katalaz
Anaerob névekedés
Voges-Proskauer teszt
pH in V-P tapfolyadék

<6

>7
Savtermelés

D-Glitk6z

L-Arabinéz

D-Xiléz

D-Mannitol
Gaztermelés glitk6zbol
Hidrolizis

Kazein

Zselatin

Keményitd
Hasznositas

Citrat

Propionat
Tirozinbontas
Fenilalanin deaminélasa
Tojassargdja lecitinaz
Nitrat redukcidja nitritté
Termelés

Indol

Dihidroxiaceton
NaCl és KClI sztikséglet
Allantoin vagy urét igény
Novekedés pH

6.8, tépfolyadék

5.7
Novekedés NaCl

+ + +

NM

+ + + +
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2% +
5% +
7% +
10% NM +
Novekedés
5°C - -
10°C - -
30°C + +
40 °C * +
55°C + +
50°C * +
55°C + +
65 °C + -
Novekedés a +
lizozim jelenlétében
Autotrof Hy + CO; vagy - NM

co
Jelmagyarazat: NA: nincs adat; * az adat Boyer és mtsai.-t6l szrmazik (1973); ® néhény gazbuborék
termelddott.

16S rDNS szekvencia meghatarozasa és elemzése:

A K-508 baktérium faj részleges 16S rDNS szekvencidjanak meghafz';rozészihoz
a 27F és 1492R primereket haszndltuk. Az Gsszehasonlitd analizis, amit ezekkel a
szekvencidkkal és egy nyilvanos adatbank (EMBL) szekvenciadival végeztiink, azt
mutatta, hogy ez a faj koézeli rokonsagban all a Bacillus nemzetség tagjaival. Nagy
szekvencia azonossag (98%) volt megfigyelheté a K-508 €s a Bacillus licheniformis faj
képvisel6i kozott. A nagy mértékii szekvencia azonossag (98%), egyértelmiien mutatja
(a fiziologiai tesztekkel egyiitt), hogy a K-508 a B. licheniformis faj egy 1j térzse. A
687 nukleotid hosszi 16S rDNS szekvencidt, amit ebben a tanulmanyban
meghataroztunk, az EMBL adatbankba bejelentettiik, hozzaférési szama: EMBL
410719.
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Alignments

>gi[152169931gb|AF399743.1|AF399743 Bacillus licheniformis K-508 16S ribosomal RNA .

sequence
Length = 687

Score = 1296 bits (654), Expect = 0.0
Identities = 676/687 (98%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1 gaggttacctcaccgacttcgggtgttacaaactctcgtggtgtgacgggcggtgtgtac 60
PERRRLLLEI TR bbb
Sbjct: 1 gaggttacctcaccgacttcgggtgttacaaactctcgtggtgtgacgggecggtgtgtac 60

Query: 61 aaggcccgggdaacgtattcaccegcggcatgctgatccgecgattactagegattccagett 120
RN RN N R A R N N R R R R RN N R RN RRRRREEARERY
Sbjct: 61 aaggcccgggaacgtattcaccgcggcatgctgatccgegattactagegattccagett 120

Query: 121 cacgcagtcnagttgcanactgcgatccgaactgagaacagatttgtgggattggcttag 180
PVCTErrrr e v rre e ererrerennnntd
Sbjct: 121 cacgcagtcgagttgcagactgcgatccgaactgagaacagatttgtgggattggettag 180

L4

Query: 181 cctcgcggcttcgetgeccctttgttectgeccattgtancacgtgtgtagecccaggtcata 240
NN R RN NN NN R RN R R RN RN RN RN
Shjct: 181 cctcgcggcttecgetgecectttgttectgecccattgtagcacgtgtgtagecccaggtcata 240

Query: 241 aggggcatgatgatttgacgtcatccccaccttccteceggtttgtcaccggcagtcacet 300
R R R R R R N NN N RN R RN NN RN R R RN RN RRENRRRARN
Sbjct: 241 aggggcatgatgatttgacgtcatccccaccttcctccggtttgtcaccggcagtcacct 300

Query: 301 tanagtgcccaactgaatgctggcaactaanatcaagggttgcgctcgttgecgggactta 360
] R R R N RN N R R R R R N R R RN RN RN R RN RN R RN R
Sbjct: 301 tagagtgcccaactgaatgctggcaactaagatcaagggttgcgectcgttgegggactta 360

Query: 361 acccaacatctcacgacacgagctgacgacaaccatgcaccacctgtcactctgeccceg 420

RN R R RN RN R R AR R RN NN R R R RN R NN RN REERENRRERNR!
Sbjct: 361 acccaacatctcacgacacgagctgacgacaaccatgcaccacctgtcactctgececeg 420

Query: 421 aSggggaagccctatctctagggttgtcaaaqgatgtcaanacctggtaaggttctthc 480

. S R RN N N R R RN R R RN AR R AR RRRER R ARE!
Sbjct: 421 aaggggaagccctatctctagggttgtcaaaggatgtcaagacctggtaaggttcttcge 480
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481 gttgcttcgaattaaaccacatgctccacegcttgtgegggeccccgtcaatectttgan 540
R RN AR AR AN AR AR RN RN RN R RNRNNNRRARERRE RN
gttgcttcgaattaaaccacatgctccaccgcettgtgegggecccegtcaatectttgag 540

Query:
Sbjct: 481

tttcagtcttgcgaacgtactccccaggeggaatgcttaatgegtttgetgcancactaa 600

RN RN AR N NN NN AR NN RNERNAN RN R RN
tttcagtcttgcgaacgtactccccaggcggaatgcttaatgegtttgectgcagcactaa

Query: 541
Sbjct: 541 600

agggcggaaacctctaacacttancactcatcgtttacggggttgnacaaccagggtate 660

PECRRRRT PR e e v nberrenererer reerpierniitl
agggcggaaacctctaacacttagcactcategtttacggggttggacaaccagggtate 660

Query: 601

Shjct: 601

Query: 661 taatcctgttcccnccccacctttcce 687
. PEEEREREereey reetrrrvnntl
sbjct: 661 taatcctgttcectccccacctttece 687

>gii140093201abiAY030326.1! Bacillus licheniformis strain KL-047 16S ribosomal RNA g

partial sequence
Length = 1502

Score = 1197 bits (604), Expect = 0.0
Identities = 662/681 (97%), Gaps = 3/681 (0%)
Strand = Plus / Plus

A K-508 tbrzs részleges rDNS szekvencidjdnak Osszehasonlitdsa génbanki szekvenciikkal, a

BLAST program (Altshul és mtsai., 1997) segitségével.
A 10 legnagyobb hasoniésagot mutaté szekvencia felsorolasa, illetve a legnagyobb hasonlésagot

mutatd B. licheniformis tdrzs szekvencidjaval torténd dsszevetése. ¢

A K-508 API-ZYM teszttel meghatarozott tulajdonsigai:

Az API-ZYM diagnosztikai teszt eredményeit a 2. tablizat szemlélteti. A
mikroba magas foszfat és észteraz aktivitast mutat. A diszacharaz aktivitasok kéziil csak
B-gliikkozidaz és B-galaktoziddz aktivitds volt tapasztalhaté. Ar.nino.peptidéz aktivitas

nem volt kimutathato a fermentlében. B
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2. tablazat. Bacillus licheniformis K-508 torzs extracelluliris enzim

profiljanak meghatirozasa AP1-ZYM teszttel.

Szubsztritok

Enzim aktivitds

2-naftil-foszfat

2-naftil-butirat

2-naftil-citrat

2-naftil-mirisztat

L-leucil-2-naftilamid

L-valil-2-naftilamid

L-cisztil-2-naftilamid

N-benzoil-DL-arginin-2-naftilamid

N-glutaril-fenilalanin-2-naftilamid

2-naftil-foszfat

Naftol-AS-Bl-foszfat

6-Br-2-naftil-a-D-galaktopiranozid

2-naftil-B-D-galaktopiranozid

Naftol-AS-BI-B-D-glitkuronid

2-naftil-a-D-glitkopiranozid

6-Br-2-naftil-pB-D-glitkopiranozid

1-naftil-N-acetil-B-D-glitk6zaminid

++

++

64



6-Br-2-naftil-a.-D-mannopiranozid -

2-naftil-a-L-fukopiranozid -

4.1.3. A K-508-as torzs extracelluliris proteazinak termelése és tulajdonsagai

A B. licheniformis K-508 az altalunk hasznalt mind a négy tapfolyadékban gyors

ndvekedéstli volt. A maximalis novekedést pH 7 értéken és 47°C-on mutatta.

1. abra. Kiilonbozé tapfolyadékokban nevelt B. licheniformis hidrolizalo

aktivitasa kromogén proteiz szubsztratokon.

1,4
Protedz aktivitas (OD
405 nm)
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A fermentélas soran haszndlt alap tapfolyadék BM volt, amely 0,2% tejporral (TP), 1%
érslt tollporral (OT) vagy 0,2% glikézzal (GT) és éleszté kivonattal (ET) lett kiegészitve. A
szubsztratok: 1. L-Leu-p-nitroanilid, 2. N-Acetil-L-Leu-p-nitroanilid, 3. N-Szukcinil-L-Phe-p-nitroanilid,
4. N-Benzoil-L-Tyr-p-nitroanilid, 5. N-Benzoil-L-Phe-L-Val-L-Arg-p-nitroanilid, 6. N-Benzoil-L-Arg-p-
nitroanilid, 7. N-Szukcinil-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-p-nitroanilid, 8. N-Szukcinil-L-Ala-L-Ala-L-Ala-p-
nitroanilid, 9. N-CBZ-L-Gly-L-Gly-L-Leu-p-nitroanilid és 10. N-CBZ-L-Ala-L-Ala-L-Ala-L-Leu-p-

nitroanilid.

Inducer nélkiili gliikéz tartalmi minimal séoldatban (GT) a torzs két tipusi
proteazt termelt, a tripszin-tipusi (aktivitds: Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilidon) és a
kimotripszin-tipust proteazt (aktivitas: Szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilidon) (1.
dbra). Az 6rolt tollat (OT) tartalmazé fermentlé nagyon hasonld szubsztrat-affinitési
képet mutat. Az induktiv hatasra reagalva tejpor (TP) vagy az oligopeptid tartalmu
élesztokivonat (ET) jelenlétében a torzs kimoelasztaz-tipusa aktivitast (CBZ-Gly-Gly-
Leu-p-nitroanilid hasitasa) mutatd proteazt is termelt. Lehetséges, hogy ez az aktivitas a
kimotripszin-tipusu enzimt6l szarmazik, mint ahogy ezt mar megfigyelték mas B.
licheniformis torzsek esetében (Cheng 1995). Ennek a proteaznak azonban a K-508
torzs esetében nincs szerepe a keratin lebontasaban, mivel az 6rélt tollport tartalmazo
fermentlében nem volt jelen.

A rovidebb oligopeptid szubsztatok egyik tipusi protedz esetében sem
bizonyultak jo szubsztratnak. A K-508 torzs proteaz termelése gyakorlatilag nem fiigg a
hasznalt szénforras tipusétdl, glilkéz mellett egyéb mono- és diszacharidok is kielégité
vagy magas szintii protedz termelést eredményeztek, protein vagy peptid inducerek

hidnyaban is (2. abra).

66



2. 4bra. B. licheniformis K-508 torzs konstitutiv proteaz (azokazeiniz)

termelése.
3 -
OD 520 nm } Novekedés
‘ (Novekedés) és OD :
21505 405 nm (Proteaz a8 Proteiz i
aktivitas)
2

Szénforras

A fermentélds soran hasznait tapfolyadék a BM2 volt, kiilonbdz6 szénforrasokkal kiegészitve: 1.
szachardz; 2. D-galaktéz; 3. raffinoz; 4. D-xildz; 5. keményitd; 6. melibidz; 7. laktoz; 8. glicerol; 9. D-

glitkoz; 10. inulin; 11. maltéz; 12. kazein 1% koncentracioban.

A kimoelasztaz-tipusu aktivitds kivételével a kazein (tejpor), mint proteaz
inducer nem fokozta szignifikinsan a torzs protedz termelését. Igy torzsiink esetében
egy olyan 1j jelenség figyelhet6 meg, ami nem jellemz6 mas vad tipusu B. licheniformis
torzsere. Ennek hétterében valdszintlileg egy altalanos enzim-szabalyzokor, spontén
mutacioval tortént megvaltozasa all. Egy derepresszalt, mutagenezissel eléallitott
proteaz termelé mutanst mar korabban leirtak (Bierbaum és mtsai. 1994). A torzs fent
targyalt tulajdonsdgai nagyon hasznosak lehetnek a protedzok termelésének

technologiai szintli fermentacios folyamataiban. Szemben azzal a ténnyel, hogy a
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baktérium a baromfitollat mind razatott kultiraban, mind pedig fermentorban révid ido
alatt képes lebontani, az induktiv és a nem-induktiv fermentlevek csak nagyon alacsony
keratin bonté aktivitdst mutattak, amit diszulfid-hid redukal6o dagensekkel (2-

merkaptoetanol és ditriotreitol) lehet fokozni (3. abra).

3. abra. A B. licheniformis K-508 torzs proteaz aktivitisa o6rolt tollat

tartalmaz¢ kiilonb6z6 tapkozegben.

120
Proteaz aktivitas
(Fluoreszcencia egység)
100
80
TP
60 moT
OGL
40 1
20
|
or OT+DTT OT+ME OT+SZ Kazein Zselatin Albumin

Szubsztrat

A B. licheniformis K-508 torzs protedz aktivitisa 6rolt tollat tartalmazé (OT) kiilonbozo
tapkozegben; kazein, zselatin és borji szérum-albumin jelenlétében. Aktivitasként a peptid kotések
hidrolizise soran felszabadulé primer amino-csoportok mennyiségét mértilk Fluram reagenssel. DTT:
ditiotreitol, ME: 2-merkaptoetanol, TP. BM2 kiegészitve 0,2% tejporral, OT: BM2 kiegészitve 1% 6rolt
tollporral, GT: BM2 kiegészitve 0,2% gliikézzal, OT+SZ: natrium-szulfittal kezelt 6rolt tollpor.
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A keratin 1 ¢6ras 70°C-on torténd szulfit kezelése kevésbé volt hatékony.
Ugyanezek a mintdk sokkal hatékonyabbak voltak mas proteaz szubsztratokon, pl.

kazein, zselatin és borji szérum-albumin.

4. abra. A B. licheniformis K-508 torzs novekedése és proteaz termelése 1%

(w/v) 6rolt tollport tartalmazé BM2 tapkozegben 35°C-on.

120 10 Bs
sgjtszam
(Log

9 sgt/n)

100

O~ Trypsirdipust prateaz

Proteaz aktivitas (Egyseg / ml)
LSRN SR

8
@~ Kindtripszintipusu pratesz
& AR :
1} Hosgtekszana
0 6 ‘

TenyesAesi idd (6ra)

A tripszin-tipusu protedz aktivitist Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanliden és a kimotripszin-tipusu

proteinaz aktivitast Szukcinil-Ala-Ala-Pro- Phe-p-nitroaniliden mértiik.

A mikroba két kiilonbdzd tipusu protedzt termel, a tripszin-tipust proteazt (amely Bz-Phe-Val-
Arg-p-nitroanilid-en aktiv) és a kimotripszin-tipusu protedzt (amely Szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroanilid-en aktiv) (4. dbra). A két tipusu protedz koziil az egyik, a tripszin-tipusi nagyobb stabilitast
mutat a fermentlében. A kimotripszin-tipusi enzim egy nagyon gyors lebomlason ment keresztiil a nyers
fermentlében és ez a lebomlds felgyorsult a 10-szeresére toményitett mintdkban. Ebbél adodéan a

tripszin-tipusti enzimet tisztitottuk, Sephadex G-100-as gél-sziiréssel és jellemeztiik. A tripszin-tipust
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5. abra. A B. licheniformis K-508 torzs fermentlevében talilhaté tripszin-
tipusu és kimotripszin-tipusia proteaz aktivitisok elvilasztasa Sephadex G-100 gél-

sziiréses kromatografiaval.
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Frakciok

~

A fermentlé¢ Orolt baromfitollat tartalmazott. Az enzimaktivitasokat Bz-Phe-Val-Arg-p-

nitroanilid és Szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid kromogén szubsztratokkal hataroztuk meg.

A 6. és 7. dbra a pH és a hémérséklet fiiggvényében szemlélteti a tripszin-tipusu

enzim aktivitasat.
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6. abra. A hémérséklet hatisa a B. licheniformis K-508 tisztitott tripszin-

tipusu proteaz enzimének aktivitasara.

120 ~ Relativ enzimaktivitas (%)

80 -

Hémérséklet (*C)

Az aktivitast 10 mM Tris/HCI pufferben (pH 8,5) oldott 0,4 mM Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilid

kromogén szubsztrattal mértiik.

7. abra. A pH hatisa a B. licheniformis K-508 tisztitott tripszin-tipusu

proteiz enzimének aktivitasara.

120 R elativ enzimaktivitas (%)
100 +
80
60 +

40

pH
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Az aktivitast 1/15 M foszfat pufferben (pH4-7) és 10 mM Tris/HCI pufferben (pH 7-10) oldott
0,4 mM Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilid kromogén szubsztrattal mértiik.

Leszogezhetd, hogy ez az enzim alacsony lug és magas hoémérséklet toleranciaji
. tripszin-tipust protedz, melynek pH=8,5 és 52°C a hémérséklet optimuma.
| A specifikus proteaz gatloszerekkel végzett kisérletekb6l (3. tablazat)
egyértelmiien kideriilt, hogy ez a protedz sem nem szerin-, sem nem metallo-proteaz,
mivel a PMSF, TPCK, TLCK és az EDTA nem gatoltak.

3. tablazat. Kiilonb6z6 proteaz inhibitorok hatiasa a B. licheniformis K-508

torzs tripszin-tipusu proteaz enzimének aktivitasara.

Inhibitorok Koncentracié Enzimaktivitas (%)
MgCh 1.0 mM 100

PMSF 1.0 mM 100 ‘
TPCK 0.1 mM 99 ’
TLCK 0.1 mM 100

EDTA 1.0 mM 99

HgCly 1.0 mM 49

pCMB 1.0 mM 92

{PMSF= fenilmetilsulfonil fluoride, TPCK= tozil-L-fenilalanin klorometil keton, TLCK= tozil-
L-lizin klorometil keton, pCMB= para-kloromerkuribenzoit, EDTA= etilenediamin tetraecetsav). A
kisrleteket hdromszor ismételtilk meg. A tdbldzatban szereplé adatok a kisérletek tipikus eredményeit
képviselik.
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Nagy valosziniiség szerint, ez a tripszin-tipusu proteaz ciszteint tartalmaz az
aktiv centrumaban, mivel 1 mM HgCl, nagymértékben gatolja az enzimet. Ebbél
kifoly6lag ez a protedz a tiol protedzok csoportjaba tartozik, ami nem gyakori a

mikroorganizmusok extracelluléris proteazai korében.
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S. Eredmények megvitatasa

. Egy 0j keratinbont6 baktériumot sikeriilt izdlélnunk részben bomlott tollrol,
amel};hek a K-508 nevet adtuk. Ez az izolatum nagyfoku tollbont6 aktivitist mutatott
barorhﬁtollon optimalis tenyésztési koriilmények ko6zott; ekkor a tapkozeg tollat
tartalmazott, a pH 7.0 volt és a tenyésztési hodmérséklet 47°C. Fenotipusanak alapvetd
jellemzdje a gyors mozgasi Gram-pozitiv palcaforma, e mellett a metabolikus teszt és a
tDNS szekvencia analizis alapjan egyértelmilen Bacillus licheniformis-nak
azonositottuk. Tenyészetének fermentleve aktivitast mutatott
N-Bz-Phe-Val-Arg—p-nitroanilid, = N-Szukcinil-Ala—Ala—Pro—Phe—p-nitroanilid,
N-CBZ-Gly-Gly—-Leu—p-nitroanilid és N-CBZ-L-Ala-L-Ala-L-Ala—L-Leu—p-
nitroanilid kromogén proteaz szubsztratokon, semleges pH kérnyékén. .

Az irodalomban eddig leirt keratinbonté mikrobaktol a K-508 izolatum abban tér
el, hogy szignifikans keratinolitikus aktivitast mutat a kezeletlen (minden elékezeléstél
mentes) toll keratinjan SH-redukalo szerek jelenlétében. A mikroba mind a tripszin-,
mind pedig a kimotripszin-tipusi protedzokat konstitutivan termeli.

A Bacillus nemzetségb6l tobb magas keratinolitikus aktivitasi baktérigmot irtak
le (Onfade és mtsai 1998) és ezen beliil is elsésorban a Bacillus licheniformis ilyen
jelentosége kiemelkedd (pl. Lin és mtsai. 1992: 1995; 1996). Kutatasaink soran izolalt
Uj magas keratinolitikus aktivitasi B. licheniformis torzs, tripszin- és kimotripszin-
tipustt proteazokat termel gyakorlatilag a felhasznalt szénforrastol fiiggetleniil, protein
vagy peptid inducer hianyaban is. Ez egy szokatlan sajatossag figyelembe véve a
baktériumok protedzainak szabalyozasardl ismerteket. A baktériumok extacellularis
protedzai éltalaban indukci6 és represszi6 utjan szabalyozottak. Mas B. licheniformis
fajok esetében, pl. PWD-1, a gliikéz gyakorlatilag teljes mértékben szupresszilja a
proteaz termelést (Cheng és mtsai. 1995) és a MIR29 esetében a gliikdz mellett a
glicerol, D-xiloz és szachardz szintén erds represszornak bizonyult. A K-508 esetében
valésziniileg spontdn muticié koévetkezhetett be, ami felelés a kiilénboz6é proteazok

''''

termelé mutans képes nagy mennyiségben szubtilizint termelni (Bierbaum és mtsai.,
1994). '
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A K-508 torzs kivalo keratinbontonak bizonyult, mig a baktériumsejt mentes
fermentlé csak lassan tudta a keratint bontani. Ereményeink figyelembevételével a K-
508 konstitutivan proteazt szekretald B. licheniformis t6érzs alkalmas a keratintartalmu
hulladék nagy hatasfoku in situ bakterialis lebontasara (pl. komposztalasi technologia).

A fermentlébdl a tripszin-tipust enzimet is izolaltuk és részben jellemeztiik. Az
enzim konstitutivan termelodik és nagy aktivitast mutat az
N-Bz-Phe-Val-Arg—p-nitroanilid kromogén szubsztraton. Az enzim pH optimuma
8,5 értéknél volt és a legnagyobb aktivitist 52°C-on mértiink. Elvalasztasat Sephadex
G-100-as oszlopon végeztitk és megallapitottuk, hogy molekulasulya 42kD kériili. Az
enzimet, ami a Bacillus nemzetségnél Gjonnan leirt, tiol proteaz, a TPCK, TLCK, PMSF
és EDTA nem gétolta, mig a HgCl, és a pCMB cstkkentette az aktivitdsit. Ami a
mikroorganizmusokat illeti, azt talaltuk, hogy ilyen tipust extracellularis proteazokrél
irodalmi adatok, egyediil a rovar patogén fonalas gomba Beauveria bassiana (Cole és
mtsai., 1993), a Vibrio harvey egy patogén torzs (Liu és mtsai., 1997) és egy pszikrotrof

Azospirillum sp. (Oh és mtsai., 1999) torzs esetében fellelhetoek.
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6. Osszefoglalas

Egy 0 keratinbonté baktériumot sikeriilt izolalnunk részben bomlott tollrol. A
késObbiekben jellemzett torzsnek a K-508 jelzést adtuk. Ez az izoldtum nagyfoku
tollbontd aktivitast mutatott baromfitollon optimalis tenyésztési koriilmények kozott;
47°C tenyésztési hémérsékleten pH 7 értéknél. A K-508 torzs egy Gram-pozitiv
baktérium. Egyenes pélcika alaku, elektronmikroszkopos felvételek alapjan a sejtek 2,5-
3,5 mikron hosszuséguak és 0,8-1,0 mikron szélességiiek, a végeik lekerekedettek. A
sejtek egyesével vagy kettesével fordulnak eld, de lancot is alkothatnak. Sejtenként egy
szubterminalisan elhelyezkedd ovalis endospdra termelédik. Opalos, szabalytalan alaka
telepeket képeznek, ami egyontetiien csillogd, szédraz, sima és rogés is lehet. A sejtek
mozgasképesek. A baktérium kériilbeliil 20°C és 55°C kozotti hoémérséklet-
tartomanyban n6, hémérséklet-optimuma 47°C.

A K-508 baktérium faj részleges 16S rDNS szekvencidjat meghataroztuk és
Osszehasonlité analizist végeztiink egy nyilvanos adatbankban tarolt szekvenciakkal. Az
izolatum a Bacillus nemzetség tagjaival mutat rokonsagot. Tovabba nagy szekvencia
azonossag (>98%) volt megfigyelheté a K-508 és a Bacillus licheniformis izolatumok
mas ismert 16S rDNS szekvenciai kozoétt. Ez a nagy mértékii szekvencia’azonossag,
egyértelmiien mutatja, hogy a K-508 a B. licheniformis faj egy 10j torzse. Ezt az
eredményt a metabolikus tesztek soran kapott adatok is alatimasztottak.

API-ZYM diagnosztikai teszttel végzet kisérletekben a mikroba magas foszfit és
észteraz aktivitast mutatott. A diszacharaz aktivitasok koziil csak B-glilkozidaz és B-
galaktozidaz aktivitas volt tapasztalhatd. Aminopeptidaz aktivitas nem volt kimutathaté
a fermentlében.

Inducer nélkiili gliikéz tartalmi minimal séoldatban, a térzs két tipusu proteazt
termelt, a tripszin-tipusu (aktivitas: Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilidon) és a kimotripszin-
tipust proteazt (aktivitas: Szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilidon). Az 6rélt tollat
tartalmazé fermentlé nagyon hasonld szubsztrat-affinitasi képet mutat. Az induktiv
hatésra reagélva tejpor vagy az oligopeptid tartalmu élesztkivonat jelenlétében a torzs

kimoelasztaz-tipusu aktivitist (CBZ-Gly-Gly-Leu-p-nitroanilid hasitisa) mutaté
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proteazt is termelt. Lehetséges, hogy ez az aktivitas a kimotripszin-tipusu enzimtol
szarmazik, mint ahogy ezt mar megfigyelték mas B. licheniformis torzsek esetében.
Ennek a protedznak a K-508 torzs esetében nincs szerepe a keratin lebontasaban, mivel
az 6rolt tollport tartalmazo fermentlében nem volt jelen.

Az irodalomban eddig leirt keratinbonté mikrobaktol a K-508 faj abban tér el,
.lipgy szignifikans keratinolitikus aktivitast mutat a kezeletlen (minden el6kezeléstdl
_ .mentes) toll keratinjan SH-redukélo szerek jelenlétében. A mikroba mind a tripszin-,
' mind pedig a kimotripszin-tipusii protedzokat konstitutivan termeli. A révidebb
" oligopeptid szubsztatok egyik tipusu protedz esetében sem bizonyultak jé szubsztratnak.
A kimoelasztaz-tipusu aktivitas kivételével a kazein (tejpor), mint protedz inducer nem
fokozta szignifikdnsan a torzs proteaz termelését. A K-508 torzs protedz termelése
gyakorlatilag nem fiigg a hasznalt szénforrés tipusatdl, gliikkéz mellett egyéb mono- és
diszacharidok is kielégitd vagy magas szintii proteaz termelést eredményeztek, protein
vagy peptid inducerek hidnyaban is. Ez egy szokatlan viselkedés figyelembe véve a
baktériumok proteazainak szabalyozasarol leirtakat. A baktériumok extacellularis
proteazai éltalaban indukcio és represszid utjan szabalyozottak. Mas B. licheniformis
fajok esetében, pl. PWD-1, a gliikz gyakorlatilag teljes mértékben szupresszilja a
proteaz termelést és a MIR29 esetében a gliikoz mellett a glicerol, D-xildz és szacharéz
szintén erds represszornak bizonyult. A K-508 esetében valdsziniileg spontin mutaci6
kordbban izolalt B. licheniformis derepresszalt protedz-termeld mutans képes nagy
mennyiségben szubtilizint termelni.

A mikroba két kiilonb6z6 tipusu proteazt termel, a tripszin-tipusu proteazt
(amely Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilid-en aktiv) és a kimotripszin-tipusti proteazt (amely
Szukcinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid-en aktiv). A két tipusu protedz koziil az egyik,
a tripszin-tipusti nagyobb stabilitast mutat a fermentlében. A kimotripszin-tipusi enzim
egy nagyon gyors lebomlason ment keresztiil a nyers fermentlében és ez a lebomlas
felgyorsult a 10-szeresére toményitett mintakban. Ebb6l adéddéan a tripszin-tipust
enzimet tisztitottuk, Sephadex G-100-as gél-sziiréssel és jellemeztiik. A tripszin-tipusu
enzim egyetlen éles csucsként jelent meg a 26-31 frakcioknal és tovabbra is magas
aktivitist mutatott a Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilid, specifikus kromogén tripszin
szubsztraton. Az enzim molekulastlyat (Mw) 42 kD-nak hataroztuk meg.

Mérések alapjan leszogezhetd, hogy ez az enzim alacsony lig és magas

homérséklet toleranciaju tripszin-tipusi proteaz, melynek pH=8,5 és 52°C a
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homérséklet optimuma. Az enzimet, ami a Bacillus nemzetségnél jonnan leirt, tiol
proteaz, a TPCK, TLCK, PMSF és EDTA nem gatolta. Nagy valdsziniiség szerint, ez a
tripszin-tipust proteaz ciszteint tartalmaz az aktiv centrumaban, mivel | mM HgCl,
nagymértékben gatolja az enzimet. Ebbol kifolydlag ez a protedz a tiol proteazok
csoportjaba tartozik, ami nem gyakori a mikroorganizmusok extracellularis proteazai
kti:re'ben. Ilyen tipusi extracellularis proteazokrél irodalmi adatok, egyediil a rovar
patogén fonalas gomba Beauveria bassiana, a Vibrio harvey egy patogén térzse és egy

-pszikrotrof Azospirillum torzs esetében ismertek.

A torzs fent targyalt tulajdonsagai nagyon hasznosak lehetnek a proteazok
termelésének technolégiai szintii fermentacios folyamataiban. Szemben azzal a ténnyel,
hogy a baktérium a baromfitollat révid id6 alatt képes lebontani mind razatott
kultiraban, mind pedig fermentorban, az induktiv és a nem-induktiv fermentlevek csak
nagyon alacsony keratin bonté aktivitist mutattak, amit diszulfid-hid redukalé
agensekkel (2-merkaptoetanol és ditriotreitol) lehet fokozni.

A K-508 torzs kivélé keratin bonténak bizonyult, mig a baktériumsejt mentes
fermentlé csak lassan tudta a keratint bontani. Ereményeink figyelembevételével a K-
508 konstitutiv proteaz-szekretdlo B. licheniformis torzs alkalmas a keratinhulladék

nagy hatasfoku in situ bakterialis lebontasara (pl. komposztalasi technolédgia).
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Summary

Introduction

Feathers represent 5 to 7% of the total weight of mature chickens and are
generated in huge quantities as a waste by-product at commercial poultry-processing
plants. Feathers are made up primarily of keratin, which is also found in the claws and
armour of reptiles and the hooves, horns, hide, hair and nails of mammals. Keratin in its
native state is not degradable by common proteolytic enzymes such as trypsin, pepsin,
and papain. Its degradation by microorganisms is performed by specific proteases
(keratinases). The properties, secretion and use of microbial keratinases have recently
been reviewed.

As a substrate of microbial decomposers, keratin does not accumulate in
substantial quantity in nature. Keratinolytic activity has been reported for many fungal
genera, and for various bacteria, e.g. Streptomyces, Thermoactinomyces, Vibrio and
Bacillus: as an example the digestion of wool keratin by a Bacillus species has been
reported.

The most effective keratin-degrading strains in the Bacillus genus belong in the
B. licheniformis species. Keratinase of B. licheniformis PWD-1 is a serine protease that
effectively degrades feather keratin and is active against both insoluble azokeratin and
soluble FITC-casein. While the kerd protease of strain PWD-1 efficiently degrades
keratin, keratin hydrolysis and the growth of PWD-1 on feathers can be induced by
appropriate expression of the major subtilisin-type enzymes. Until recently, feather
waste was utilised mainly as a dietary protein supplement for animal feedstuff.
Biodegradation by microorganisms possessing keratinolytic activity is an alternative
method for improvement of the nutritional value of feather waste and for avoidance of

the destruction of certain amino acids.
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Isolation and characterisation of a new keratinolytic Bacillus licheniformis strain

Feather samples rotting in natural habitats were collected. From this was isolated
a new keratin degrading bacteria, which was named K-508. This strain had high chicken
feather-degrading activity when cultured in feather-containing broth, with a growth
optimum at pH 7.0 and 47. K-508 proved to be a Gram-positive bacterium. It is a
straight rod-shaped bacterium, the rods being 2.5-3.5 microns long and 0.8-1.0 microns
wide, with the ends rounded. The cells are found both singly and double, and can form
chains. One subterminal oval endospore is produced per cell. It forms opaque colonies
which are irregular in shape, glistening dull, dry, smooth and rough. The colonies are
seen to disassociate. The strain grows at temperatures of from about 20°C, to about
55°C with a temperature optimum of 47°C. The results of metabolic tests and rDNA
sequence analysis, it was identified as Bacillus licheniformis.

The results of API-ZYM diagnostic test showed that the strain posses high
phosphatase and esterase activities. Of the disaccharase activities only B-glucosidase
and B-galactosidase could be detected. Aminopeptidase activities were not present in the
ferment broth.

Without any induction, in glucose minimal salts medium, the strain secreted at
least two types of proteases, a trypsin-like protease (active towards Bz-Phe-Val-Arg-p-
nitroanilide) and a chimotrypsin-like protease (active towards Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroanilide). The ferment broth produced in the presence of milled chicken feathers
displayed a very similar substrate-affinity picture. In response to the inductive effect of
skim milk powder or of oligopeptides present in yeast extract, the strain secreted a
protease with chimoelastase-like activity (degradation of CBZ-gly-gly-leu-p-
nitroanilide). This protease does not have a role in the degradation of feather keratin in

the case of strain K-508 as it was not present in ferment broths produced in feather

medium.
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As a distinguishing feature, strain K-508 displays a significant keratinolytic
activity on native feather keratin (without any pretreatment) in the presence of SH-
reducing compounds. Both trypsin-like and chymotrypsin-like proteases were
constitutively secreted by this strain.

The highly keratinolytic B. licheniformis K-508 strain was able to secrete trypsin
and chymotrypsin-like proteases practically independently of the carbon source used
and without the presence of a protein or peptide inducer. This is unusual behaviour in
respect of the regulation of proteases of bacteria. The extracellular proteases of the
bacteria are generally regulated both by induction and by repression. In other strains of
B. licheniformis, e.g. in strain PWD-1, the glucose practically totally suppresses the
protease secretion and in strain MIR29 beside glucose, glycerol, D-xylose and sucrose
were also strong repressors. In strain K-508, a mutation may have occurred which is
responsible for this constitutive secretion of distinct proteases. Derepressed protease
secretion mutants were earlier reported in B. licheniformis. Shorter oligopeptide
substrates did not prove gobd substrates for either type of protease.

Of the two types of proteases, the one showing trypsin-like activity proved to be
more stable in the ferment broths. The chymotrypsin-like enzymes underwent very
rapid degradation in the crude ferment broths and this degradation was actelerated in
the 10-fold concentrated samples. In this way the trypsin-like enzyme was purified by
Sephadex G-100 gel-filtration and characterised.

The trypsin-like enzyme appeared as a single sharp peak in fractions 26-31 and
exhibited high activity towards Bz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide, a very specific
chromogenic trypsin substrate. The calculated Mw of the enzyme, determined by
fractionation of a molecular weight standard was 42 kD

It can be concluded that this enzyme is a weakly alkaline and high temperature
tolerant trypsin-like protease with optimum points of pH= 8.5 and 52 C. From the
investigations performed with specific protease inhibitors, it is evident that this protease
is not a serine- or metallo-protease as PMSF, TPCK, TLCK and EDTA were not

inhibitory. It is very likely that this trypsin-like protease contains cysteine in the active
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centre as 1 mM HgCly markedly inhibited the enzyme. This protease therefore belongs

in the group of thiol proteases, which are not common amongst the extracellular
proteases of microorganisms.

Strain K-508 proved to be an excellent feather keratin degrader, while its
ferment broths without the presence of bacterium cells were able to degrade feather
keratin only slowly. In light of our results K-508 is a constitutive protease-secreting B.
licheniformis strain, which is suitable for the in situ bacterial degradation of keratin
wastes, e.g. with composting technology, but its ferment broth is not suitable for the

conversion of feather to feedstock additives.
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