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1 Bevezetés és célkituzések

A B-galaktozidaz az egyik legfontosabb enzim az ipar, kiilondsen a tejipar szamara.
Felhasznaljuk a laktozmentes termékek eldallitdsara, ami lehetdvé teszi a laktdzérzékeny
emberek szamara a tejtermékek fogyasztasat. A laktozintolerancia az egyik leggyakoribb
emésztOrendszeri betegség a vilag lakossaganak kb. 74%-at érinti (Storhaug et al., 2017). De a
gyakorisag ersen kiilonbozik etnikumok kozott. Azsiaban a legjelentésebb, ahol a lakossagnak
megkozelitdleg a 95%-a érintett, észak-eurdpai orszagokban a legritkdbb, ahol a népességnek
csupan kb. a 10%-a szenved a betegségben. Akik ezzel a rendellenességgel rendelkeznek,
szervezetlik nem termel B-galaktoziddz enzimet igy nem képesek lebontani a laktozt. Emiatt az
eljut a bélrendszerbe, ahol az ott €16 baktériumok hasznositjdk azt. Az erjesztés soran szén-

dioxid gaz keletkezik, amely bélrendszeri tiineteket okoz pl. haspuffadast és hasmenést.

Szintén fontos ipari alkalmazasa a galakto-oligoszacharidok (GOS) eldallitasa, amelyek
prebiotikumként alkalmazhatéak. Tovabba, ez az enzim képes a tejiparban keletkezd
melléktermékben, a tejsavoban talalhatd laktoz lebontasara, igy teszi konnyebben
felhasznalhatova a tejsavot, példaul a siitdiparban és a cukraszatban vagy lehetévé teszi a

tejsavok kornyezetbarat-kezelését.

A laktézintolerancia azota érdekes szdmomra amidta megtudtam, hogy eredetileg az emberek
nem voltak képesek a laktdz lebontdsara csak csecsemdkorukban. De azok az emberek, akik
mutéaciok révén képessé valtak a tejcukor lebontdsdra szamos eldnyre tettek szert azokkal
szemben, akik nem, emiatt a mutacié gyorsan elterjedt a népességben. A fent leirtak miatt
valasztottam ezt a témat kutatomunkam targyanak, €s mivel a modern vildgban az informatika
az ¢€let szerves részéve valt, illetve folyamatosan egyre nagyobb jelentdséggel rendelkezik a
bioldgiai kutatasok sorédn, kiilondsen a genetikaban, €s gyogyszeriparban, illetve a mesterséges
intelligencia megjelenésével. Taldn még szélesebb és mélyebb mddszereket fed fel szamunkra.

A bioinformatika modszerein at vizsgéalva kaphatom a legatfogobb képet errdl az enzimrol.

Kutatdomunkam soran hat kiilonb6z6 tejsavbaktérium altal termelt B-galaktoziddz enzimet
terveztem Ossze hasonlitani bioinformatikai modszerek segitségével. A vizsgalt fehérjék
Osszevetéséhez hasznalt informéciokat internetes adatbazisokbdl tervezem szerezni. Eldre

lathatolag leginkabb az UniProt, az NCBI és a Brenda adatbazis keriil majd felhasznalasra.



A kovetkez6 feladatokat tiiztem ki munkdm soran:

- Fehérjék aminosavszekvencidjanak dsszehasonlitdsa
- A fehérjéket kodold gének Osszevetése

- Gén szerkezetének vizsgalata

- Fizikai kémia tulajdonsagok dsszevetése

- Konzervativ régiok 0sszevetése



2 Szakirodalmi attekintés

2.1 Tejsavbaktériumok jellemzése

A tejsavbaktériumok a Firmicutes osztalyba tartozo palca vagy esetleg gomb alaki Gram-
pozitiv baktériumok. Az ¢élelmiszeriparban az egyik legkiemelkeddbben hasznalt
mikroorganizmusok, szdmos termék, példaul sajt, joghurt, savanytsagok stb. eléallitasara
alkalmazhatok. Az emberiség mar hosszl ideje készit ilyen élelmiszereket pl. Kr. e 2300-as
évekbdl szarmazd egyiptomi edényekben mar talaltak sajt maradvanyt (Mcgee 1984). A
Bibliaban is talalhatunk utalasokat élelmiszer tartdsitasi és fermentalasi folyamatokra, melyek
tejsavbaktériumokkal kothetok Ossze, ezek alapjan ezen mikroorganizmusok felhasznélasa

legalabb 4-5 ezer éves, de akar 7-10 ezer éves multra is vezethetd vissza.

Mivel a tejsavbaktériumok nem rendelkeznek miikodoképes citromsavkorrel, ezért
energiatermeld anyagcsereként tejsavas erjedést alkalmaznak. Ennek kdszonhetéen savtiird
mikroorganizmusok, akar a pH 3,0 értéket is el tudjak viselni. A tejsavbaktériumok két 6 tipust

erjesztését kovetnek a homofermentativ és a heterofermentativ tejsavas erjedés.

A homofermentativ tejsavas erjedés (1. abra) sordn pirosz6ldsavbol fOleg tejsavat képeznek a
mikroorganizmusok. Ezen az Gitvonalon a tejsavbaktériumok a cukrokbol nagyrészében tejsavat
allitanak el6, igy a tejipar szamara foleg joghurt és sajt gyartas soran (Borsodi, 2013) kedvezo,

hiszen kevés az anyag vesztessége.

Ezt az utat koveti példaul a Lactobacillus acidophilus és a Lactobacillus helveticus, amikor

erjesztik a gliikozt.
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1. abra: Homofermentativ tejsavas erjedés folyamata
(Forras: Kumar et al., 2015 nyoman)

A heterofermentativ utvonal (2. dbra) a xil6z-5-P intermediertdl két dgra oszlik szét. Az egyiken
a homofermentativhoz hasonldan pirosz6ldsavon at tejsav keletkezik. A masikon pedig Acetil-
P terméken keresztiil Acetat, illetve Acetil Co-A keletkezik, ami végiil etanolla alakul.

Heterofermentativ baktériumok példaul a Lactobacillus brevis és a Lactobacillus reuteri.
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2. abra: Heterofermentativ tejsavas erjedés folyamata
(Forras: Kumar et al., 2015 nyoman)

2.2 Béta-galaktozidaz
2.2.1 Altalanos jellemzok

A béta-galaktozidaz (EC 3.2.1.108), vagy ismertebb nevén laktaz, ipari szempontbdl, az egyik
legfontosabb biokatalizator. Az enzim felfedezése a holland Martinus Willem Beijerihez
flizédik, akinek a laktoz fermentacidja felkeltette az érdeklédését. Kutatdsa sordn a
Saccharomyces tyricola és a Kluyveromyces marxianus nevii élesztégombakat kiilonitette el,
amelyek képesek voltak a tejcukor bontasara. Az altaluk termelt enzimet nevezte el laktaznak
[Rouwenhorst et al., 1989]. Enzimatikus reakcio tipusat tekintve exoglikozidaz enzim.
Természetes szubsztratuma a laktoz, amit glilkdzza és galakt6zzd képes bontani. A vilag
lakossadganak jelentds szazalékdban nem talalhaté meg ez az enzim, éppen ezért
laktozintolerancidban szenvednek, vagyis laktéz fogyasztast kovetden hasi panaszok
jelentkeznek néluk. Erre a problémara megoldasként szolgél, ha a laktoz tartalmu tejtermékeket
elékezeljik P-galaktoziddzzal vagy, ha az érintett személy laktéz fogyasztids eldtt [-

galaktozidaz enzimet visz a szervezetébe.



2.2.2 Az enzim szerkezete

A B-galaktozidaz enzim négy azonos alegységbdl épiil fel, amelyeket masodlagos kotések
tartanak Ossze, vagyis a fehérje tetramer szerkezet. Mind a négy polipeptid lanc 1023
aminosavbol épiil fel, mely 5 kiilonb6z6é doménre oszthatd fel. Ezek koziil kiemelendd a
kozéps6 domén, ugyanis itt taldlhatd az enzim aktiv helye. Felépitését tekintve egy tridzfoszfat-
izomeraz (TPI vagy TIM) vagy egy ogPs henger. A henger C-terminalis végénél egy mély
bemélyedésként figyelhetd meg az aktiv hely (Juers et al., 2012).

Activating Interface

Long Interface

3. abra: A B-galaktozidaz tetramer szerkezete (Forras: Juers et al., 2012)
A z61d gémbok a Na* ionokat mig a kékek a Mg?* ionokat jeldlik.

A 3. 4bra jol bemutatja a fehérje szerkezeti felépitését. A Na* és Mg?* ionok elengedhetetlenek
a fehérje miikodéséhez, ugyanis, a sziikséges ionok jelenléte nélkiil a szerkezet kdnnyen

destabilizaldodhat és széteshet a molekula.



2.2.3 A lac operon miikodése

Francois Jacob, Jacques Monod és André Lwoff 1958-ban kezdték el kutatni, hogy a
mikroorganizmusok, hogyan bontjak le a szénhidratokat monoszacharidokra (Deak, 2016).
Munkassaguknak kdszonhetéen ismertlink meg eldszor egy génszabalyozasi rendszert, vagyis

a lac operon miikodését (4. abran lathato).

m 7 @ Triptofian jelenlétében a represszor fehérje az operitor
@ m régiohoz Kapesolddik, ezaltal az RNS polimeriz
m m kiotodése gatolt, a struktirgének nem irédnak at.

AZRNS pollmeciz

ey e

et | wo | wo | mws |(

o
REmESS | oeis | | l [
o7 Antivaniate AMtheaniiste-  Phosphoribosyl-  Tryptophan  Tryptophan
Inaktiy represszor, (R 270rt®  phoaphoribosyl antvaniiate  systhase  synihase
peptid transferase omaerase (B protein) (A protein)
Indole 3-giycerol
Triptofan hidnyiban a represszor fehérje nem ,,...."

Kapcsolodik az operitor régidhoz, a represszié nem
mukddik, az RNS polimeriz dtirja a struktirgéneket.

4. abra: Lac operon abrazolasa és miitkodésének illusztralasa
(Forras: Deak, 2016)

A lac operon a laktoz lebontéasaért felelds géneket hordozza. Felépitését tekintve harom
kodolo régiora oszthatd, a LacZ, ami a B-galaktoziddz enzim génjét kddolja, a LacY itt
talalhato a laktoz permeaz enzim gén és a LacA, ami a transzacetilaz fehérjét tartalmazza.
Ezeken feliil egy regulator régi6 van jelen az operonban, ez tartalmazza a CAP koto helyet.
Alacsony gliikoz koncentracio esetén a cAMP megkét rajta, igy megindulhat a fehérje
termelés. Az operon része még a Lacl, ami a represszor fehérje génjét kodolja. A Lacl gén

expresszioja konstitutiv, de a fehérje kotddése a lac operonhoz reverzibilis, igy kevés -
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galaktoziddz mindig termelddik. Abban az esetben, ha laktéz is jelen van a rendszerben, a f3-
galaktozidaz elkezdi fele-fele aranyban lebontani és atalakitani a laktozt. A lebontas soran
gliikoz és galaktoz keletkezik, mig az atalakitas esetében transzglikolizaci6 jatszodik le és
allolaktoz keletkezik. Az allolaktdz hozzakapcsolodik a represszor részhez, igy a
megvaltozott represszor fehérje nem tud kotddni a lac operonhoz, és megkezdddhet az enzim

szintézise (Deék, 2016).

2.2.4 Az enzim forrasai

[B-galaktozidaz enzimet, ndvényekben, allatokban és mikroorganizmusokban is megtalalhatjuk.
Az emberi szervezet is képes termelni laktaz enzimet, a vékonybélben, laktozintoleransnak
nevezzik azokat az embereket, akik nem képesek az enzim termelésére. Ipari szempontbdl a
mikroorganizmusokbol, kiilondsen szdrmazo enzim a legjelentdsebb. Az 1. tdblazat 6sszefoglal

néhany B-galaktozidazt termeld mikroorganizmust
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1. tablazat A p-galaktozidaz mikroorganizmus forrasai

(Forras: Panesar et al., 2010)

Baktériumok

Penészek

Elesztok

Alicyclobacillus acidocaldarius

Alternaria alternate

Bullera singularis

Arthrobacter sp

Aspergillus foelidis

Candida pseudotropicalis

Bacillus acidocaldarius

A. carbonarius

Saccharomyces anamensis

B. circulans Auerobasidium pullulans S. lactis

B. subtilis Curvularia inaequalis Kluyveromyces bulgaricus
Bacteriodes polypragmatus Mucor meiehei K. lactis

Bifidobacterium bifidum Neurospora crassa K. marxianus

Clostridium acetobutylicum

Penicillium expansum

Corynebacterium murisepticum

Saccharopolyspora
rectivergula

Enterobacter agglomerans

Streptomyces violaceus

E. cloaceae

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Lactobacillus acidophilus

L. bulgaricus

L. helviticus

Leuconostoc citrovorum

Pseudomonas fluorescens

Streptococcus cremoris
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2.2.5 Az enzim felhasznalasi teriiletei

A laktéz megtalalhatd a tejben és tejtermékekben is. Mivel a vildg lakossdganak nagy része
laktozintolerancidban szenved, igy az élelmiszeripar szamara a -galaktozidaz enzim rendkiviil
értékes. A laktaz enzim segitségével kezelhetok az €¢lelmiszerek, hogy eltavolitsuk azok lakt6z
tartalmat, vagy P-galaktozidaz tartalmt tabletta bevételével segithetjiik a laktéz tartalmu
¢lelmiszerek emésztését az emberi szervezet szamara. Ezen feliil egyéb felhasznalasi
lehetdségek is megjelennek az élelmiszeriparban. A jégkrémek és a stiritett tejek konnyen
kristalyossa valhatnak nagy lakt6z koncentracio esetén, ezzel rontva a termék textarajat. -
galaktoziddz kezeléssel a nem kivanatos kristadlyosodds megeldzhetd, illetve mivel a reakcio
termékek (gliikkoz és galakt6z) a laktoznal édesebb iziiek, kevesebb édesitdszert kell hozzaadni

a termékek kivant izének eléréséhez (Rodriguez et al., 2006).

Kiemelend? felhasznalasi teriilet még a tejsavo kezelése. A sajtgyartds soran nagy mennyiségii
tejsavo keletkezik, ami vizbe jutva noveli a viz biologiai és kémiai oxigén igényét, ami erésen
karositja a vizek él6vilagat. A tejsavo {6 alkotd elemei a laktoz (3-5%), asvanyi anyagok és
fehérjék (1%). B-galaktozidazos kezelés segitségével a tejsavoban 1évé laktoz lebonthatd, és a

keletkez6 termék kitlinG taptalajként szolgalhat mikroorganizmusok szamara.

Tovabbi fontos felhasznaldsi lehetéség a P-galaktoziddz enzimet illetden a galakto-
oligoszacharidok (GOS) eldallitasa. A GOS kivaléan alkalmasak prebiotikus élelmiszerek
eldallitasara. Mivel emésztetleniil képesek eljutni a bélrendszerhez, ahol tapanyagként tudnak
szolgalni, a kedvezd bélbidta szamara, pozitivan valtoztathatjak a bélrendszer

crcr

el6 transzglikolizacio vagy poliszacharidok hidrolizise segitségével (Saqgib et al., 2017).
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2.3 Bioinformatika

A bioinformatika egy interdiszciplinaris tudomany, ami magaba foglal bioldgiai ismereteket,
valamint matematikai €s informatika modszereket. FO foglalkozasi teriilete a molekularis

bioldgiai informacidk feldolgozasa informatikai eszk6zokkel (Rana, 2012).

Ahogy egyre tobb és komplexebb informaciok valtak ismertté, ugy lett egyre lehetetlenebb a
szamitogépek hianyaban torténd kutatds, legyen szd gyogyaszati vagy mezdgazdasagi
teriiletr6l, az informatika hasznalata elkeriilhetetlenné valt. Az elektronikai eszkozok altal
nyujtott praktikus adattarolas, illetve gyors statisztikai elemzési moddszerek rendkiviil
hasznosnak bizonyultak a molekularis bioldgia €s a genetika targykorében. A genomok, de még
a fehérjék szerkezete is tulsdgosan komplex, ahhoz, hogy a kutatok képesek legyenek az azokrol

szerzett informaciokat gyorsan feldolgozni.

2.3.1 Bioinformatika torténelme

Ahhoz, hogy a bioinformatika kialakulhasson, eldszor fontos fejlddésre volt sziikség a
molekularis biologidban. Az elsé fontos mérfoldké 1953-ban tortént, amikor James Watson €s
Francis Crick publikaltak a DNS kettds hélix szerkezetét. Ennek kovetkezményeképp meriilt
fel az igény a hatalmas mennyiségii biologiai adatok hatékony kezelésére és elemzésére. Az
1960-as és 1970-es években a szamitogépek elterjedése és fejlesztése lehetdvé tette a
biologusok és a matematikusok szamara, hogy kozosen dolgozzanak az adatok feldolgozasan.
fgy az elsé bioinformatikai algoritmusok és szoftverek is ekkor alakultak ki. Nagyon fontos
1épés volt az NCBI (National Center for Biotechnology Information) létrehozéasa az Egyesiilt
Allamokban, az DDBJ (DNA Databank of Japan) a Japaban és EMBL (European Molecular
Biology Laboratory) a 10 orszag 6sszefogas eredményeként Europaban, amelyek a 1étrehozott

adatbazisrendszerekben gytjtik és taroljak a bioldgiai informaciokat.

Az 1980-as és 1990-¢s évek elején a génszekvenalasi technologiak nagy elérelépést jelentettek
a biologiai kutatasban. Ennek hatasara elindulhatott 8 human genom projekt, amelynek célja a
human genom teljes mértékli szekvenalasa volt. Ez a tudomanyag azota is folyamatosan és
dinamikusan fejlédik. Uj modszerek és szoftverek keriilnek kifejlesztésre annak érdekében,
hogy a kutatok minél hatékonyabban végezhessenek kutatast tobbek kozott a genetika és a

proteomika targykorében (Gauthier et al., 2019).
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2.3.2 Bioinformatika modszerei

A molekularis bioldgiai, genomikai technologidk robbanasszeri fejlédése a biologiai adatok
mennyiségének exponencidlis ndvekedéséhez vezetett, ennek kovetkezményeként egyre

komplexebb vizsgalati modszerek lettek lehetségesek.
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=) T e oo
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2 O s
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Y o ——
ri,
~ Genomok 6sszehasonlitasa
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5. abra: Altalanos folyamatabra a genomok dsszehasonlitisira bioinformatikai
modszerekkel
(Forras: Mendoza et al., 2022)

Ahogy az 5. abra is szemlélteti a bioinformatika tudomanya szamos kutatasi teriiletet érinthet,
amelyek a fehérjek vagy a DNS szekvencidjanak analizisén alapulnak. A vizsgéalatokbol
szerzett informaciok halmaza egyre csak nodvekedett, ennek hatdsara az 1990-es években
1étrejott az INSDC (International Nucleotid Sequence Database Collaboration) az-az a
Nemzetkozi Nukleotid-szekvencia Adatbazis Egylittmikodés. Az alabbi felsorolt harom

intézmény képezi az egyiittmiikodést:

o Az amerikai National Center of Biotechnology Information (NCBI)
e Az eurdpai European Bioinformatics Institute (EMBL/ENA)
e A Japan DNA Databank of Japan (DDBJ)
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Az INSDC probalta a vilag kiilonb6z6 médidkban (tudoméanyos folyodirat, riportok,
szabadalmak stb.) publikalt szekvenciakhoz kothetd informaciot feltarni, begyjteni és
feltolteni az adatbazisba. Ezek legfoképpen nukleinsavszekvencia adatbazisok, igy a tarolt
adatok leginkabb az elsddleges és specializalt DNS-szekvcencidkhoz flizhetok. Késdbbiekben
a fehérjeszekvencidkra is kiterjesztették. Ezeket az informaciokat folyamatosan szinkronizaljak

egymas kozott a konzorciumi partnerek.

A leginkabb nukleinsavszekvencidkkal foglalkoz6 adatbazisokon tul kiemelkedden fontosak
még a fehérjeszekvenciakkal foglalkozok. Ilyenek példaul a SWISS-PROT, a BRENDA, az
ENZYME, a CATH stb. Ezeken az oldalakon a fehérjeszekvencidkon tul altalanos

fehérjékhez kothetd adatokrol.

Szintén fontosak még a térbeli szerkezetekkel foglalkozo adatbazisok. Ilyenek példaul a PDB
(Protein Data Bank), vagy a SCOP (Structural Classification of Proteins). Ezeken az oldalakon
3D-ben abrazolva figyelhetéek meg a fehérjék szerkezete, és egyéb a fehérjékhez kothetd

informaciok.
Bioiformatikai vizsgalatok soran alkalmazott kiemelkedé modszerek:

e BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) eszkozt 1990-ben publikaltak. A kutatok
legfébb szempontjai a fejlesztés kdzben a gyorsasag €és az egyszeriiség voltak, hiszen
az ezelotti modszerek, vagy csak nagyon lassan voltak képesek elemezni nagyméretii
adatmennyiséget, vagy olyan kapacitasu szamitogépekre volt sziikség, amelyek nem
konnyen elérhetéek. A BLAST modszer heurisztikus megkdzelitésen alapszik, és mivel
nem globélis, hanem lokalis hasonlosagot keres a vizsgalt szekvencidk kozott, igy rovid
azonossagokat vizsgal a bazisparsorrendek kozott, majd egy pontozdsi matrix
segitségével, a hasonlosdg mértéke kvantitativan kifejezésre keriil. A leggyakrabban
hasznalt matrix a BLOSUMS62 (Altschul et al., 1990). Kapott eredmények jellemzése a
2. tablazatban foglalt szempontok alapjan torténik.

e A klaszterezés lényege a sejtek génjeinek csoportokba osztasa a szekvencidk hossza €s
hasonlosaga alapjan. Kett6 f6 megkozelités 1étezik, a bottom-up (lentrdl-felfel¢), és a
top-down (fentrél-lefelé¢). A bottom-up 1ényege, hogy minden vizsgalt objektum kiilon
kategoriaban kezd, és ahogy haladunk a vizsgalat fazisain at a halmazok szdma, egyre

csokken mig minden adat egy csoportba nem kertil. Ezzel szemben a top-down esetén
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kezdetben van néhany eldre meghatarozott csoportunk, amikbe a vizsgalt objektumok

beosztasba kertilnek (Kapetanovic, 2004).

MSA (Multiple Sequence Alignment) az-az tobbszords szekvenciaillesztés modszerét

altalaban 3 vagy tobb bioldgiai szekvencia Osszeillesztésére hasznaljuk. Ezeknek

hasonl6 hosszusaguaknak kell lenniiik, 6sszehasonlitds eredményeképpen informaciot

kapunk a bioldgiai objektumok evolicios kapcsolatarol (Chatzou, 2015).

2. tablazat Fehérjék szekvenciaazonossaganak mértékének jellemzése (Forras: Ludanyi,

2012)
Szekvencia ) ) )
azonossag Zoéna Megjegyzés
(%)
50-100 Biztosra vehetd a homoldgia és a nagyfokozatl szerkezeti hasonldsag erds
valészintisithetd az azonos vagy rokon funkcid
20-50 Biztosra vehetd a homoldgia és a jelentds szerkezeti hasonldsag a funkciod
feltételezhetéen azonos vagy rokon
Kétségessé valik a homologia és a szerkezeti hasonlosag ekkora hasonldsag
alkonyzona | véletleniil is kialakulhat, egymassal nem rokon fehérjék kozott is kifinomult
20 koriil (twilight | modszerek sziikségesek a homologia detektalasahoz a szekvencia sokszor
zone) nem elég, térszerkezeti informacio is sziikségessé valik a rokonsag
mértékének eldontésehez
¢jjfélzona | Esetleg fennallhat funkciondlis €s szerkezeti hasonldsag a két fehérje kozott,
0-10 (midnight |de ezt a szekvencia alapjan nem lehet eldonteni az esetleges rokonsagot csak
zone) mas informaciok alapjan (elsdsorban térszerkezet) lehet megallapitani

2.3.3 A tejsavbaktériumok bioinformatikai vizsgalata

A tejsavbaktériumok bioinformatikai vizsgalata egy nagyon fontos és gyakori kutatasi teriilet

napjainkban. Ezen baktériumok genomjanak szekvenalasa, €s az altaluk termelt fehérjék

szerkezetének elemzése értékes informaciot nydjtott mind az élelmiszer-, mind a gyogyszeripar

szamara. Az 1j generacids szekvenalasi technoldgiadknak koszonhetden a tejsavbaktériumok

valamennyi nagyobb csoportjanak teljes genom készlete ismertté valt. Tovabba a genom

Osszehasonlitd kutatasoknak koszonhetden jobban megérthetjiik a tejsavbaktériumok

alkalmazkodoé képességét akar laboratoriumi akar természetes koriillmények kozott. Ezeknek az

ismereteknek kdszonhetéen e mikroorganizmusok élelmiszeripari alkalmazhatosaga, illetve az

emberi szervezetre kifejtett hatasuk jobban értelmezheté (Douillard és De Vos, 2014)
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3 Alkalmazott modszerek

3.1 Vizsgalt baktériumok és kromoszoma NCBI azonositok

Az altalam vizsgalt fajokat és a hozzajuk tartoz6 kromoszomak azonositdjat a 3. tdblazatba

gyljtéttem.

3. tablazat: Vizsgalt baktériumok és azok kromoszoma azonositoi

Faj neve Kromoszoma azonosito
Lactobacillus helveticus CP094500.1
Lactobacillus acidophilus CP005926.2
Lacticaseibacillus paracasei CP000423.1

Limosilactobacillus fermentum CP124737.1
Lactiplantibacillus plantarum CP028221.1
Lactobacillus reuteri LN906634.1

3.2 Béta-galaktozidaz enzimet kodolo gének azonositasa

Az NCBI adatbazis (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) tartalmazza az egy adott kromoszéman

kodolt Gsszes gén felsorolasat. Ez alapjan Osszeirtam az altalam vizsgalt kromoszomakban

kodolt béta-galaktozidaz enzim kodold géneket.

3.3 Vizsgalt fehérjék konzervativ régioi

NCBI adatbazis (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) segitségével Gsszeirtam a vizsgalt fehérjék

konzervativ régioit.

3.4 MSA és filogenetikai vizsgalat

Genomenet webserver (https://www.genome.jp/) segitségével tobbszords szekvencia illesztést

(MSA) hajtottam végre, és a kapott eredményekbdl filogenetikai fat készitettem.
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3.5 Gének eloszlasanak vizsgalata

Az NCBI adatbazisbol ki tudtam irni az altalam vizsgalt gének helyét a kromoszomakban. Ezen
gének eloszlasat a Phenogram webszerver (https:/ritchielab.org/software/phenogram-

downloads) segitségével vizualizaltam.

3.6 Motif analizis és gén struktira

Meme suite webszerver (https://meme-suite.org/meme/) segitségével motif vizsgalatot
hajtottam végre. Ezt kovetden a Gene Structure Display alkalmazasaval vizualizaltam a vizsgalt

gének kodold és nem kodolo régioit.

3.7 Kiilonbozo eredetii béta-galaktozidaz enzimek jellemzése

ProtParam-EXPASY webszerver (https://web.expasy.org/protparam) segitségével

meghataroztam a vizsgalt béta-galaktozidaz enzimek molekulatomegét, izoelektromos pont;jat,
alifatikus és GRAVY értékét, tovabba az instabilitasi mutatojat. Ezt kovetéen a CELLO

program alkalmazéasaval meghataroztam a sejten beliili elhelyezkedéstiket.
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4 Eredmények és kiértékelésiik

4.1 Béta-galaktozidaz enzimet kodol6 gének azonositasa

Az NCBI adatbazis

segitségével

12 kiilonbdz6 béta-galaktozidaz gént sikeriilt

elkiilonitenem a hat vizsgalt faj kozott. Ezeket a géneket a 4. tdblazatban foglaltam 0ssze.

Ezek kozil négy faj, a L. helveticus, L. fermentum, L. plantarum és a L. reuteri két

alegységre bontva kodolja a béta-galaktoziddz enzimet. A nagyobbik egység a LacL mig a

kisebbik egység a LacM génben talalhatd. Ezzel ellentétben a Lacticaseibacillus paracasei

egyben kodolja az enzimet, mig Limosilactobacillus fermentum-ban csak a LacM gén volt

megtalalhato.

4, tablazat: A vizsgalt kromoszoémakon azonositott béta-galaktozidaz gének

Név Génneve |Fehérjekod i‘;:::;)ist?ma Kezdet |Vég S(fsléza ﬁg?fzrge
L. helveticus LheBG1 |UOE24092.1 |CP094500.1 645676 | 646632 957 318
L. helveticus LheBG2 |UOE24093.1 |CP094500.1 646616 | 648502 | 1887 628
L. acidophilus |LacBG1 |AGK94524.1 |CP005926.2 |1335728|1337770| 2043 680
L. acidophilus |LacBG2 |AGK94619.1 |CP005926.2 |1442722|1444725| 2004 667
L. acidophilus |LacBG3 |AGK94623.1 |CP005926.2 |1449595|1451481| 1887 628
L. acidophilus |[LacBG4 |AGK94624.1 |CP005926.2 |1451465|1452415 951 316
L. casei LcaBG1l |ABJ69242.1 CP000423.1 387369 | 388850| 1482 992
L. fermentum |LfeBG1 |WGW20706.1 |CP124737.1 |1199367 |1200329 963 320
L. plantarum LpIBG1 |QHM27543.1 |CP028221.1 |[1147673|1149553| 1881 626
L. plantarum LpIBG2 |QHM27544.1 |CP028221.1 |1149537|1150496 960 319
L. reuteri LreBG1 |CUU13181.1 |LN906634.1 |1680169|1681128 960 319
L. reuteri LreBG2 |CUU13182.1 |LN906634.1 [1681112|1682998| 1887 628

A vizsgalt enzimek kozott a leghosszabb az LcaBG1 génen kodolt, amely a 992-es értéket éri

el, mivel az L. casei kromoszomajan a fehérje egy génen kodolva talalhaté meg. Ezzel szemben

a legrovidebb enzim az L. acidophilus LacM génjén kodolt béta-galaktozidaz, amelynek a

hossza csupan 316. Atlagosan LacL géneken kodolt fehérjék hossza 645,8, mig a LacM

géneken kodolt fehérjék hossza: 318,4. A LacL és LacM gének egymas mellett vannak kodolva

a vizsgalt kromoszomékon.
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4.2 Vizsgalt fehérjék konzervativ régioi
A lekérdezett adatokbdl az alabbi konzervativ régidkat kivalasztottam az értékelésre.
L. helveticus
LheBG1:
1 mdytnnqglhi iygdatlgvn gkdfqyifsy erggleslkv hgkewlyrvp tptfwrattd
61 ndrgsgfnlk aagwlgadmf tkctdihlkv drhdfaelpi apfnnkfsnh eyaksaeisf
121 tyqtlttpat nakiiynidd vghikvtmry ygkkglpplp vigirlimpt aatgfdyegl|
181 sgetypdrma gakegkfhid glpvteylvp gengmhmaqtk kltinrettq nnvdrtnekf
241 slsiqgaekp fnfsclpyta eelenathie elplvrrtvl viagavrgvg gidswgtdve
301 sayhinpeld hefsfiln
LheBG2:
1 mganinwldn pevfrvnglp ahsdhpffrd yrewgkghss yqgsingkwk fthfsanpmdr
61 pqdfyqrdfd ssnfdsipvp seielsnytq ngyinvifpw egkifrrpay aldpndheeg
121 sfskgadntv gsylkrfdls saligkdvhi kfegveqamy vwinghfvgy aedsftpsef
181 ditpyigdkd nllavevfkh staswledqd mfrfsgifrs vellgipath Imdmdlkprv
241 adnyqdgifn Iklhfigkka gsfhllvkdi kghtllekne dikenvginn ekfenvhiwn
301 nhdpylyqll ievydeqqnl lelipfgfgf rrieispekv vlingkrlii ngvnrhewda
361 krgrsitmsd mttdintfke nninavrtch ypngipwyyl cdgngiyvma ennleshgtw
421 gkmgeiepsd nvpgsipgwk eavidrarin yetfknhtsi Ifwslgnesy agdniiamne
481 fykshddtrl vhyegvvhrp elkdkisdve scmylppkkv eeylgndppk pfmeceymhd
541 mgnsdggmgs yiklldkypq yfggfiwdfi dgallvhdei sghdvirygg dfddrhsdye
601 fsgdglmfad rtpkpamgev ryyyglhk

béta-galaktozidaz kis lanc: a sarga szinnel jelolt konzervativ régio kodolja a béta-galaktozidaz

enzim Kkis lanc nevii részét.
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L. acidophilus
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Béta-galaktozidaz GanA: Ez a régio felelds a szénhidrat transzportalasaért és metabolizmusaért
LacBG2
1 mtglsrflyg gdynpdqwpe etwskdihvf kkadinsati nifswallep regkynfski

nagpti Igsktkakva ivfdwsnfws yeyvdgitqd
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BOINEsIvcdshk leitkrvted gkelyfvinm sneertlpsk ftgyediltg ekahkdmkgw
661 dvqvirn

Glyco hydro 42: Ez a szakasz felelés a béta-D-galaktoziddz maradék nem redukald végének

hidrolizalasaért
Glyco hydro 42M: Ez a szakasz felelds a trimelizalési folyamatban.

Glyco_hydro 42C: Ez a szakasz a béta-galaktozidaz enzim C-terminalis része.
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601 fsgdglmfad rtpkpamaev ryyyglhk

lacZ super family: Béta-galaktozidaz enzimet kddolo szakasz.

LacBG4:

1 maytnnlgii ygdatlgitg knfhylfsye rgglesinin nkewlyrvpt ptfwrattdn

61 drgngfnlka sqwlgadmft kctkielkvd drgfdelpia pinngfsnhe yadhvgiafw

121 yqtltnpatd vkiiynidnt gcinivmhyf gkkglpplpv igmrfimpta atgfdyegls
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181 getypdrmag akegkfhvdg Ipvtkylvpg engmhmgtka Ikitrsstin nadgesefsl

241 klkqdkgpfn fsclpytaee lenathleel plarrtvlvi agavrgvggi dswgadvekq

enzim kis 1ldnc nevi részét.

L. casei

LcaBG1:

1 mttaklwekp eltdinrmap rshfqtffpg enrgprhyal Ingtwafkfl dapeyapedf

181 dgtyledqdm wwisglfrdv slysrpangl ydvrvrtyll kdyragelvv tptisgavps
361 tahypkapyf ydlcdelgmy videtdlech gfelterydw itddprwkta yvdrmrrtlg
541 vaaqagdaty yryggdfgdq pnnsnfcidg lirpdgapst altevkktfe pfamtvrdip
661 eviynlhvlt elkngtswad agtvisqtvv nlarpghhmt hqgttalgas enattimvtg
781 revglhpgtn gdyvvnltkg vgttnsgwyy ligaaytmhq dgsfdldvig kasgkrdmap
961 nglgtnsegq nglkrhrekf ddfelgfnfk vn

ebgA: béta-galaktozidaz alfa alegységet kddolja.



L. fermentum

LfeBG1:

1 mdytnklhvv yddnilgldg kdfqylfsye qggpesfkik gkewlyrspr ptfwrattdn

61 drgngfnvss vqwlaadyvl pcqdialgvd gkdkklplap ktnrysngef akkvkitfty
121 qtqtvpattv qvsytvkasg kikvnvhytg aqlpslpvlg wrmimptpat sfdyeglsge
181 typdrmaggi egtyhveglp vtpylvpgen gmhmankwvq itrattinna dpdaapfrik
241 feapkkgkln fsclpytsae lenathpeel paahrtvlvi agevrgvggi dswgadveek
301 yhidatvdhd fsfkivpeln

béta-galaktozidaz kis lanc: a sarga szinnel jeldlt konzervativ régié kddolja a béta-galaktozidaz

enzim kis lanc nevii részét.

L. plantarum

LpIBG1:

1 mganlgwldd pevfrvnglp ahsdhhyyhd taefktgsrf iksingawrf nfaktpaerp

61 vdfygpdfda tdfdtiqvpg hielagygqi qyintlypwe gkiyrrppyt Inqdgltpgl

121 fsdaadntvg sylktfdldd afkggriiiq fggveealyv winghfigya edsftpsefd

181 Itpyiqdqgn vlavrvykrs taafiedqdm frfsgifrdv nilaepashi tdldirpvpn

241 anlksgelni ttkvtgepat laltvkdhdg rvitsqtqtg sgsvtfdtml fdglhlwspq

301 tpylyqltie vydadrglle vipygfgfrt velrddkviy vnnkrlving vnrhewnaht

361 grvismddmr adigtmlann inadrtchyp dglpwyglcd eagiylmaen nleshgswgk
421 mgaiepsynv pgdnphwlaa vidrarsnye wfknhpsiif wslgnesyag ediaamqafy
481 kehddsrlvh yegvvhtpel kdrisdvesr myekpgniva ylednptkpf Idceymhdmg
541 nslggmagsyn dlidkypmyq ggfiwdfidqg alfvhdpitd qdviryggdf derhsdyefs
601 gdglmfadrt pkpamgevky yyglhk

béta-galaktozidaz kis lanc: a sarga szinnel jeldlt konzervativ régié kodolja a béta-galaktozidaz

enzim Kkis lanc neva részét.
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LpIBG2:

1 maytnnglhv iygdgslglg ganfhylfsy erggleslvv ndkewlyrtp tpifwrattd

61 ndhgsgfsvk sagwyaadkf stcqdieltv ddgpvtplpi aplnnkytdh eiatkvslay
121 hfvtttvpst ivtvtytvta dgginiathy sgqgsdlpelp afglrfiipt tatgfdytgl

181 sgetypdrla gathgrfhvd slpvtpylvp gecgmhmaqte gvtvtrsttq nnadhdntpf
241 sltfsqadap fafsclpyta aelenathme elplarrtvl siygavrgvg gidswgtdve
301 spyhipadqd idfsfnihf

béta-galaktozidaz kis lanc: a sarga szinnel jelolt konzervativ régio kodolja a béta-galaktozidaz

enzim kis lanc nevii részét.

L. reuteri

LreBG1:

1 maytnklrvi ygdatlglsg dsfhyifsye rgglesikin gkewlyrepm ptfwrattdn

61 drgsgfnirs agwlaadtfh kcvgidltvd nghfaelpia pitnefsdpv saenvkikyt
121 fetltvpatq vtvtyevnrqg geikvtmhyy ghedlpglpv vgmrfimptv atgfdyqgls
181 getypdrmag ategtfhvdg Ipvtkylvpg engmhmdtha Ititrdstgn nadhsrepfn
241 Itikqdeqgpf afsclpytae elenathiee Iplarrtvlv vagavrgvgg idswgadvee
301 gyhipadrdv efsfvinak

béta-galaktozidaz kis lanc: a sarga szinnel jelolt konzervativ régio kodolja a béta-galaktozidaz

enzim kis lanc nevii részét.

LreBG2:

1 mdadikwlde petfrvnglp ahsdhyyygn ydewrhnnsr fagnldgqwq fnfaenprkr
61 endfykvdyd sssfgtievp seielnnyaq nnyintlipw egkiyrrpay alspddageg
121 sfsdgddntv geylkhfdle pslrgkqiri rfdgveramy vwinghfigy aedsftpsef
181 ditpyigdeg nvlavevfkh staswiedgd mfrfsgifrs vnllagplvh vedlhirpiv

241 tdnyqdgifn vdlglhgekt gnvnvrvidn dgntlvneth pvdstvkvad gflenvhiwd
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301 nhdpylyqll ieirddegnl velvpyrfgf rrieinkdhv vlinggrlii ngvnrhewna

361 krgraitmdd mtsdihtfke nninavrtch ypdgipwyyl cddngiymma ennleshatw
421 gkmgaiepsy nvpgsvpgwr dvvvdrartn yetfknhpsi Ifwslgnesy agdnivkmne
481 fykkhddsrl vhyegvchtp eyrdrisdve swmylppkev eeylknnpdk pfmeceymhd
541 mgnsdggmags yislldkypq yfggfiwdfi dgallvkdpv sggevmrygg dfddrhsdye
601 fsgdglmfad rtpkpamgev ryyyglhk

béta-galaktozidaz kis lanc: a sarga szinnel jeldlt konzervativ régié kddolja a béta-galaktozidaz

enzim Kkis lanc nevi részét.

4.3 MSA és filogenetikai vizsgalat

A t6bbszorods szekvencia illesztést kettd részre osztottam. Elsé 1€épésben Osszehasonlitottam a
LacL génekben kodolt béta-galaktoziddz nagy alegységeket, majd ugyanezt a vizsgalatot
elvégeztem a LacM génekben kodolt béta-galaktozidaz kis alegységekkel. A kapott
filogenetikai fak a 6. és a 7. dbrdkon lathatdak. A két fa erdsen eltéré eredményt adott. A
legnagyobb hasonlosag a két abra kozott a Lactobacillus helveticus és a Lactobacillus
acidophilus kozelségében fedezhet6 fel. Kiilonds, hogy a kapott fa alapjan a LacBG1-ben és a
LacBG2-ben kodolt enzim ugyan azonos agon taldlhatd, a LacBG3-ban kodolt fehérje egy

eltérd (bar kozeli) agon fedezhetd fel.
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6. abra: Filogenetikai abra a LacL-ben kodolt fehérjék MSA eredménye alapjan

O LfeBal

O Lplsaz

QO LreBG1

() LacBG4

(O LheBG1l

7. abra: Filogenetikai abra a LacM-ben kddolt fehérjék MSA eredménye alapjan
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4.4 Gének eloszlasanak vizsgalata

A 8. abra illusztralja a vizsgalt fajok béta-galaktozidaz enzim génjeinek elhelyezkedését
kromoszémakon. Latszolag a gének elhelyezkedése nem kdvet semmilyen rendszert. A vizsgalt
tejsavbaktériumok koziil csak a Lactobacillus acidophilus kodolja tobb szamban is az enzim
egy bizonyos részét, a LacL gént, ugyanakkor az ismételt laktdz enzim kodolds nem egyedi
ezen faj esetén. Baig és munkatarsai (2023) béta-galaktozidazt termelé gombak in silico
vizsgalata soran azt talaltak, hogy az dsszes altaluk vizsgalt mikroorganizmus tobb példanyban

is kodolja az enzimet, de azok tobb kromoszéman is eloszlanak.

LcaBGt1
LheBG1 LpIBG1
LheBG2
LplBG2
LheBG3 LfeBG1
LacBG1

LacBG2

LacBG3

LacBG4 LreBG1

I{ LreBG2

8. abra: Béta-galaktozidaz enzimet kodolé gének eloszlasa a kromoszémakon
(Balrdl jobbra: Lactobacillus helveticus, L. acidophilus, Lacticaseibacillus paracasei,
Limosilactobacillus fermentum, Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus reuteri)
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4.5 Motif analizis és gén struktira

A Meme suite oldalon szdmos eszkoz elérhetd fehérje vagy gén szekvenciak vizsgalatara
(https://meme-suite.org/meme/). Elsé 1épésként az xstreme eszkOz segitségével
megallapitottam, hogy a vizsgalt fehérjék ot lehetséges Motif-fal rendelkeznek, ezutan a
szerverre felvittem az dsszes vizsgalt enzimet, majd MEME eszk6z segitségével ezt az 6t Motif-

ot abrazoltam, amely a 9. dbran lathato.

Name p-value  Motif Locations

LheBG1  1.66e-76 — Il N W

LheBG2  1.24e-159 H EE [ @
LacBG1  3.18e-12 | —
LacBG?2 1.58e-3 =

LacBG3  1.32e-158 —— mm
LacBG4  8.11e-s0 .

LcaBG1  2.45e-71 | Bl [ =
LfeBG1  6.28¢-69 .

LpIBG1  7.35e-147 = El [0
LplBG2  1.30e-73 M W

LreBG1  7.08¢c-78 M .

LreBG2  3.31e-156 = ElE

Motif Symbol Motif Consensus
1. . FPYWRGGVEDRARNNKEWLKRHPSPIFWRLTNE
2. I RFAGAAEGSFHPSELPVTPY JVPQENGMAVZ
3. I:I ATHGEELPLADRTVLPIAGEVRGVGGJDS
4. LCDZNG I YVMAENNLESHGTWQKMG
5. |:| PQKPFMECEYMHDMCNSDGGMGSY IDLJDKYPQYFGCF IWDF IDQALLVH

9. abra: B-galaktozidiz enzimek azonos motivumai

A LacM génen kodolt fehérjék esetében harom motivum figyelhetd meg, gyakorlatilag
pontosan ugyanazon a helyen, mig a LacL génen kodoltak esetén 5 motivum is lathatd, viszont
ebben az esetben a LacBG1 és LacBG2 erdsen eltér a tobbitdl, illetve a LacBG3 és a LcaBG1
is mutat minimalis eltérést a f0 motivumoktdl. LacBG1 és LacBG2 erds eltérése
megmutatkozott a filogenetikai vizsgélat soran is, ahol ezt a két enzim egy eltérd agra kertilt a

tobbitdl. A Meme suite oldal is eredetileg elrejtette ezt a két kiesd értéket az abrarol.
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A gének kodold régidinak vizualizalasahoz eldszor az NCBI open reading frame eszkoz
segitségével azonositottam a gének lehetséges kodold régiot, majd a kapott értékeket
Osszevetettem és GTF formatumban osszeirtam. A GTF fajlnak a Gene Structure Display
szerverre valo feltoltését kovetden, megkaptam a génen 1év6 intronok elhelyezkedését, melyet

a 10. abran mutatok be.

LacBG! —

LaB2 ~———— — - et
LacBG3 —
LacBG4
LeaBGl — —
LfeBGI — —

LheBG1 E— — — - —
LheBG2 —— — =

LpBGI = - — — - —
ey — — — —
LeBGl - — — -

LeBG2 ~——— — —

L | | | 1 | | |
Obp 2006p 40bp 600bp $00bp 1000ty 1200p 1400bp 1600bp 18008p

Legend:

Exon = Intron

10. abra: B-galaktozidaz enzimet kodol6 gének intron részeinek abrazolasa

A kapott eredményen, lathatéak hasonld felépitések, de ennek ellenére is erds variabilitast
mutatnak az intronok és az exonok valtakozasa a vizsgalt gének kozott. A LacL gének atlagosan
5 intront tartalmaznak, mig a LacM gének atlagosan 3.4 intront. Az L casei értékét figyelmen
kiviil hagytam az atlagok szamitdsa soran, mivel nem rendelkezik kiilon all6 LacL és LacM
génekkel. A LacL gének inton szdmainak modusza 6, mig a LacM géneknek 4. A gének
hosszanak atlagosan az egy harmada (Minden esetben 33,2 % vagy 33,3 %) kodolja a laktaz
enzimet. Az egyetlen kivétel a L casei, amelynek a 66,94%-a kodolo régio.

4.6 Vizsgalt enzimek fizikai-kémiai tulajdonsagaik és sejten beliili
elhelyezkedésiik
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A kapott eredmények (5.4bra) alapjan is lathatjuk, hogy a kiilonboz6 tejsavbaktériumokbol
szarmaz6 laktdz enzim hasonlé molekulatomegii. Minden LacM génen kodolt fehérje kb. 3500
Da, minden LacL génen kodolt fehérje valamivel 7000 Da feletti tomegii. Az egy kiugro érték
a L. casei-bél szarmaz6 enzim (LcaBG1), amelynek tomege 113640 Da). Az eltérésnek az lehet
az oka, hogy itt a baktérium nem kddolja két kiilon részben az enzimet, hanem a kett6 egyben

fedezhet6 fel. Az izoelektromos pontjuk, pedig az 0sszesnek a savas tartomanyba esik.

Egy fehérje stabilnak tekinthetd, ha az instabilitasi mutatdja 40-es érték alatt van (Baig et al.
2023). Az esetemben a vizsgalt fehérjék koziil a LheBG2, LacBG3, LreBG1 és a LreBG2
instabilitasi értékiik: 41,66, 44,03, 41,2, 45,7. igy ezek instabilnak tekinthet6k, mig a tobbi
fehérje stabilis. Az 0sszes fehérje alifas mutatoja 40%-nal magasabb, igy valamennyi vizsgalt
enzim héstabilis fehérje. Ezek az értékek alapjan a leginstabilabb béta-galaktozidaz egység a
L. Reuterig LreBG2 génje altal kodolt enzim, mivel ennek a legmagasabb az instabilitasi
mutatdja, és a tobbi enzimhez viszonyitva az LreBG2 rendelkezik a legalacsonyabb alifas

mutatoval.

A GRAVY (Grandaverage of hydropathicity) mutaté megmutatja szamunkra, hogy egy fehérje
mennyire polaris molekula. A 5. tdblazat alapjan LpIBG2 a legkevésbé, mig a LreBG2 a
leginkabb polaris fehérje. Ez a két érték kiilonbsége 0,478, ami erds diverzitast jelez a béta-
galaktozidaz enzimek kozott. Altalanosan elmondhato, hogy valamennyi a vizsgalt enzimek

koziil, polaris molekula.
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S. tablazat: Vizsgalt enzimek fizikai-kémiai tulajdonsagai

o s | N [ s Tt v o
aminosavak | aminosavak
LheBG1 35830 5,57 40 30 32,43| 76,38 -0,406
LheBG2 734791 5,21 95 63 4166 72,01 -0,648
LacBG1 79347 6,11 91 80 37,09, 72,99 -0,582
LacBG2 76583 5,84 85 73 33,88| 75,68 -0,489
LacBG3 73253 4,98 97 56 44,03 72,47 -0,62
LacBG4 35817 5,53 38 30 38,89| 76,27 -0,437
LcaBG1 113640 | 5,02 134 91 33,63| 7156| -0,561
LfeBG1 35776 (5,93 38 33 30,74| 75,25| -0,429
LpIBG1 72166 | 4,75 93 51 38,64| 74,31 -0,52
LpIBG2 35237 4,73 36 15 3942 74,92 -0,239
LreBG1 35397 4,93 42 24 41,2 75,83| -0,281
LreBG2 73602 | 4,68 108 58 45,7\ 69,95| -0,717

Az 6. tablazatban lathatjuk a fehérje aminosavszekvencia alapjan josolt lokalizacid helyét. A

kapott értékek alapjan megallapithatd, hogy mindegyik az altalam vizsgalt enzimek koziil

intracellularis azaz citoplazmaban talalhat6. Intracellularis termelése megneheziti az enzim

ipari kinyerését az alkalmazott mikroorganizmusokbdl.
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6. tablazat: Vizsgalt enzimek lokalizacioja a sejtben

Fehérje | Citoplazma | Extracellularis | Membran | Sejtfal

LheBG1 0,478 0,243| 0,035

LheBG2 0,203 0,202| 0,012

LacBG1 0,727 0,376| 0,026

LacBG2 1,952 0,33| 0,061

LacBG3 0,557 0,101| 0,009

LacBG4 0,534 0,488| 0,033

LcaBG1 1,652 0,319, 0,309

LfeBG1 15 0,549| 0,158

LpIBG1 0,151 0,038| 0,009

LpIBG2 0,955 0,607 0,219

LreBG1 0,226 0,166 0,031

LreBG2 0,181 0,043| 0,006
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5 Kovetkeztetések és javaslatok

Kovetkeztetések:

a L. helveticus, L. acidophilus, L. plantarum és a L. reuteri egy kisebb (LacM) és egy
nagyobb (LacL) génen kodolja a béta-galaktozidaz enzimet, ezek a gének kozosen
fejez6dnek ki és allnak Ossze. Lacticaseibacillus paracasei egy génen kodolja az
enzimet, mig Limosilactobacillus fermentum kromoszémajan csak a LacM egység volt
felfedezhet6. Az L. acidophilus volt az egyetlen, ahol a vizsgalt kromoszéman egy

bizonyos gén tobbszor is megtalalhato.

A filogenetikai vizsgalat soran, mind a LacL mind a LacM alapjan is készitette egy-egy
fat. A LacL Alapjan a LacBG1 és a LacBG2 egy kiilon agba oszthaté mig a tobbi egy
azonos agon fut. A LacM esetében a fa nem kiiloniilt el két ennyire kiilonallo csoportba,

a legkozelebbi rokoni kapcsolat ez alapjan a LacBG4 és a LheBG1 ko6zott lenne.

A vizsgalt mikroorganizmusok koziil valamennyi intracellularisan termeli a laktaz
enzimet. Mindegyikiik izoelektromos pontja a savas tartomdnyba esik, valamennyi
hdstabilis €és polaris molekula. Mindegyik az altalam vizsgalt enzimek kozil stabilis

molekulanak tekinthet6

Javaslatok:

e LacBGI1 és LacBG2 tovabbi vizsgalataval megmagyardzhatova valhatnak a kiugréd
kiilonbségek, mas torzsekkel vald Gsszehasonlitas tovabbi informécidt mutathat,
kiilondsen tovabbi olyan példdk esetén, ahol a LacL gén tobbszordsen is

megtalalhat6 a kromoszoman.
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6 Osszefoglalas

Kutaté6 munkam soran 6 mikroorganizmus (L. helveticus, L. acidophilus, L. casei, L. fermentum,
L. plantarum L. reuteri) altal termelt béta-galaktozidaz enzimet hasonlitottam Ossze in silico
modszerekkel. NCBI adatbazist hasznalva az 6sszes fent emlitett baktériumnak kerestem egy-
egy kromoszomat. Atnézve a kromoszoman kodolt géneket 6sszeirtam minden olyan gént, ami
laktaz enzimet kodol. Osszesen 12 gént talaltam a 6 mikroorganizmus kozott. Ebbél négy (L.
helveticus, L. acodophilus L. plantarum L. reuteri) egy kisebb (LacM) és egy nagyobb (LacL)
génen kodolja laktaz enzimet, a L. fermentum kromoszomajan csupan egy LacM talalhatd, mig
az L. casei egy génen tarolja a teljes fehérjét. Ezt kovetéen mindegyikhez hozzaadtam egy-egy
ideiglenes nevét a kovetkezd metodussal. Mindegyik gén nevének az elsd karaktere nagy L betli
a masodik és a harmadik, pedig az adott baktérium nevének elsé két betlije, a negyedik és az
6todik betli minden esetben BG, mint béta-galaktozidaz. Utana folytatélagosan sorszamoztam
az azonos kromoszoman talalhato géneket. Pl. az L. helveticus eldbb kodolt laktaz génje,
LheBG1

Ezeknek a géneknek eldszor Osszeirtam a konzervativ régidit, leggyakrabban a béta
galaktozidaz kis lanc konzervativ régid volt tapasztalhato a vizsgalt fehérjék esetében.

Ezt koveten tobbszords szekvencia illesztést alkalmazva két filogenetikai fat készitettem a
génekrdl. Az egyik fa csak a LacL és az L. casei géneket vette alapul, mig a masik csak a LacM
géneket.

Az NCBI Phenogram adatbazis segitségével Osszeirtam a gének relativ elhelyezkedését a
vizsgalt kromoszomékon, majd azokat vizualizaltam.

A kovetkezd 1épésben a Meme suite oldalon taldlhatd eszkozoket hasznéltam fel, elséként
feltoltottem az altalam vizsgalt gének szekvencidjat, és az oldalon hasznéalhatd xstreme eszkoz
segitségével megallapitottam, hogy a vizsgalt enzimeknek varhatéoan 6t motivuma lehetséges.
Ezt az informécidt tovabb vittem az oldalon talalhat6 MEME eszkozbe, amellyel a f6
motivumok elhelyezkedését abrazolni tudtam. A legtobb gén hasonld eredményt adott, a kiugrd
kivételek a LacBG1 és a LacBG2 voltak, amik mar a filogenetikai vizsgalatok soran is
elkiilontilést mutattak. Kovetkezoképpen az NCBI adatbéazis open reading frame eszkozét
vettem hasznalatba. Ennek segitségével azonositani tudtam a vizsgalt gének kodold és nem
kodolo régioit. Miutan betaplaltam ezeket az adatokat a Gene structure display szerverre ezeket
abrazoltam. Az volt megfigyelhetd, hogy minden az altalam vizsgélt mikroorganizmusok koziil
a kodolt gének harmada kodolo régid, az egyetlen kivétel az L. casei volt hiszen ezen baktérium

eseténen a laktaz enzim nem két kiillon részben keriil kodolasra a kromoszoman.
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Ezt kovetden az enzimek fizikai-kémiai tulajdonsagait vizsgaltam meg, Ehhez ProtParam-
EXPASY internetes eszkozt hasznaltam. Az eszkozt felhasznalva 6ssze tudtam irni a fehérjék
molekulatomegét, izoelektromos pontjat, negativ- €s pozitiv toltésti aminosavainak szamat,
instabilitdsi mutatdjat, alifas mutatojat, valamint Gravy-mutatdjat. Osszehasonlitva az értékeket
altalanosan elmondhatd volt, hogy a LacM géneken kodolt fehérjék atlagosan 3500 Da
tomegiiek, mig a LacL 7000-8000 Da kozotti tomeget érik el. Valamennyi a vizsgalt fehérjék
koziil izoelektromos pontja alapjan a savas tartomanyba esik. Az instabilitdsi mutaté alapjan a
LheBG2, LacBG3, LreBG1 ¢és a LreBG2-en kodolt fehérjék instabilisnek, mig a tobbi fehérje
stabilnak tekinthetd. A vizsgalt enzimek koziil, az 6sszes hostabilis és polaris molekula.

az elemzést elinditva megkaptam a legvaldszinilibb elhelyezkedésiiket a sejten beliil. Ez alapjan

az 0sszes enzim intracellularisnak mondhato.
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