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CELULOSOMI IN CELULAZNI KONZORCIJ

Ruminococcus flavefaciens 007C '

Masa VODOVNIK 2

Celulosomi in celulazni konzorcij Ruminococcus flavefa-
ciens 007C

Ruminococcus flavefaciens sodi med najpomembnejse
celuloliti¢ne bakterijske vrste v vampu prezvekovalcev in
debelem ¢revesu monogastri¢nih rastlinojedih sesalcev.
Njena izjemna ucinkovitost pri anaerobni razgradnji (hemi)
celuloznih substratov je povezana s sintezo zunajceli¢nih
multiencimskih kompleksov celulosomov. V pri¢ujo¢em
delu smo preudili genomski potencial za sintezo celuloso-
mov in celulaz seva 007C, izrazanje slednjih pa analizirali z
encimogrami. V osnutku genoma tega seva smo identifici-
rali v celoti ohranjeno gruco genov, ki kodirajo skafoldine,
na osnovi njihove modularne zgradbe pa smo predvideli
zgradbo celulosomov tega seva. Nabor genov za celulaze,
ki smo jih identificirali v genomu seva 007C, obsega po en
zapis za encima s katalitskima domenama GH48 in GH44
ter $irok spekter domnevnih endoglukanaz iz druzin GH9
in GH5. Pri vedini teh encimov smo identificirali doker-
inske domene, kar kaZe na to, da so vezani v celulosome.
Module za vezavo na celulozo smo identificirali le v kom-
binaciji s katalitskimi domenami GH9. Ugotovili smo tudi,
da se vedje endoglukanaze izrazajo konstitutivno, manjse
encime pa smo zaznali le v supernatantu kultur, ki so daljsi
¢as rasle na mikrokristalini¢ni celulozi.
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Ruminococcus flavefaciens 007C cellulosomes and cellulase
consortium

Ruminococcus flavefaciens is among the most impor-
tant cellulolytic bacterial species in rumen and gastrointesti-
nal tract of monogastric herbivorous animals. Its efficiency in
degradation of (hemi)cellulosic substrates is associated with
the production of remarkably intricate extracellular multien-
zyme complexes, named cellulosomes. In the present work we
investigated the cellulolytic system of 007C. The bioinformatic
analysis of the draft genome sequence revealed identical orga-
nization of sca gene cluster as has previously been found in four
other strains of R. flavefaciens. The cluster consists of five genes
in the following order: scaC-scaA-scaB-cttA-scaE. The cellulases
of R. flavefaciens 007C belong to four families of glycoside hy-
drolases, namely GH48, GH44, GH9 in GH5. Majority of these
enzymes are putative endoglucanases, belonging to families
GHS5 and GHY, whereas only one gene encoding GH44 and
GH48 was found. Apart from catalytic domains, most of these
proteins also contain dockerins - signature sequences, which
indicate their attachement to cellulosomes. On the other hand,
carbohydrate-binding modules were only found coupled to
GHO catalytic domains. Zymogram analysis showed that larger
endoglucanases were mostly constitutively expressed, wheras
smaller enzymes were only detected in later phases of Avicel-
grown cultures.

Key words: microbiology / molecular genetics / Rumino-
coccus flavefaciens | cellulosomes / glycoside hydrolases / an-
aerobic cellulose degradation
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1 UVOD

Razgradnja rastlinske biomase je klju¢nega po-
mena v kmetijstvu ter procesih recikliranja odpadne
organske biomase iz agrozivilskega sektorja in papirne
industrije, poleg tega pa v zadnjem Casu predstavlja vse
pomembnejso alternativno moznost proizvodnje bioe-
nergije, ki bi lahko delno nadomestila (po mnogih na-
povedih kmalu izérpana) fosilna goriva. Iz celuloznih
odpadkov je namre¢ mogoce z mikrobno hidrolizo
polimerov in nato fermentacijo nastalih produktov pri-
dobivati energetsko bogata topila, kot so etanol, propa-
nol ali butanol (Liitke-Eversloh, 2011; Chandel in sod.,
2012). Okolju prijaznen nadomestek teko¢im gorivom
predstavlja tudi bioplin (metan), ki ga pridobivajo z op-
timizirano mikrobno razgradnjo organskih odpadkov v
anaerobnih razmerah (Cater in sod., 2014). Po vizijah
Evropske unije naj bi uporaba bio-goriv leta 2030 pred-
stavljala priblizno 25 % vseh transportnih energentov
(Jeihanipour in sod., 2010).

Med najzahtevnejSe tehnoloske izzive, s katerimi
se sooca energetska biotehnologija, sodi optimizacija
encimske hidrolize (ligno)celuloze do sladkornih mo-
nomerov, ki predstavljajo neposredni substrat za ka-
snej$o fermentacijo. Omejujoci dejavnik razgradnje je
hidroliza celuloznih regij z visoko stopnjo urejenosti,
t.i. kristalini¢nih regij (Beckham in sod., 2011). Ve¢ina
pristopov k optimizaciji hidrolize celuloznih substratov
temelji na uporabi spoznanj, ki izvirajo iz preucevanja
encimskih sistemov, ki so se med evolucijo razvili v na-
ravi. V okoljih z nizkim redoks potencialom je u¢inko-
vita izraba substratov $e posebno pomembna, zato ni
presenetljivo, da so najbolj dovr$ene sisteme za razgra-
dnjo celuloze nasli prav pri nekaterih anaerobnih mi-
kroorganizmih. Slednji encime, ki sodelujejo pri razgra-
dnji rastlinskih celi¢nih sten povezujejo v komplekse,
imenovane celulosomi, kar omogoca boljse sodelovanje
med njimi (Fontes in Gilbert, 2010; Zorec in sod. 2014).
Do danes najkompleksnejsi znani celulosomski sistem
so pred nedavnim odkrili pri vampni bakteriji Rumino-
coccus flavefaciens. Kljub temu da je bila vrsta prvotno
izolirana iz vampa govedi (Stewart in sod., 1981), so bli-
znje sorodnike kasneje nasli tudi v prebavilih konj (Jul-
liand in sod., 1999), nekaterih divjih rastlinojedih zivali
(Matsui in sod., 2010) in celo ljudi (Chassard in sod.,
2011). Trenutno je R. flavefaciens edina znana vampna
bakterijska vrsta, za katero so uspeli dokazati, da tvori
celulosome (Brulc in sod., 2011).

Najve¢ informacij o celulosomih R. flavefaciens iz-
haja iz molekularnih in biokemijskih $tudij seva 17, ki
so jim sledile primerjalne analize nukleotidnih zapore-
dij seva FD-1. Te so pokazale, da je ogrodje celuloso-
mov pri omenjenih sevih sestavljeno iz vecjega $tevila
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strukturnih proteinov, ki jih kodira gruca genov sca, ta
pa je v razli¢ni meri ohranjena pri vsaj $e $tirih dru-
gih sevih vrste R. flavefaciens (Jindou in sod., 2008). Pri
obeh bolje preucenih sevih so ugotovili, da imata klju¢-
no vlogo pri vezavi encimskih podenot v komplekse dva
velika glikozilirana skafoldina, ScaA in ScaB, ki se med
sevoma razlikujeta po $tevilu vezavnih mest za encime
(kohezinov). Pri obeh sevih se na kohezine ScaA poleg
encimov lahko veZe tudi najmanjsi skafoldin, ScaC, ki
deluje kot vmesnik in lahko spremeni nabor encimov,
vezanih v kompleks. Poleg tega so pri obeh sevih iden-
tificirali $e t.i. sidrni skafoldin, ScaE. Ta ima le en kohe-
zin, s katerim kovalentno veze C-kon¢ni del skafoldina
ScaB, preko njega pa celoten celulosom na povrsino ce-
lice (Rincon in sod., 2001; Rincon in sod., 2004; Rincon
in sod., 2005). Pri nobenem od skafoldinov R. flavefa-
ciens 17 in FD-1 niso odkrili strukturnih znacilnosti ze
poznanih modulov za vezavo na celulozo (CBM), kar
kaze na drugacen mehanizem pritrjanja na substrat, kot
ga imajo opisani celulosomi klostridijev. Predpostavlja-
jo, da pri tem sodeluje ve¢ dejavnikov, med drugim tudi
protein CttA in pili tipa IV (Vodovnik in sod. 2013)..

Korak naprej v razkrivanju (hemi)celuloliti¢cnega
sistema R. flavefaciens je bila nedavna analiza genoma
seva FD-1. Ta je razkrila ve¢ kot 200 zapisov za pro-
teine z ohranjenimi dokerinskimi domenami (Dok),
od katerih je priblizno polovica vsebovala se CBM in/
ali katalitske domene, pri polovici pa niso odkrili no-
benega drugega ohranjenega molekularnega podpisa,
iz katerega bi lahko sklepali na njihovo funkcijo. Poleg
celulosomskih encimov so nasli tudi zapise za nekate-
re proste glikozid hidrolaze (GH), polisaharid liaze in
ogljikohidrat esteraze, ki najverjetneje prav tako sode-
lujejo pri razgradnji rastlinskih celi¢nih sten (Rincon in
sod., 2010).

Kljub precej$njemu naboru informacij, ki razkri-
vajo zgradbo celulosomov R. flavefaciens ter velik po-
tencial za sintezo (hemi)celulaz pri omenjenih sevih,
nekatera vprasanja o funkcionalnih vidikih razgradnje
razli¢nih celuloznih substratov ostajajo odprta, ¢emur
med drugim botrujejo neuspehi pri poskusih gen-
ske manipulacije teh mikroorganizmov (Flint in sod.,
2008). Eno taksnih vprasanj se nanasa na posebnosti
mehanizma razgradnje bombaznih vlaken - oblike ce-
luloze z visoko stopnjo polimerizacije in velikim dele-
zem kristalini¢nih regij, ki jo lahko razgrajujejo le redki
anaerobni sevi. Med slednjimi je tudi sev 007C, katerega
potencial za sintezo celulaz in celulosomov smo preucili
v pri¢ujo¢em delu. Da bi ugotovili, kolik$en delez celu-
laznih genov se (v razli¢nih pogojih) tudi izraza, smo
v drugem delu z encimogrami analizirali Se proteinske
frakcije.
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2 MATERIALIIN METODE
2.1 GOJENJE SEVA

Sev smo gojili v anaerobnih razmerah z Bryantovo
modifikacijo Hungatove tehnike (Bryant, 1972). Kultu-
re smo precepljali in gojili pod zas¢itnim plinom (100 %
CO,), iz katerega smo sledove kisika odstranili tako, da
smo ga vodili preko kolone z bakrovimi opilki, segretimi
na 350 °C. Shranjevali smo ga na vbodnikih M2GSC pri
—-20°C in jih pred vsakim poskusom najprej prenesli v
tekoca gojis¢a M2GSC (Hobson, 1969). V njem smo jih
namnozili do OD,,, 0,8 + 0,1 in nato precepili v gojidce po
Hungate-u in Stack-u (Bryant in Robinson, 1961; Hungate
in Stack, 1982), obogatenim z 5 % (v/v) vampnim sokom
(OHS) ter dodanimi posameznimi viri ogljika. Vse kulture
smo inkubirali pri 37 °C.

2.2 IDENTIFIKACIJA CELULAZ IN SKAFOLDINOV
V GENOMU R. FLAVEFACIENS 007C

Genom R. flavefaciens seva 007C je bil sekvenciran
na institutu Sanger (Wellcome Trust) s 55x pokritostjo. 39
genomskih odsekov je dostopnih na lokalnem omrezju in-
Stituta:  ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Ruminoco-
ccus/flavefaciens/007¢/Rflav007¢.091211.seq.

Nukleotidna zaporedja smo prenesli v program Bioe-
dit in ustvarili lokalno podatkovno bazo, v kateri smo nato
iskali gene za celulaze in skafoldine. Gensko gruco sca smo
poiskali tako, da smo s programom tBlastn znotraj geno-
ma 007C iskali zaporedja z zapisi za proteine, homologne
skafoldinom sevov 17 in FD-1 (ki smo jih pridobili iz baze
NCBI Protein Database) in analizirali njihovo okolico s
kombinacijo programov ORF Finder in Blast.

Pred zacetkom iskanja celulaz smo v podatkovni bazi
CAZy (Carbohydrate-Active enZyme database) najprej
preverili, v katere druzine GH se uvr$¢ajo encimi, ki raz-
grajujejo celulozo pri razli¢nih vrstah rodu Ruminococcus.
Nato smo AK zaporedja vseh celulaz, ki so bila dostopna
v bazah NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) in
CAZy (http://www.cazy.org/), uporabili za iskanje podob-
nih zaporedij znotraj lokalne baze z odseki genomskega
zaporedja seva 007C. Pri tem smo uporabili programa
tBlastn BioEdit (Hall in sod., 2011) in ORF Finder (NCBI).
Prevedena zaporedja odprtih bralnih okvirjev smo nato
analizirali z orodji BlastP, Conserved domains (NCBI)
in Interproscan 5B2 (z izbranimi opcijami HMMPfam,
BlastProDom, HMMSMART, HMMPIR, Superfamily, Si-
gnal PHMM/NN, TMHMM, pattern Scan (Prosite), HM-
MPanther, HMMSMART). Podrocje cepitve signalnih
peptidov smo ugotovili s programom SignalP (Petersen in
sod., 2011). Molekulske mase (Mw) in izoelektri¢ne tocke

(pI) domnevnih proteinov smo izracunali s programom
Compute pI/Mw (ExPASy).

2.3 PRIPRAVA PROTEINSKIH FRAKCIJ ZA ENCI-
MOGRAME

Za locitev frakcij na celi¢ne stene vezanih proteinov
(pCs) in proteinov supernatanta (pSup) smo uporabi-
li prilagojeni postopek, ki so ga opisali Ding in sodelavci
(2001). Sev smo gojili v 600 ml modificiranih gojis¢ OHS_
AVI (1 % Avicel), OHS_KSIL (0,4 % ksilan) in OHS_CB
(0,4 % celobioza). Za analizo izrazanja endoglukanaz (kar-
boksimetil celulaz, CMC-az) v odvisnosti od faze rasti na
mikrokristalini¢ni celulozi smo seva gojili 1, 3, 5, 7, 9 in
12 dni. Za primerjavo izrazanja v odvisnosti od substrata
pa smo izbrali po tri ¢asovne tocke za vsak substrat, kjer
so bile kulture v primerljivih fazah rasti (OHS_CB: 14, 24,
48 h; OHS_KSIL: 26, 42, 54 h; OHS_AVI: 7, 9, 12 dni). V
vsaki od ¢asovnih to¢k smo kulture dobro premesali, raz-
delili v 200 ml centrifugirke in 15 minut centrifugirali pri
9000 x g in 4 °C. Supernatant smo nato 50x skoncentri-
rali z ultrafiltacijo (v koncentratorjih Amicon, Millipore),
mu dodali po 5 ul/ml mesanice proteaznih inhibitorjev
(P2714, Sigma) ter ga takoj zamrznili (frakcija pSup). Pred
uporabo smo vzorcem v razmerju 1:1 dodali 2x nanasalni
pufer s sestavo: 12,5 % (v/v) 0,5 M TrisHCI, pH = 6,8, 20
g/l NaDS, 10 % (v/v) glicerol, 5 % (v/v) 2-merkaptoetanol,
0,0625 g/l bromfenol modro. Sedimente smo najprej sprali
s po 40 ml NaFP, ter jih nato resuspendirali v enaki koli-
¢ini pufra, ki smo mu dodali 2 mM DT'T. Pred uporabo
smo jih dvakrat zamrznili (pri —20 °C) in odmrznili. Ali-
kvote (po 1 ml) smo ponovno centrifugirali pri 16000 x g
in sediment resuspendirali v 250 ul 2x nanasalnega pufra
(frakcija pCs).Vzorce, pomesane z nana$alnim pufrom,
smo denaturirali pri 65 °C 20 min, ¢emur je sledilo 5 min
segrevanja pri 85 °C. Soc¢asno smo 5 min pri 100 °C segre-
vali tudi proteinski standard, pri katerem je proizvajalec
navedel, da je to potrebno (NaDS 6H2, Sigma).

2.4 PRIPRAVA ENCIMOGRAMOV IN ZAZNA-
VANJE ENDOGLUKANAZNE AKTIVNOSTI
LOCENIH PROTEINOV

Dvofazne poliakrilamidne gele (z 8 % zamreZenostjo
v lo¢evalnem delu) smo pripravili po standardnem po-
stopku (Laemmli, 1970). Za dokazovanje endoglukana-
zne aktivnosti smo vanje vklju¢ili $e 0,2 % (w/v) CMC. Po
25 pl proteinskih frakcij v nanasalnem pufru (v razmerju
1: 1) smo nanesli na gele in jih lo¢ili z elektroforezo pri 40
mA, dokler fronta ni dosegla fazne meje med geloma, nato
pa pri 220 V do konca. Locene encime smo po koncani
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elektroforezi renaturirali in razvili encimogramevpo po-
stopku, kot so ga opisali v Saul in sodelavci (1990).

3 REZULTATI

3.1 IDENTIFIKACIJA IN BIOINFORMACIJSKA
ANALIZA GRUCE GENOV sca

V genomu R. flavefaciens smo identificirali gruco ge-
nov, ki kodirajo celulosomske ogrodne proteine (skafoldi-
ne). Izkazalo se je, da je gruca genov sca sestavljena iz petih
genov, ki si sledijo v naslednjem vrstnem redu: scaC-scaA-
-scaB-cttA-scaE. Analiza AK zaporedij prevedenih genov
sca je pokazala razli¢ne stopnje podobnosti s homologi iz
sorodnih sevov, pri ¢emer je bila ta najvedja s proteini seva
17 (od 99-100 %) in najmanjsa s skafoldini seva FD-1 (od
58-77 %) (pregl. 1). Podobnost se je odrazala tudi v modu-
larni zgradbi proteinov. Na N-koncu prevedenega zapisa
za ScaC smo tako identificirali kohezin, na C-koncu pa
dokerin tipa III. V zapisu za skafoldin ScaA smo identifi-
cirali tri kohezine tipa III (ki pri sevu 17 vezejo dokerine
nekaterih hidroliti¢nih encimov ali skafoldin ScaC). V do-
stopnem osnutku genoma je nukleotidno zaporedje gena,
ki kodira skafoldin ScaB razdeljeno med dva odseka, med
katerima manjka del povezovalne regije, kar je onemo-
gocilo neposredno analizo dela zaporedja. V dostopnem
delu (2834 bp) smo identificirali 4 enake kohezine tipa IIL.
Podobnost dostopnega dela AK zaporedja ScaB s homolo-

gom seva 17 pa je bila 99,1 %. Znotraj prevedenega zapo-
redja cttA smo identificirali dva enaka CBM in N-kon¢ni
tandem X-Dok (ohranjena domena neznane funkcije, ki ji
sledi dokerin tipa II). Aminokislinsko zaporedje proteina
CttA kaze 99,1 % podobnost s homologom seva 17 in le
71,9 % podobnost s homologom seva FD-1. V zapored-
ju prevedenega gena scaE smo identificirali kohezin tipa
IT in N-kon¢ni motiv LPXTG, ki ga prepoznava sortaza.
Tudi pri tem proteinu smo ugotovili najve¢jo podobnost s
homologom seva 17 (99,1 %), najmanjso pa s homologom
seva FD-1 (71,9 %) (pregl. 1).

3.2 ZAPISI ZA CELULAZE V GENOMU SEVA 007C

Katalitske domene encimov, ki katalizirajo hidroli-
z0 B-1,4 vezi v molekulah celuloze, se pri R. flavefaciens
uvr$cajo v druzine GH 5, 9, 44 in 48. V genomu seva R.
flavefaciens 007C smo identificirali 8 zapisov za GH 5, 16
zapisov za GH 9 ter po 1 zapis za GH44 in GH48 (pregl. 2).
Izra¢unane molekulse mase (Mwf(i)) produktov teh genov
so med od 36617 in 121269 Da, izoelektri¢ne tocke (pI(i))
pa med 4,36 in 5,15.

Vsi produkti genov s katalitskimi domenami GH5
imajo Mw(i) manjse od 86 kDa, ter vsebujejo molekular-
ne podpise BglC, znacilne za endoglukanaze. Poleg tega
smo v zaporedju cel5_3 identificirali $e motiv Bgl_B, ki je
znadilen za B-glukozidaze in B-galaktozidaze. Stirje enci-
mi s katalitsko domeno GH5 imajo na C-koncu $e Dok-

Preglednica 1: Genska gruca sca v genomu seva R. flavefaciens 007C in enakost (podobnost) aminokislinskih zaporedij genskih pro-

duktov s homologi iz sorodnih sevov (navedeni v oklepaju)

Table 1: R. flavefaciens 007C sca gene cluster with identity (similarity) of putative gene products to homologues from different strains

Odprt Enakost
bralni  Genomski Koordinate znotraj Dostopne kode homolognih (podobnost)
okvir odsek genomskih odsekov ~ Genski produkt proteinov iz sorodnih sevov  E-vrednost =~ AK zaporedij
scaC 00019 4779 5627 celulosomski CAE51046.2 (17) 3e-157 100,0 % (100 %)
skafoldin (ScaC) CAQ16964.1 (JM1) 3e-116 75,5 % (90,5 %)
CA000728.1 (C94) 5e-102 65,4 % (87,9 %)
ZP_06144572.1 (FD-1) 4e-86 52,0 % (77,2 %)
scaA 00019 2039 4681 celulosomski CAC34384.3 (17) 0,0 98,6 % (99,2 %)
skafoldin (Scad) ~ CA000729.1 (C94) 2e-147 45,8 % (72,1 %)
ZP_06144573.1 (FD-1) le-74 30,7 % (58,3 %)
scaB 00019 1 2007 celulosomski CAC34385.1 (17) 0,0 98,9 % (99,1 %)
00018 115883 116710  skafoldin (ScaB) CA000730.1 (C94 ) 0,0 57,2 % (82,4 %)
ZP_06144574.1 (FD-1) 2e-102 43,4 % (74,7 %)
cttA 00018 113280 115496 protein zavezavo ~ CAH18995.2 (17) 0,0 98,3 % (99,1 %)
na celulozo (CttA) CAO00731.1 (C94 ) 0,0 51,8 % (80,2 %)
ZP_06144575.1 (FD-1) 2e-177 44,2 % (71,9 %)
scaE 00018 112270 112976  celulosomski CAH18996.1 (17) le-87 98,7 % (99,1 %)
pritrditveni CA000732.1 (C94) 7e-43 61,2 % (82,4 %)
skafoldin (ScaE)  ZP_06144576.1 (FD-1) le-27 49,4 % (70,3 %)
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CELULOSOMI IN CELULAZNI KONZORCI] Ruminococcus flavefaciens 007C

Preglednica 2: Celulaze v genomu seva R. flavefaciens 007C. Mw(i): izracunana Mw, pI(i): izracunana pl. SP: signalni peptid, GHx:
katalitska domena glikozid hidrolaze, ki se uvrsca v druzino x, Dok-1: dokerinska domena tipa I, CBM_x: modul za vezavo na celulo-
zo, ki se uvrs¢a v druzino x, CelD_N: N-koncna imunoglobulinski podobna domena, znacilna za celulaze, PLN00119: domena, zna-
Cilna za endoglukanaze; Bgl_C: zaporedje, znacilno za endoglukanaze; Bgl_B: zaporedje, znacilno za f3-glukozidaze, -galaktozidaze

in 6-fosfo-B-glukozidaze. TonB_box: ohranjeno zaporedje, ki je znacilno za receptorje, povezane s proteinom TonB

Table 2: Cellulases identified in R. flavefaciens 007C genome. Mw(i): calculated Mw, pI(i): calculated pI. SP: signal peptide, GHx:
glycoside hydrolase catalytic domain from family x, Dok-1: dockerin type I domain, CBM_x: cellulose binding module from fam-
ily x, CelD_N: N-terminal immunoglobulin-like domain (signature sequence found in cellulases), PLN0O0119: signature sequence
found in endoglucanases; Bgl_C: signature sequence found in endoglucanases; Bgl_B: signature sequence found in f3-glucosidases,
B-galaktosidases and 6-fosfo-p-glukosidases. TonB_box: conserved motif, found in TonB-associated receptors

Dostopne kode
(domnevnih)
Odprt Druzina GH in Ohranjeni proteinov z najbolj Enakost
bralni pripisana funkcija Mw(i) molekularni podpisi podobnimi AK (podobnost)
okvir genskega produkta (Da) pI() (domene, motivi) zaporedji AK zaporedij
cel5_1 GHS5, endo- 36617 4,94 SP, GH5[pfam00150] ZP_06142079.1 65 % (78 %)
1,4B-glukanaza BglC[COG2730] ACA61162.1 56 % (71 %)
YP_004104924.1 49 % (64 %)
cel5_2 GHS5, endo- 49241 4,48 SP, GH5[pfam00150] ZP_06143373.1 67 % (81 %)
1,4p-glukanaza BglC[COG2730], Dok-1 YP_003844565.1 47 % (64 %)
CBK96759.1 53 % (70 %)
cel5_3 GHS5, endo- 49926 4,93 GH5[pfam00150], ADX05698.1 75 % (85 %)
1,4-B -glukanaza BgIB[COG2723], YP_003842446.1 48 % (64 %)
BglC[COG2730] YP_003769498.1 49 % (64 %)
cel5_4 GHS5, endo- 62539 4,59 SP, GH5([pfam00150], ZP_06145410.1 75 % (79 %)
1,4p-glukanaza BglC[COG2730] AAT48117.1 85 % (86 %)
YP_004104209.1 58 % (63 %)
cel5_5 GHS5, endo- 70150 4,77 SP, GH5 [pfam00150], ZP_06145411.1 59 % (63 %)
1,4B-glukanaza BglC[COG2730], Dok-1 ZP_07327095.1 62 % (65 %)
YP_001039263.1 65 % (69 %)
cel5_6 GHS5, endo- 76748 4,66 SP, GH5[pfam00150], ZP_06143262.1 52 % (69 %)
1,4B-glukanaza BglC[COG2730] YP_004105745.1 46 % (64 %)
YP_004309759.1 43 % (64 %)
endA GHS5, endo- 80375 4,52 SP, GH5 [pfam00150], CAB05881.1 94 % (96 %)
1,4p-glukanaza BglC[COG2730], Dok-1 ZP_06144331.1 56 % (62 %)
ZP_06142925.1 55 % (63 %)
cel44A GH44, endo- 84550 4,56 SP, GH44, Dok-1 CAC83072.1 99 % (99 %)
(endB) 1,4B-glukanaza ZP_06143384.1 84 % (84 %)
AAA95959.1 76 % (84 %)
cel5_7 GHS5, 85013 5,15 SP, GH5 [pfam00150], ZP_06141962.1 54 % (69 %)
endoglukanaza BglC[COG2730], Dok-1 ADD61809.1 52 % (73 %)
ZP_04745187.2 52 % (73 %)
cel9_1 GH9, endo- 85053 4,63 SP, GH9 [pfam00759], ZP_06144437.1 74 % (86 %)
1,4p-glukanaza PLNO00119[PLN00119], CBL16391.1 48 % (61 %)
CBM_3a[pfam00942] CAP78918.2 51 % (67 %)
cel9_2 GH9, endo- 85138 4,84 SP, GH9 [pfam00759], ZP_06144448.1 64 % (75 %)
1,4p-glukanaza PLN00119[PLN00119], CBL18389.1 51 % (65 %)
CBM_3a[pfam00942], ZP_07329007.1 47 % (62 %)
Dok-1
cel9_3 GH9, endo- 87559 4,74 SP, GH9[pfam00759], ZP_06142678.1 69 % (82 %)

1,4B-glukanaza

PLN02613[PLN02613],
CBM_3a[pfam00942],
Dok-1

YP_004105562.1
ZP_08160908.1

62 % (74 %)
64 % (76 %)

Nadaljevanje na naslednji strani / Continued overleaf
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M. VODOVNIK

cel9 4 GH9, endo- 87629 4,63 SP, GH9[pfam00759], ZP_08159634.1 58 % (64 %)
1,4p-glukanaza PLNO00119[PLN00119] YP_004104704.1 57 % (62 %)
ZP_07837901.1 46 % (61 %)
cel9 5 GH9, endo- 87882 4,68 SP, GH9[pfam00759], ZP_06144437.1 74 % (86 %)
1,4p-glukanaza PLNO00119[PLN00119], CBL16391.1 48 % (61 %)
CBM_3a[pfam00942] YP_001036864.1 51 % (67 %)
cel9 6 GH9, endo- 88900 4,63 SP, CBM_4_9[pfam02018], ZP_06141671.1 72 % (82 %)
1,4B-glukanaza GH9[pfam00759], CBL16782.1 62 % (75 %)
CelD_N[pfam02927], ZP_07837973.1 52 % (68 %)
Dok-1
cel9 7 GH9, endo- 91719 4,86 SP, GH9[pfam00759], ZP_06142866.1 51 % (63 %)
1,4p-glukanaza PLNO00119[PLN00119], CBL17554.1 50 % 64 %)
Dok-1 ZP_06143411.1 45 % (60 %)
cel48 GH48, ekso- 91995 4,73 SP, TonB_box [PS00430] ZP_06145360.1 67 % (78 %)
1,4p-glukanaza GH438[pfam02011], CBL17316.1 49 % (63 %)
(celd8A) Dok-1 ZP_08158497.1 41 % (56 %)
cel9 8 GH9, endo- 92177 4,46 SP, GH9[pfam00759], ZP_06142593.1 73 % (82 %)
1,4p-glukanaza PLN00119[PLN00119], BAB64431.1 72 % (80 %)
CBM_3a[pfam00942], YP_004104243.1 72 % (80 %)
Dok-1
cel9 9 GH9, endo- 94917 4,64 SP, GH9[pfam00759], ZP_06141900.1 71 % (82 %)
1,4p-glukanaza CelD_N[pfam02927], YP_004104210.1 64 % (77 %)
PLNO00119[PLN00119], ZP_08159524.1 64 % (78 %)
CBM_4_9[pfam02018]
cel9 10 GH9, endo- 97381 4,59 SP, GH9[pfam00759], ZP_06142598.1 74 % (83 %)
1,4[3-glukanaza PLN00119[PLN00119], ZP_08159963.1 46 % (60 %)
CBM_3a[pfam00942], YP_004104517.1 46 % (60 %)
Dok-1
cel9 11 GH9, endo- 106291 4,68 SP, GH9[pfam00759], YP_004103692.1 43 % (58 %)
1,4p-glukanaza CelD_N[pfam02927], YP_004105561.1 42 % (57 %)
Dok-1 ZP_08160859.1 42 % (57 %)
cel9_12 GHY, endo- 108900 4,87 SP, GH9[pfam00759], YP_004105561.1 55 % (65 %)
1,4B-glukanaza CelD_N[pfam02927], ZP_08160859.1 51 % (64 %)
(cel9B) CBM._4_9[pfam02018], ZP_06142679.1 54 9%(59 %)
Dok-1
cel9 13 GH9, endo- 108032 4,62 SP, GH9[pfam00759], ZP_08160859.1 42 % (58 %)
1,4B-glukanaza CelD_N[pfam02927] AARO01216.1 43 % (58 %)
YP_004105561.1 42 % (57 %)
cel9_16 GH9, endo- 121269 4,36 SP, GH9[pfam00759, ZP_06142866.1 73 % (82 %)
1,4B-glukanaza; GH16, PLNO00119[PLN00119], CBL17554.1 53 % (67 %)
1,3-1,4-B- GH16[cd02175] ZP_06141843.1 74 % (83 %)
glukanaza

1, pri nobenem pa nismo odkrili ohranjene regije CBM.
Med geni, ki kodirajo GH5 smo identificirali tudi homo-
log gena endA seva R. flavefaciens 17. Podobnost med AK
zaporedjem encima EndA in prevedenim zaporedjem ho-
mologa seva 007C je 99 %.

Izra¢unane molekulske mase produktov s katalit-
skimi domenami GH9 so veéje od 85 kDa. Pri vecini od
njih (9 od 14) smo na C-koncu identificirali Dok-1. Poleg
tega smo v zaporedjih $estih genov identificirali tudi ohra-
njena zaporedja za CBM_3a, pri treh pa CBM_4_9. Pri
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vseh smo zaznali tudi motive, znacilne za endoglukanaze
PLN00119, PLN02613, PLN2927, CelD_N. Pri najve¢ji od
celulaz seva 007C smo poleg katalitske domene GH9 in
ohranjenega motiva, znacilnega za endoglukanaze, iden-
tificirali $e drugo katalitsko domeno (GH16), znacilno za
encime z 1,3-1,4-f-glukanazno funkcijo.

Poleg zapisov za encime s katalitskimi domenami
GHS5 in GH9 smo identificirali tudi en zapis za encim s
katalitsko domeno GH44 in Dok-1 (homolog endogluka-
naze Cel44A R. flavefaciens 17). Identificirali smo tudi en
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zapis za encim s katalitsko domeno GH48 in Dok-1 (cel48)
in motivom, ki je znacilen za receptorje, povezne s prote-
inom TonB (TonB_box). Pri vseh celulaznih genih, z izje-
mo cel5_3, smo zaznali tudi signalna zaporedja.

3.3 IZRAZANJE ENDOGLUKANAZ V ODVISNOSTI
OD SUBSTRATA

Za analizo izraznja endoglukanaz v odvisnosti od
ali ksilanom kot edinim virom ogljika ter analizirali CMC-
-azne profile kultur v primerljivih fazah rasti (Vodovnik,
2012).

V frakciji pCs smo neodvisno od substrata in casa
inkubacije najmoc¢nej$o CMC-azno aktivnost zaznali v
obmod¢ju proteinov z navideznimi Mw med 97 in 114 kDa
(znotraj tega je program ob manjsi koli¢ini nanesenih pro-
teinov zaznal tri slabo lo¢ene vrhove aktivnosti, ki bi po
Mw lahko ustrezali produktom cel9_10, cel9_11, cel9_12,
cel9_13). Neodvisno od substrata se je izrazala tudi endo-
glukanaza z navidezno Mw 78,1 + 2,3 kDa, aktivnost dveh
drugih encimov z navideznima Mw 71,2+ 1,4 kDa in
92,1 + 2,3 kDa pa je bila nekoliko mocneje izrazena v vzor-
bi lahko slo za produkta genov cel5_5 in cel9_8. Aktivnost
v obmodju med 250 in 300 kDa (kar ne ustreza navide-
zni Mw nobenega produkta predvidenih celulaznih genov,

CB1 CB2 (B3

KSI1 KSI2 KSI3

AVI1 AVIZ AVI3

97-114 kDa —
92,1%£23kDa—>

78,1 42,3 kDa—y
71,2 1,4 kDa—>

Slika 1: Primer encimograma, ki prikazuje izraZanje na celice
vezanih endoglukanaz (frakcija pCs) R. flavefaciens 007C v
odvisnosti od vira ogljika v gojis¢u. Proge CB 1, 2, 3: vzorci
kultur, ki so 14, 24 in 48 h rasle v gojiscu s celobiozo; KSI 1, 2, 3:
vzorci kultur, ki so 26, 42 in 54 h rasle v gojis¢u s ksilanom; AVI
1, 2, 3 vzorci kultur, 7, 9 in 12 dni rasle v gojiséu z Avicelom
Figure 1: Zymogram showing substrate-related expression pat-
terns of cell-bound endoglucanases (fraction pCs) R. flavefaciens
007C. Lines CB 1, 2, 3: cultures grown on cellobiose for 14, 24
and 48 hours; KSI 1, 2, 3: cultures grown on xylan for 26, 42
and 54 hours; AVI 1, 2, 3: cultures grown on Avicel for 7, 9 and
12 days

CB1 CB2 CB3 KSI1
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<—119,4 +1,9 kDa
111,2 +£5,6 kDa
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Slika 2: Primer encimograma, ki prikazuje izraZanje endoglu-
kanaz v supernatantu R. flavefaciens 007C (pSup) v odvisnosti
od razpoloZljivega vira ogljika v gojis¢u. Proge CB 1, 2, 3: vzorci
kultur, ki so 14, 24 in 48 h rasle v gojis¢u s celobiozo; KSI 1, 2, 3:
vzorci kultur, ki so 26, 42 in 54 h rasle v gojis¢u s ksilanom; AVI
1, 2, 3 vzorci kultur, 7, 9 in 12 dni rasle v gojiséu z Avicelom
Figure 2: Zymogram showing substrate-related expression
patterns of endoglucanases found in supernatant of R. flavefa-
ciens 007C (fraction pSup). Lines CB 1, 2, 3: cultures grown on
cellobiose for 14, 24 and 48 hours; KSI 1, 2, 3: cultures grown
on xylan for 26, 42 and 54 hours; AVI 1, 2, 3: cultures grown on
Avicel for 7, 9 and 12 days

zato sklepamo, da gre verjetno za ostanke protenskih kom-
pleksov) smo zaznali le pri vzorcih kultur, ki so rasle v goji-
§¢ih, kjer je vir ogljika predstavljal Avicel (slika 1).

Vedja raznolikost izrazanja endoglukanaz v odvisno-
sti od vira ogljika se je pokazala pri analizi supernatanta
R. flavefaciens 007C, iz katere je bilo razvidno, da Avicel
inducira izrazanje najsirSega spektra celulaz z navidezni-
mi molekulskimi masami od 36 do 120 kDa. Te ustrezajo
Mw(i) produktov genov, ki kodirajo tako encime s kata-
litskimi domenami GH5 (cel5_1, cel5_2, cel5_3, cel5_4,
cel5_5in cel5_7), kot GH9 (cel9_1, cel9_2, cel9_10, cel9_11,
cel9_12, cel9_13 in cel9_16 (slika 2). Medtem ko smo en-
cime z navideznimi Mw ve¢jimi od 80 kDa zaznali ze v
prvih treh dneh inkubacije, je aktivnost manjsih encimov
prag detekcije dosegla Sele po 7 dneh rasti na Avicelu (re-
zultati niso prikazani). V supernatantih kultur, ki so kot
vir ogljika uporabljale celobiozo ali ksilan, smo ne glede na
¢as inkubacije, ponovljivo zaznali le prisotnost ene mo¢-
nejse in dveh $ibkih lis, ki nakazujejo celulazno aktivnost
encimov z navideznimi Mw med 85 in 115 kDa (kar ustre-
za Mw(i) produktov genov cel9_I, cel9_2, cel9_10, cel9_11,
cel9 12 oz. cel9_13).

4 DISKUSIJA

Dosedanje $tudije so pokazale, da imajo razli¢ni
sevi vrste R. flavefaciens kljub ohranjeni osnovni zgrad-
bi najverjetneje precej raznoliko sestavljene celulosome.
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Slednje je razvidno tako iz razlik v §tevilu zapisov za ska-
foldine in njihovi modularni zgradbi kot tudi iz nabora
razpolozljivih encimov, ki se nanje lahko vezejo. Infor-
macije o specificnostih zgradbe celuloliticnih sistemov
posameznih sevov v povezavi z informacijami o njiho-
vem delovanju bi lahko omogocile razkritje nekaterih
funkcionalnih vidikov razgradnje celuloze (Jindou in
sod., 2008; Berg Miller in sod., 2009).

V opisani raziskavi smo v genomu seva 007C poi-
skali zapise za sintezo celulosomskih ogrodnih proteinov
(skafoldinov) in celulaz ter analizirali modularno zgrad-
bo njihovih produktov in podobnost s proteini iz soro-
dnih sevov in vrst. Analiza osnutka genoma je pokazala,
da ima R. flavefaciens 007C enako ureditev gruce genov
sca, kot so jo do sedaj potrdili Se pri $tirih drugih sevih
te vrste: 17, FD-1, C94 in JM1 (Jindou in sod., 2008).
Gruca je v celoti ohranjena in jo v zapisanem zaporedju
sestavljajo geni scaC-scaA-scaB-cttA-scaE, katerih pro-
dukti so po aminokislinskih zaporedjih skoraj identi¢ni
skafoldinom seva 17 (podobnost je v vseh primerih vecja
0d 99 %) (pregl. 1). Ker se v slednjih zrcali tudi modular-
na zgradba proteinov, od katere je odvisno sestavljanje
celulosomov, smo na osnovi teh podatkov lahko pred-
videli zgradbo celulosomov, kot jo prikazuje slika 3. Pri
tem smo predpostavili, da v manjkajo¢em delu zaporedja
gena scaB ni vedjih razlik, ki bi vplivale na modularno
zgradbo tega skafoldina.

Nabor genov za celulaze, ki smo jih identificirali v
osnutku genoma seva 007C, obsega po en zapis za encima
s katalitskima domenama GH48 in GH44 ter $irok spek-
ter domnevnih endoglukanaz iz druzin GH9 (14 zapisov)
in GHS5 (8 zapisov) (pregl. 2). Za vse encime, ki spadajo v
prvo od obeh druzin, je znacilna katalitska domena s 3D
strukturo sodcka (a/a), ter invertni mehanizem hidro-
lize, medtem ko v druzino 5 spadajo encimi s strukturo
sodcka (B/a), in ohranitvenim mehanizmom delovanja
(Beguin in Lamaire, 1996). Ohranjenost strukturnih zna-
¢ilnosti in mehanizma delovanja encimov znotraj posa-
mezne druzine GH kaze na evolucijsko povezanost med
njimi, zato lahko domnevamo, da sta se Siroka spektra
encimov s katalitskimi domenami, ki spadajo v druzini
5 in 9 verjetno razvila s podvajanjem in kopic¢enjem mu-
tacij v dveh izvornih genih. Pri tem so nastali encimi, ki
se le malo razlikujejo v specifi¢nosti in kineti¢nih lastno-
stih in za R. flavefaciens ocitno predstavljajo evolucijsko
prednost, saj se v nasprotnem primeru dolgoro¢no ne bi
ohranili v genomu. Pomembno vlogo raznolikega spek-
tra GH5 in GH9 za prezivetje Sir$e skupine celuloliti¢nih
predstavnikov reda Clostridiales potrjuje tudi dejstvo, da
zapisi za te encime $teviléno prevladujejo tudi v genomu
C. thermocellum (Flint in sod., 2008; Berg Miller in sod.,
2009). Pri vecini celulaz R. flavefaciens 007C smo po-
leg katalitskih domen identificirali tudi dokerinske, kar
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Slika 3: Genska gruca, ki kodira skafoldine in model celulosoma
R. flavefaciens 007C, kot smo ga predvideli na osnovi njihove
modularne zgradbe ter podobnosti s sevom 17

Figure 3: Sca gene cluster and R. flavefaciens 007C cellulosome
model as predicted from modular architecture of scaffoldins and
comparison with strain 17

kaze, da so encimi povezani v celulosome. Po drugi stra-
ni smo module za vezavo na substrat zaznali izklju¢no
v kombinaciji s katalitskimi domenami GH9. Podobno
kot pri sevu FD-1, tudi pri encimih seva 007C $teviléno
prevladujejo moduli za vezavo na kristalini¢no celulozo
(CBM_3a), ¢eprav smo pri nekaterih nasli tudi taksne, ki
se vezejo le na amorfne oblike tega substrata (CBM_4_9).
Pri petih endoglukanazah smo poleg katalitske domene
zaznali tako Dok-1 kot CBM, kar nakazuje potencialno
vlogo teh encimov pri pritrjanju celulosomov na sub-
strat. Multimodularnost, ki je znacilna za celulaze seva
R. flavefaciens 007C, kaze, da so v njihovem evolucijskem
razvoju (poleg podvajanja genov in tockovnih mutacij)
pomembno vlogo odigrali tudi dogodki, kot sta preme-
$¢anje domen in zdruzevanje genov (Flint in sod., 2008;
Berg Miller in sod., 2009; Fontes in Gilbert 2010).

Da se $irok nabor zapisov za endoglukanaze, ki jih
najdemo v genomu R. flavefaciens, tudi izraza (in ne gre
zgolj za pseudogene, ki se $e niso odstranili iz genoma),
smo potrdili na encimogramih. Podobno kot pri sevu
007S (Vodovnik in Marinsek Logar, 2012) lahko endo-
glukanaze mutante 007C glede na vzorec izrazanja razde-
limo na (vsaj stiri) konstitutivno izrazene in (vsaj sedem)
inducibilnih (tiste, katerih izrazanje je bilo specifitno
povezano z rastjo na celulozi) (sliki 1, 2). V zadetnih fa-
zah rasti na celulozi je bila ve¢ina endoglukanaz vezanih
na celice ter je po Mw ustrezala celulosomskim GH9 (ter
dvema celulosomskima GH5), v kasnejsih fazah rasti (po
7 dneh) pa se je spekter razsiril $e na encime, katerih na-
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videzne Mw so manj$e od 77 kDa in v ve¢ini sovpadajo
z Mw(i) prostih GH5 (Vodovnik, 2012). Te smo zaznali
izklju¢no v supernatantu. Ce ne gre za posttranslacijsko
spremenjene ali proteoliticno razcepljene encime, lahko
domnevamo, da igrajo v zacetnih fazah hidrolize mikro-
kristalini¢ne celuloze pomembnejso vlogo encimi, ki so
povezani v celulosome (predvsem endoglukanaze iz dru-
zine GH9), medtem ko proste GH5 najverjetneje cepijo
$ele produkte kasnejsih faz razgradnje, ki se sprostijo z
netopnega substrata v goji$¢e. Poleg razlik v specifi¢nosti
in mehanizmih hidrolize predstavnikov razli¢nih druzin
endoglukanaz je zgodnje izrazanje GH9 lahko povezano
tudi z dejstvom, da ima vecina teh encimov CBM, ki so-
delujejo pri pritrjanju encimskih kompleksov in amorfo-
genezi celuloznih vlaken, kar je Se posebno pomembno v
zacetnih fazah razgradnje kristalini¢nih regij (Fontes in
Gilbert, 2010). Po drugi strani odsotnost CBM (in Dok-
1) pri manjs$ih GH5 ter dejstvo, da smo jih zaznali le v su-
pernatantu, nakazuje, da bi lahko $lo za celodekstrinaze,
katerih primarna funkcija je cepitev (topnih) produktov
hidrolize celuloznih vlaken, ki so se s substrata sprostili v
prvifazirazgradnje, a so $e preveliki za neposreden prenos
v celice. Zgornja hipoteza je skladna tudi z ugotovitvijo,
da encimov, katerih Mw bi ustrezale prostim GH5, nismo
zaznali v nobeni od frakcij kultur, ki so rasle na celobiozi
ali ksilanu, medtem ko se je vecina vecjih endoglukanaz
izrazala neodvisno od substrata. Konstitutivno izrazanje
izbranih celulaz, katerih delovanje je klju¢no za zacetne
stopnje razgradnje celuloze, je energetsko varénejse kot
socasno izrazanje celotnega nabora encimov tudi kadar
celuloznega substrata ni na razpolago, po drugi strani pa
celicam omogoca, da ob stiku z njim pride do spro$¢anja
manjsih koli¢in produktov cepitve, ki lahko vzpodbudijo
izrazanje preostalih encimov, potrebnih za u¢inkovitejso
razgradnjo substrata (Gold in Martin, 2007). Molekular-
ni mehanizem zaznavanja vira ogljika in prenosa signa-
lov, ki uravnavajo izrazanje genov celuloliticnega sistema
pri R. flavefaciens $e ni pojasnjen. Domnevajo, da gre za
veckomponentni sistem (trans)membranskih in citopla-
zemskih proteinov, preko katerih se zunajceli¢ni signal
do DNK prenasa s fosforilacijo in defosforilacijo, podob-
no kot pri $iroko razsirjenih dvokomponentnih sistemih,
preko katerih vecina bakterij zaznava razlicne druge zu-
nanje dejavnike (Vercoe in sod., 2003). Nase ugotovitve
kazejo, da je izrazanje $irSega spektra celulaz inducirano
z rastjo na celulozi, ne pa tudi celobiozi (disaharid, ki ne-
posredno vstopa v celice) ali ksilanu (polisaharid, ki se
razcepi v ksilo-oligosaharide in ksilozo), iz ¢esar lahko
sklepamo, da imajo specifiéno vlogo signalnih molekul v
tem sistemu najverjetneje celodekstrini s stopnjo polime-
rizacije ve¢jo od 2. Pri sevu R. flavefaciens FD-1 so ugo-
tovili, da izrazanje celodekstrinaze in nekaterih drugih
celulaz do dolo¢ene mere inducira celotrioza, vendar je

stopnja indukcije vecja, kadar je prisotna netopna celulo-
za, kar nakazuje na to, da izrazanje teh genov uravnavajo
tudi ve¢je molekule (Zhang in sod., 2005). Kako velike so
molekule, ki ($e lahko) sprozijo izrazanje $irSega spek-
tra celulaz R. flavefaciens in po kateri poti poteka prenos
signala do DNK, so vprasanja, ki jih bo v prihodnje po-
trebno bolje raziskati.

Izsledki naSe raziskave pomembno prispevajo v
mozaik razumevanja izrazanja celulaz v enem najkom-
pleksnejsih do danes opisanih celuloliti¢nih sistemov. Ta
predstavlja model razgradnje celuloznih substratov s §i-
roko uporabnostjo v razli¢nih biotehnoloskih panogah,
od papirniske in krmilne industrije, do bioenergetike.
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