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1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

Az utobbi évtizedekben egyre nagyobb mértékli érdeklédés mutatkozik a glikozid
hidrolaz enzimek irant. Ez egyrészt a modern biotechnoldgiai eljardsokban a megujuld
novényi biomassza hasznositdsaban betoltott szerepiikkel indokolhatdo, masrészt annak
koszonhetd, hogy ezek az enzimek az €l szervezetben rengeteg biologiai folyamatban
kozponti jelentéséggel birnak. Mozgodsitjak a tartalék energiaforrasként raktarozott
poliszacharidokat, részt vesznek a glikolipidek ¢és glikoproteinek oligoszacharid
oldallancainak metabolizmusédban, ami nagy jelentéségli a sejtek kozotti jelatviteli
folyamatokban illetve az extracellularis fehérjék transzportjdban. A humén gyogyaszatban a
glikozid hidrolazokat kodold gének hibaja felelds sok genetikusan 6roklddd betegségért ill. a
glikozid hidrolizis specifikus inhibitorai potencidlis gyogyszerként szolgalhatnak, pl.
diabétesz vagy virusfert6zések esetén.

A glikozidaz enzimeknek a természetben betoltott szerepiik mellett ipari
felhasznalasuk is jelentds. A celluloz a legnagyobb mennyiségben eléforduld, megljulo
ndvényi biomasszabodl szarmazo szénhidrat forrds, melyben hatalmas potencidlis lehetéségek
rejlenek; alapanyaga lehet az élelmiszer, lizemanyag ill. vegyiparoknak. Az alkalmazasi
teriiletek koziil a legfontosabb a bioetanol, mint kornyezetbarat iizemanyag vagy adalék
alkalmazasa, melynek hasznalatdval a modern kort fenyegetd kornyezetvédelmi problémakat
csokkenteni lehetne. A celluloz biokonverzidjadnak egyik igéretes aga a celluléz enzimatikus
hidrolizise gliikdzza. Az eljaras kiinduld anyaga a hatalmas mennyiségben rendelkezésre allo,
megujuld biomassza. Az enzimatikus hidrolizis soran celluldz enzimrendszert alkalmaznak,
mellyel elkeriilik a melléktermék képzddést és magasabb gliikkoz hozamot érnek el, mint a
hagyomdnyos savas hidrolizises eljarassal. A cellulozbol torténd etanol eldallitds sikere
nagyrészt a lignocelluloz eldkezelésén, nagyon hatékony cellulaz enzimkomplex
alkalmazasan és olyan mikroorganizmusokon mulik, amik hatékonyan fermentaljak a gliikozt
etanolld. A celluldz enzimrendszerben a [B-gliikkozidazok szerepe a koztitermék cellobidz
lebontdsa, ami géatld hatdsti az enzimrendszer tobbi tagjara nézve. Ilyen médon a f-
gliikkoziddzok szerepe nem elhanyagolhatd a cellul6z enzimatikus hidrolizisében. Szdmos
példa mutatja, hogy Aspergillus erdetii B-glilkozidazokat sikeresen alkalmaztak celluldz
hidrolizis soran, ndvelve ezzel az enzimatikus lebontas hatékonysagat.

Kiterjesztve az 0j enzimforrasok kutatasat, munkam sordn A. carbonarius éltal termelt
—D—gliikozidaz enzimet vizsgaltam. Errél az enzimrdl az irodalomban még nincs informacio,

viszont potencidlisan hasznédlhato biotechnoldgiai eljarasokban.



Céljaink a kovetkezok voltak:

—az A. carbonarius altal termelt B—gliilkoziddz izoldldsa, a gomba enzimtermelésének
Osszehasonlitdsa mads, ismert Aspergillus fajok P—gliikoziddz termelésével; emellett a B—
gliikoziddz biokémiai jellemzése és tulajdonsagainak dsszehasonlitdsa mas, ismert Aspergillus
fajok B—gliikkozidézainak tulajdonsagaival

—az enzim tiszta formdban torténd kinyerése

—a P—gliikoziddz miikodési mechanizmusénak vizsgalata, ezen belill a szubsztrat kotdhely
tanulmanyozéasa kiilonbozé inhibitorok alkalmazasaval. Terveztik az aktiv centrum
felépitésében részt vevd és katalitikus szerepet jatsz6 aminosav oldallancok vizsgalatat
kinetikai modszerekkel és specifikus kémiai modositdé reagensekkel. Célul tiiztiik ki az N-
bromacetil-B-D-gliikopiranozilamin, mint aktiv centrum specifikus inaktivator molekula

szintézisét ¢s affinitas jeloloként valo kiprobalasat.

2. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Kisérleteimhez a harom Aspergillus torzs (A. carbonarius, A. niger és A. phoenicis)
altal termelt B-glikoziddz enzimeket kétféle tenyésztési modszerrel nyertem; folyékony,
gliikoz C-forrast tartalmazd taptalajon illetve szilard, buzakorpa C-forrést tartalmazo
taptalajon tenyésztettem a torzseket. Az enzimek tisztitasara az elvalasztidstechnika modern
modszereit alkalmaztam, nevezetesen hidrofob kromatografiat, méretkizarasos kromatografiat
¢s  kromatofokuszalast. Az  enzimpreparatumok  tisztasdgat  SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel ellendriztem. Az A. carbonarius B-glikoziddz moltdmegének
meghatarozasa SDS-PAGE ¢és méretkizarasos kromatografia segitségével tortént.

Az enzimaktivitdsokat spektrofotometrids modszerrel hataroztam meg. A kinetikai és
inhibicios kinetikai vizsgéalatoknal a klasszikus enzimkinetikai modszereket alkalmaztam. A
kinetikai paraméterek meghatarozasanal a sziikséges nem linedris illesztéseket GraFit illesztd
programmal végeztem. Ugyanezt a programot alkalmaztam a kinetikai paraméterek pH fiiggés
vizsgalatanal a disszocidbilis oldallancok savi disszociacios allandoinak meghatarozasara a
szabad enzim molekulaban (pKg;, pKg2) és az enzim—szubsztrat komplexben (pKgsi, pKes2)
valamint a pH fliggetlen kinetikai paraméterek meghatarozasara a diprotikus enzim modell
alapjan. Szintén nem linedris illesztéssel hataroztam meg az inaktivacios méréseknél a

modositott csoportok pK értékeit.



A katalitikus aminosav oldallancok tipusanak felderitését €s az enzim katalitikus
mukodésében betoltott szerepliket csoportspecifikus  kémiai modositd  reagensekkel
vizsgaltam. A modositasi reakciokat inaktivacios kinetikai modszerekkel értékeltem ki, az
adott esetre alkalmazhat6 kinetika szerint. Kompetitiv ligand alkalmazasaval bizonyitottam a
modositott csoportok aktiv centrumbeli lokalizaciojat.

Az affinitds jelolési vizsgalatokhoz hasznalt reaktiv szubsztrat analdog molekula
szintézisénél a preparativ szerves kémia mikro és makro modszereivel dolgoztam. A
prepardtum  tisztasagat  vékonyréteg  kromatografidas = modszerrel  ellendriztem,

szerkezetbizonyitasat NMR modszerrel hajtottam végre.

3. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

Kutatomunkam soran fungalis eredetli, Aspergillus carbonarius-bdl izolalt B-
gliikozidaz enzimet tanulmanyoztam. Mivel errél az enzimrdél nincs informacié az
irodalomban, a dolgozat f6 részét képezd miikodési mechanizmus vizsgalatok mellett fontos

volt a B-gliikozidaz tisztitasa, kinetikai és biokémiai jellemzése.

3.1. Az A. carbonarius B-gliikozidaz termelésének osszehasonlitasa kiilonboz6 Aspergillus
torzsek p—gliikozidaz termelésével

Az enzimforrasként valasztott, s az irodalomban kevéssé ismert A. carbonarius [-
glikozidaz termelését két masik ismert Aspergillus faj, az A. niger és A. phoenicis B-
gliikozidaz termelésével hasonlitottam 6ssze. Mindharom torzs extracellularis B-gliikozidazt
termelt. A kisérletek sordn kétféle taptalajon tenyésztettem a hdrom kiilonbozd torzset; szilard
fazisu buzakorpa C-forrast, és folyékony, gliikéz C-forrést tartalmazé taptalajt alkalmaztam.
Az enzim termelés a maximumot a folyékony taptalaj esetén a 9. napon, a szilard taptalaj
esetén a 10. napon érte el. A folyékony fazisu fermentacio esetén a P—gliikkoziddz termelés
csak a gliikkdz teljes felhasznalasa utdn indult meg, ez a katabolit represszid jelensége.
Mindkét esetben folyamatosan nétt a B—gliikoziddz mennyisége a fermentlében az utolso
napig. Gliikkéz C-forrason az A. phoenicis bizonyult a legjobb B—gliikkoziddz termeldnek, a
legmagasabb enzim aktivitds, hozam ¢és produktivitas értékekkel, mig a legjobb specifikus
aktivitas értéket az A. miger mutatta. Buzakorpa C-forrdson az A4. niger volt a legjobb

enzimtermelo.



3.2. Az A. carbonarius B-gliikozidazanak tisztitasa és biokémiai tulajdonsagainak
osszehasonlitasa kiilonboz6 Aspergillus torzsek p—gliikozidazaival

A P—gliikoziddzok tiszta forméaban vald kinyerésére harom Iépéses tisztitasi eljarast
dolgoztam ki, mely hidrofob kromatografiabol, méretkizardsos kromatografiabol ¢és
kromatofokuszalasbol allt. Az A. carbonarius B—gliikkozidaz esetén a tisztitasi folyamat végén
az enzim 102-szeresére tisztult és 60 %-s hozammal kaptam vissza. Az enzimoldat tisztasagat
SDS-PAGE-] igazoltam. A p—gliikoziddzokat tisztitisuk sordn a taptalajban levd
poliszacharidokon és szinanyagokon kiviil szennyezd fehérjéktdl is el kellett valasztani. Ezek
koziil kihivast jelentett a gomba altal termelt kiilonb6z6 hidroldz enzimek, a [p-D-
galaktozidaz, B—D-xilozidaz és a—L-arabinozidaz elvalasztasa.

Mindharom torzs altal termelt enzimrél megéllapitottam, hogy csak B-gliikkozidaz
aktivitassal rendelkezik, azaz sziik szubsztrat specificitasi. Meghatdroztam az enzimek
izoelektromos pontjat kromatofokuszalassal. Az A. carbonarius altal termelt P—gliikozidaz
savas jellegli fehérje, mivel izoelektromos pontja pH 4.2. Vizsgéltam a pH és a hdmérséklet
hatasat az enzim miikddésre €s stabilitdsra pNP-Glc és cellobiéz szubsztratokkal. Az A.
carbonarius p—gliikozidazanak hdmérséklet optimuma mindkét szubsztrattal 60 °C volt és két
6ra inkubalas utan 50 °C-ig 6rizte meg stabilitisat. pH optimuma pNP-Glec szubsztrattal pH
5.0, cellobiéz szubsztrattal pH 4.0-4.5 volt és pH 4.0-8.0 tartomanyban bizonyult stabilnak.
Az A. niger-bol és A. phoenicis-bol izolalt B—gliikkozidazok hasonlé tulajdonsagokkal
rendelkeztek illetve nem volt kiilonbség a kétféle taptalajon termelt enzimek kozott sem.

Meghataroztam az enzimek jellemzd kinetikai paramétereit pNP-Glc és cellobidz
szubsztratokkal. A paraméterek az A. carbonarius p—gliikkozidaza esetén a kovetkezok voltak,
pPNP-Glc szubsztratra: K,=0.67 mM ¢és V=224 mkatal/kg, cellobiéz szubsztratra: K,,=3
mM és Vimax=243 mkatal/kg. Az A. niger és A. phoenicis altal termelt f—gliikoziddzok a K,
értékekben nagy hasonldsdgot mutattak az A. carbonarius enziméhez, a vizsgélt harom B—
gliilkoziddz biokémiai tulajdonsadgai kozel azonosak (2. tablazat). Cellobidéz szubsztrat
alkalmazasakor a K, értékek 3.4—6.2-szer nagyobbak voltak, mint a pNP-Glc szubsztrat
esetén, a Vinax/Km adatok pedig 24-65 %-ai voltak a pNP-Glc szubsztratra mért értékeknek. A
két szubsztrat esetén tehat jelentds eltérést mutattak az enzimek mind affinitdsban, mind
hatékonysagban; a pNP-Glc felé nagyobb affinitassal rendelkeztek és hatékonyabban is
hidrolizaltak. Ez azt jelzi, hogy a p-nitro-fenol aglikon sokkal jobb tavoz6 csoport. Az A.
carbonarius B-gliikozidaz esetén SDS-PAGE alkalmazasaval megallapitottam, hogy az enzim

moltomege 108 kDa.



2. tablazat. A kiilonb6zo Aspergillus torzsek altal termelt p—gliikozidazok pNP-Glc és

cellobioz szubsztratra vonatkozo Kinetikai paraméterei*

Torzs PNP-Glc cellobioz
Kn Vmax Vmax/Km K Vmax Vmax/Km
(mM) (mkatal/kg)  (kat/kg-M) (mM) (mkatal/kg)  (kat/kg-M)
A. carbonarius 0.67 224 335 2.99 243 81
A. niger 0.48 372 775 2.97 595 200
A. phoenicis 0.58 267 461 2.0 404 202

*Az értékek a buizakorpa C-forrason eldallitott enzimekre vonatkoznak.

3.3. Az A. carbonarius altal termelt B-gliikozidaz miikodési mechanizmusanak vizsgalata
3.3.1. A szubsztratkoto hely vizsgalata

Az altalam vizsgalt 4. carbonarius B-glilkkozidaz sziik szubsztrat specifitdsi enzim,
azaz csak B-glikkozidos kotést hidrolizal. Ez a tény arra utal, hogy a szubsztrat piranozid
gylrtijén taldlhaté hidroxil csoportok térallasa abszolut, barmilyen eltérés valdsziniileg
eszencialis hidrogén kotések kialakulasat gatolja meg.

A szubsztratkotd hely felderitését inhibicids kinetikai vizsgalatokkal végeztem. A
szubsztrat glikon részével vald kolcsonhatisrol adnak felvildgositast a gliikozzal és a
gliitkonsav(1-5)laktonnal végzett inhibicios kisérletek. A gliik6z jo gatlo hatasa arra utal, hogy
ellentétben a tanszéken korabban vizsgalt B-gliikkozidazokkal, az aktiv centrumnak a
cukorrésszel kialakulo kolcsonhatdsa ugyanolyan fontos, mint a hidrofob aglikonnal 1étrejovo
kolcsonhatds. Az aldonsav-laktonok a glikoziddzok nagyon specifikus, atmeneti allapot
analog inhibitorai. A gliikonsav(1-5)lakton igen jo gatld hatdsa bizonyiték arra nézve, hogy az
atmeneti allapotban a szubsztrat félszék konformaciot vesz fel. Az 1-tio-gliikozid tipusu
inhibitorok alkalmazédsa ramutatott, hogy az aglikon kotOhely hidrofob jellegii, hiszen a

hidrofil aglikon csoportot tartalmaz6 inhibitor esetén gyengébb kotddés jott 1étre.

3.3.2. A kinetikai paraméterek pH fiiggésének vizsgalata

A kinetikai paraméterek pH fliggés vizsgalatinak eredményei szerint az enzim
miikodése 6sszhangban van a diprotikus enzim modellel, azaz a szubsztrat hidrolizisében két
ionizalhatd6 aminosav oldallanc vesz részt, melyek koziil az egyiknek deprotonaltnak, a
masiknak protonaltnak kell lennie a hatékony miikodés érdekében. Ezen vizsgalat jelentosége,

hogy segitségével kovetkeztetni lehet az enzim mikodésében, azaz az enzim-szubsztrat



komplex kialakuldsdban és a szubsztrat hidrolizisében részt vevd, ionizalhatd katalitikus
csoportok jellegére. A Vimax pH fiiggése felvildgositast ad a szubsztrat hidrolizisében részt
vevO aminosav oldalldncokrdl, a Vi./Km pH fliggése az enzim hatékonysagara, a szubsztrat
megkotésére utal. Vizsgalataim soran a pNP-Glc-re vonatkozd kinetikai paraméterek pH
fliggését tanulmanyoztam. A Viyax/Km pH fiiggésének vizsgalatakor az aminosav oldallancok
disszociaciés allandoira kapott értékek pKg=2.8 illetve pKg»=5.93 voltak. Ezek az értékek
arra engednek kovetkeztetni, hogy egy ionizalt karboxilat csoport mellett egy protonalt
karboxil csoport vesz részt az ES komplex kialakitasaban. Az emlitett ionizalt karboxilat igen
alacsony pK értéke (pKg=2.8) szerint ez egy erOsen savas jellegli csoport. A Vix pH
fliggésének vizsgalata szerint a katalizisben részt vevo oldallancok pK értékei: pKgsi=2.24 és
pKes;=6.14. Ezek a csoportok hasonldak a Viu/Knm pH fliggésénél megallapitott
csoportokhoz. Ezeknek az oldallancoknak a savassdga a szubsztrat kotédése révén ugy
valtozik, hogy a disszocidlt csoport még disszocialtabb lesz a protonalt oldallanc pedig

gyengébben savassa valik, ami a katalizis szempontjabol kedvezo.

3.3.3. Karboxil oldallancok kémiai modositasa

A fenti eredményekbdl kiindulva konkrétan meg kivantam vizsgalni a karboxil
csoportok lehetséges szerepét az enzim mikddésében Megallapitottam, hogy az A.
carbonarius p-glikozidaza valoban tartalmaz olyan karboxil csoportokat, melyek
eszencialisak az enzim miikodése szempontjabdl, s ezek Asp vagy Glu aminosavak karboxil
oldallancai. Ezek koziil legalabb az egyik az enzim aktiv centruméban talalhat6 és szerepe a
szubsztrat hasitasaban van.

A vizsgalatok soran két, karboxil csoportra specifikus reagenssel (vizoldhato
karbodiimid  —I-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid, EDAC-  glicin-metil-észter
jelenlétében és Woodward reagens K) végeztem kémiai modositasi reakcidkat. Mindkét
reagens inaktivalta az enzimet és a reakciok kinetikdjanak analizise azt mutatta, hogy a
karbodiimid kétfazisu kinetika szerint, a WRK pszeudo—elsérendii kinetika szerint inaktivalta
a B-glikozidazt. A kiilonbség oka, hogy az inaktivalds mechanizmusa eltéré a két reagens
esetén. A WRK a szubsztrattal valo nagyobb szerkezeti hasonldsaganal és hidrofob jellegénél
fogva specifikus az aktiv centrum karboxil csoportjaira. Ezzel szemben az EDAC esetén a
valodi mddositod reagens az EDAC altal aktivalt glicin-metil-észter, ami minden hozzaférhetd
karboxil csoportot modosit, igy kevésbé specifikus. A vizsgalatok eredményébdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy az A. carbonarius B-glikoziddza valdban tartalmaz olyan karboxil

oldallancokat melyek eszencidlisak az enzim miikodése szempontjabol. Tovabba mindkét



esetben elvégeztem az inaktivalast egy kompetitiv inhibitor jelenlétében is. Az inhibitornak az
inaktivalasra kifejtett védohatasaval bizonyitottam a modositott csoportok aktiv centrumbeli
lokalizaciojat. A karbodiimides inaktivalds pH fiiggésébdl meghatarozott savi disszocidcios
allandé pKa=4.61, ami arra utal, hogy a modositott csoport egy Glu vagy egy Asp karboxil
oldallanca. Figyelembe véve, hogy az inaktivalas a legnagyobb sebességgel az enzim pH
optimuma kornyékén ment végbe (pH 4.5-5.5), és ezen a pH-n a nukleofil deprotonalt, a
protonalé aminosav oldallanc pedig protonalt, feltételezhetd, hogy az inaktivator a katalitikus
nukleofilt moédositotta. A moddositott csoport szubsztrat hasitdsban betoltott szerepének
igazolasara vizsgaltam az inaktivalasnak az enzim kinetikai paramétereire gyakorolt hatasat.
Eredményeim szerint a blokkolt karboxil csoportnak a szubsztrat hasitdsaban van szerepe,
hiszen a WRK-val torténé modositas hatdsara a Vi, értéke csokkent, mig a K, gyakorlatilag

valtozatlan maradt.

3.3.4. Az aktiv centrumban talalhato karboxil oldallancok affinitas jelélése

A specifikus kémiai reagensekkel torténd modositasok eredményeit tovabb vizsgalva
az aktiv centrumban taldlhatd karboxil csoport affinitéds jelolését kivantam megvaldsitani egy
reaktiv szubsztrat anal6g molekulaval, az N-bromacetil-B-D-gliikopiranozil-aminnal, melynek
affinitds jelold tulajdonsagat mas B-glikozidazok esetén bizonyitottdk. Az NBAGA-t
szintetikus uton allitottam el6, az eldallitas két 1€pésbol allt. Az elsé 1épésben bromecetsav-
anihidridet szintetizdltam brémecetsavbol és N,N'-diciklohexil-karbodiimidbdl, majd ezt
kovetden a bromecetsav-anhidrid és [-D-gliikkopiranozil-amin reakciojaval kaptam az
NBAGA-t.

A szintetizdlt NBAGA alacsony koncentracioban hatékonyan inaktivalta az enzimet.
Az inaktivalodés ebben az esetben is latszolagos elsérendii kinetikaval irhat6 le. A mddositas
aktiv centrum specifikus (affin jel6l6) jellegét kompetitiv ligand segitségével bizonyitottam,
melynek jelenlétében csokkent az inaktivalas sebessége. Az inaktivalas pH fliggése alapjan
nagyon valdszinii, hogy a modositott karboxilat a katalitikus nukleofillel azonos. Tovabbi
bizonyiték, hogy a modosult oldalldncra meghatarozott pKa érték (pKa=4.5) dsszhangban volt
a karbodiimid altal médositott csoport pKa értékével, ami megfelel a katalitikus nukleofil savi
disszociaciés allandojanak. Ezek szerint a két reagens ugyanazt a karboxil csoportot
modositotta. Eredményeim egyeznek korabbi megfigyelésekkel, melyek szerint az inaktivator
a katalitikus nukleofilt médositja. Ezek szerint az NBAGA-I torténd inaktivalas feltételezett

mechanizmusat mutatja be az 1. 4bra.
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1. abra Az A. carbonarius B-gliikozidaz N-brémacetil-B-D-gliikopiranozil-aminnal

torténo inaktivalasanak feltételezett mechanizmusa.

4. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASANAK LEHETOSEGEI

Az Aspergillus carbonarius B-gliikkozidaza sokrétiien felhasznalhaté a gyakorlatban:
A B-gliikkoziddzok biotechnologiai alkalmazéasa igen jelentds, s igy az Aspergillus
carbonarius altal termelt B-gliikkoziddz is felhasznalhato elsdsorban biomassza lebontési

folyamatokban ill. a cellulozbol kiindulo6 gliikozon at térténd bioetanol gyartasban.



Az affin jelolési technika, melyet a p-glikoziddz miikodési mechanizmusanak
vizsgalatara alkalmaztunk, Ilehetdséget teremt a katalitikus aminosav azonositdsara,
pontmuticioval torténd cseréjére, s igy a celluloz hidrolizisének hatékonyabbd tételére.
Emellett lehetdséget nytjt mas B-gliikkoziddzok esetén is a katalitikus csoportok azonositasara.

A katalitikus csoportok pontmutécios cseréjével lehetévé valik a enzim altal katalizalt
reakcio hidrolitikus aktivitdsanak megvaltoztatasa, azaz a transzferaz aktivitds megnovelése
¢s a gliikozil csoportnak mas szénhidrat akceptorokra torténd atvitele. Ez lehetdvé teszi az igy
modositott enzimek komplex oligoszacharidok szintézisében torténd felhaszndlasat, amelyek
a glikoproteinekben fontos szerepet tdltenek be. Ezek kémiai szintézisénél a véddcsoportok és
regio- ill. kemoszelektiv reagensek nehézkes alkalmazasat helyettesitve az enzim specifitasa

alkalmazhato.
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