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1. BEVEZETES

A szénhidratok, mono-, di-, oligo- vagy poliszacharidok formdjaban, egyediilallo
szerepet jatszanak a természetben. A kisebb oligoszacharidok esetén is csillagaszati
nagysagrendii a lehetséges monoszacharid kombindciok szama (Laine 1994), s ez
eredményezi ezen vegyliletek szerkezeti és funkciondlis valtozatossagat, ami sokkal nagyobb,
mint a hasonldé méretli peptidek illetve nukleinsavak esetén lehetséges. Ezért jatszhatnak az
oligo- és poliszacharidok kozponti szerepet megannyi bioldgiai folyamatban. Ennélfogva az
enzimek, melyek ezeket a molekulakat hidrolizaljdk —a glikozid hidrolazok— az €16
szervezetben rengeteg biologiai folyamatban vesznek részt. Mozgositjdk a tartalék
energiaforrasként raktarozott poliszacharidokat, jelentds szerepiik van a glikolipidek és
glikoproteinek oligoszacharid oldallancainak metabolizmusdban, ami igen fontos sejtek
kozotti jelatviteli folyamatokban illetve az extracellularis fehérjék transzportjdban. A human
gyogyaszatban a glikozid hidrolazokat kodolo gének hibaja felelds sok genetikusan 6roklédo
betegségért ill. a glikozid hidrolizis specifikus inhibitorai potencidlis gyodgyszerként
szolgalhatnak, pl. diabétesz vagy virusfertézések esetén (Itzstein és Colman 1996, Taylor
1996).

A glikozidos kotés a legerdsebb kotés a természetben eléforduld biopolimerekben; a
celluloz és a keményité spontdn hidrolizisének felezési ideje nagyjabol 5 millio év
(Wolfenden 1998). Az enzimek, melyek ezen vegyiiletek hidroliziséért felelosek igen nagy
kihivassal néznek szembe, mégis nagyon hatékonyan, 1000 s sebességi allandoval valositjak
meg ezt a feladatot. Ezaltal a biokatalizatorok kozott megérdemelten kaptdk az elismerést,
mint a leghatékonyabban miik6dd enzimek.

A celluloz a legnagyobb mennyiségben el6forduld, ndvényi biomasszabol szarmazo
szénhidrat forras, évente kb. 4x10'° tonna mennyiségben képzSdik (Coughlan 1985). Az
elmult évtizedekben megndtt az érdeklddés a celluloz irant, melynek oka, hogy az évrdl évre
megujuld cellulézban hatalmas potencidlis lehetdségek rejlenek; alapanyaga lehet az
¢lelmiszer , lizemanyag- ill. vegyiparnak. Az alkalmazasi teriiletek koziil a legfontosabb a
bioetanol, mint kdrnyezetbarat lizemanyag vagy adalék alkalmazasa, melynek hasznalataval a
modern kort fenyegetd kornyezetvédelmi problémakat csokkenteni lehetne. Egy

kornyezetbarat és gazdasagos etanol gyartasi technologia kidolgozasa nagy kihivést jelentett a



kutatok szdmara. A celluloz biokonverzidjanak egyik igéretes aga a celluldoz enzimatikus
hidrolizise gliik6zza. Az eljaras kiinduld anyaga a hatalmas mennyiségben rendelkezésre allo
biomassza. Az enzimatikus hidrolizis sordn celluldz enzimrendszert alkalmaznak, mellyel
elkeriilik a melléktermék képzOodést €s magasabb gliikoz hozamot érnek el, mint a
hagyoményos savas hidrolizises eljarassal. A cellulozbdl torténd etanol eldallitas sikere
nagyrészt a lignocelluloz eldkezelésén, nagyon hatékony celluldz enzimkomplex
alkalmazaséan és olyan mikroorganizmusokon mulik, amik hatékonyan fermentaljak a gliikozt
etanolld. A celluldz enzimrendszerben a -gliikkozidazok szerepe a koztitermék cellobioz
lebontdsa, ami gatlo hatdsti az enzimrendszer tobbi tagjara nézve. Ilyen médon a -
gliikkoziddzok szerepe nem elhanyagolhat6 a celluloz enzimatikus lebontasaban. Szamos példa
mutatja, hogy Aspergillus erdetii -gliikkozidazokat sikeresen alkalmaztak cellul6z hidrolizis
soran, novelve ezzel az enzimatikus lebontas hatékonysagat. Az altalam vizsgalt, Aspergillus
carbonarius-bol izolalt -gliikkoziddazban szintén benne rejlik az ipari felhasznalas lehetdsége,
s a téma érdekességét adta, hogy errdl az enzimrdl és miitkodési mechanizmusardl még nincs

informacid az irodalomban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A -gliikkozidazok miikodési mechanizmusa

2.1.1. A glikozidazokrol altalaban

A glikozid hidrolazok és glikozil transzferazok altal katalizalt reakciok a cukorgytirii
C-1 telitett szénatomjan végbemend nukleofil szubsztitiicios reakciok. Ezek a reakciok
vagy megvaltozasaval (inverzid). A retencios enzimek esetén a glikozil csoport atvitele egyik
hidroxil csoportrol a masikra, azaz a glikozid hidrolazok és a glikozil transzferdzok kozotti
kiilonbség néha csak az atvitel fokdnak és a bioldgiai funkcidonak a kérdése. Sok retencids
glikozidaz képes glikozil csoportot atvinni alkoholokra illetve 1éteznek glikozil transzferazok
melyek hidroldz aktivitassal birnak. A mikroszkopikus reverzibilitas elvét figyelembe véve
belathato, hogy ha egy glikoziddz O-glikozid szubsztratjat hasitva a glikozil csoportot
alkoholra viszi at, a teljes reakci6 a konfiguracié megtartasaval kell hogy végbemenjen,
ellenkezd esetben az enzim a szubsztrat mindkét anomerjével aktiv lenne. A mikroszkopikus
reverzibilitds nem alkalmazhaté olyan esetekben, ahol a tdvozd csoport és az akceptor
molekula szerkezete alapvetden kiilonbozik, ilyenkor a transzferdz a konfiguracio
inverziojaval miikodik. A gyakorlatban sokkal konnyebb megéllapitani egy transzferaz
aktivitds sztereokémiajat, mint egy hidrolazét, mivel a hidrolizis kezdeti termékei

mutarotalhatnak (Sinnott 1987).

2.1.2. A retencios glikoziddzok

A glikoziddzok mitkddésére vonatkozo elméletek koziil sok Phillips és mts-i munkéjan
alapult, akik uttéronek szamitanak abbdl a szempontbo6l, hogy els6ként hatdroztdk meg egy
enzim, a tyuktojas fehérjebdl izolalt lizozim (endo -1,4-N-acetil-hex6zaminidaz) szerkezetét
rontgen krisztallografia segitségével (Blake és mts-i 1967). A rontgen krisztallografiaval
meghatéarozott szerkezet szerint az enzim hat szénhidrat kotohellyel rendelkezik. Phillips és
mts-i javaslata szerint a Glu35 savkatalitikus csoport protonalja a glikozidos oxigén atomot €s
az Asp52 negativ toltésti ion az aglikon tavozasa utdn stabilizdlja a glikozil kation
koztiterméket. A kotés valtozasok €és a mechanizmus leirdsa kétségteleniil korrekt, azonban a

kotések kialakuldasdnak pontos idébeli sorrendje és energetikdja nem hatarozhatdé meg rontgen



krisztallografia segitségével (Sinnott 1987). A hex6zaminidazok esetén, igy pl. a lizozimnal is
sokéig ugy gondoltdk, hogy a pozitiv toltést hordozd oxazolin gylirii stabilizdlja a kozti
terméket. KésObbi vizsgéalatok soran azonban mind a hex6zaminiddzoknal, mind a
glikozidadzoknal kideriilt, hogy a koztitermék nem glikozil kation (ami stabilitasi okokbol nem
is létezhet anionos nukleofil kozelében), hanem oxokarbonium atmeneti allapoton keresztiil
kovalens glikozil-enzim koztitermék képzddik (Vocadlo és mts-i 2001, Zechel és Withers
2001).

A jelenleg rendelkezésre all6 mitkodési mechanizmust leiré adatok a Koshland (1953)
altal mintegy 50 éve kidolgozott, retencids glikoziddzok miikddési mechanizmusara
vonatkoz6 elmélettel irhatok le. Az elmélet szerint a mechanizmus fontos jellemzdi: 1) egy
savkatlitikus csoport ami a szubsztrat glikozidos oxigénjét protonalja; 2) az aglikonnal
ellentétes oldalon talalhatd karboxilat csoport; 3) ez a karboxilat csoport a C-1 szénatommal
axialis pozicioban kovalens glikozil-enzim koztiterméket hoz létre; 4) ez a kovalens
intermedier oxokarboénium—ion &atmeneti allapoton keresztiil jon Ilétre; 5) a sebesség
novekedéséért kiilonb6z6 nem kovalens kdlcsonhatasok feleldsek (1. abra).

Az inverzids ¢és a retencios enzimek miitkodésének kiilonbozdsége ellenére érdemes
megjegyezni, hogy mindkét tipusu enzim az aktiv centrumban egy karboxil és egy karboxilat
oldallanccal ,,miikodik™ és a hidrolizis mindkét esetben oxokarbonium—ion dtmeneti allapoton
keresztiil megy végbe. Az inverzids enzimek a glikozidos kotést egyetlen 1épésben hasitjak,
ahol az egyik csoport bazisként (nukleofil), a masik savként (protondl6 oldallanc) funkcional.
Az enzim miikodés sztereokémiajat a katalitikus csoportok térbeli elhelyezkedése hatarozza
meg. A retencids enzimek esetén a két katalitikus oldallanc egymastol kb. 5A tavolsdgra
helyezkedik el, az inverziés enzimek esetén ez a tavolsag kb. 10 A, mivel a nukleofil viz
molekuldnak be kell illeszkednie a bazis ¢és az anomer C atom kozé (Davies and Henrissat

1995).



1. abra. A retencios —glikozidazok Koshland féle miikodési mechanizmusa

2.1.3. Szekvencia homologia, feltételezett katalitikus csoportok

A szekvencia homologia vizsgalatok €s a glikozid hidrolazok csoportositdsa soran
felfigyeltek egy konzervalt régidra néhany enzim szekvenciajaban; 16, az A csaladba (Béguin
féle csalad) tartozo cellulaz tartalmazott egy N-E-P szakaszt (Clarke és mts-i 1993). Ezek
koziil két, egyébként kevés homoldgiat mutaté cellulaz esetén irdnyitott mutagenezis

vizsgalatokkal megerdsitették, hogy a szakasz kozepén levé Glu aminosavnak esszencidlis



szerepe van a katalizisben (Baird és mts-i 1990). Ezt kdvetden kimutattak, hogy ez a motivum
jelen van az 1. csalad —gliikozidazaiban és a homologiat kiterjesztették egy-egy kozeli Arg
¢s His aminosavra is (Grédbnitz és mts-1 1991). Ez utdébbi aminosavak szerepének
vizsgalatakor azonban kideriilt, hogy nincs katalitikus szerepiik. Az His esetében iranyitott
mutagenezis és kémiai modositasi reakciok segitségével kimutattdk, hogy nem toltheti be a
proton donor szerepét, az Arg pedig valészinilleg az enzim kedvezd struktirdjanak
kialakitasaban jatszik szerepet (Belaich és mts-i 1992, Tomme és mts-i 1991). Mig a N-E-P
szakasz Glu aminosavardl feltételezhetd, hogy a katalizis soran proton donorként miikédik
(erre vonatkozoan az elsé bizonyitékot egy endogliikandz esetén irdnyitott pontmutacios
vizsgélatokkal Wang és mts-i szolgaltattak, 1994), affinités jelolés és csapdazasi kisérletekkel
mas Glu/Asp aminosavak ,,személyében” azonositottdk a katalitikus nukleofil partnert.
Withers és mts-1 Agrobacterium —gliikkozidaz esetén igy azonositottak a Glu-358 aminosavat
katalitikus nukleofilként, ami egy masik konzervalt blokkban helyezkedik el (I/V-T-E-N-QG),
ez a Béguin féle A csalddban a N-E-P szakaszhoz hasonldan elterjedt (Withers és mts-i 1990).
Glikozidazoknal ez volt a katalitikus nukleofil elsé egyértelmii azonositdsa. Az A csaladba
tartozo glikoziddzok retencidés mechanizmussal mikodnek (Gebler és mts-1 1992b). Mind a
N-E-P, mind az I/V-T-E-N-G motivum erdsen konzervalt az A csalad enzimei kozott, ami
alapjan feltételezhetd, hogy az Agrobacterium —gliikoziddz Glu-358-nak megfeleld Glu
aminosavak toltik be a katalitikus nukleofil szerepét a csalad glikozidazaiban (Trimbur és
mts-1 1993). Hasonloan, affinitas jelolés modszerrel azonositottdk a nukleofilt Cellulomonas
fimi —exogliikandzban, ahol a nukleofilként meghatarozott Glu274 egy, a —gliikanazokban
konzervalt I-T-E-L-D motivum glutaminsava (Tull és mts-i 1991). Escherichia coli lacZ -
galaktozidazban is egy Glu (Glu573) tolti be a nukleofil szerepét (Gebler és mts-i 1992a).
Ezzel szemben a B csaldd enzimjeiben Asp a nukleofil, ami egy masik, erre a csaladra
jellemzd szekvencia szakaszban helyezkedik el (G-X-X-X-S-D-W) (Clarke és mts-i 1993,
Tull és mts-i1 1991). Az inverzios enzim csaladok tagjaira nem jellemzd, hogy hordoznak a
fent emlitett konzervalt szakaszokhoz hasonl6 blokkokat (Hazlewood és mts-i 1993, Damude
és mts-1 1993, Teeri és mts-1 1987), habar B csaladbeli cellulazoknél kimutattak egy I-L-E-P

motivumot (Gilkes és mts-1 1991).

2.14. A -gliikozidazok miikodése: egy remekiil 6sszhangba hozott katalizis
A retencids —glikoziddzok aktiv centrumardl kialakult kép szerint az aktiv centrum
szerkezetileg nagyrészt statikus am elektronikusan dinamikus rés, a funkcids csoportok magas

szintll rendezettségével. Az enzimes reakcid sordn a szubsztrat az, ami egy sor konformacios



valtozdson megy at ebben a nagyrészt allando keretiil szolgaldo résben és igy a fehérje
konformacié valtozasanak probléméja (ami sokkal bonyolultabb és lassitand az enzim
miikodését) elkeriilhetd. Nagy jelentdséggel birnak az oxokarbonium ion atmeneti allapotot
stabilizal6 hatasok, mint pl. a cukorgylrii konformécio torzulasa, amit a cukor 2-s helyzetl
hidroxil csoportja és a nukleofil kozotti hidrogén kotés stabilizél, illetve elektrosztatikus
kolcsonhatasok a gylirli oxigénnel. Ma mar az is egyértelmli, hogy a —glikoziddzok
tobbségeénél az atmeneti allapotok kovalens koztiterméket fognak kozre (Zechel és Withers
2000). Az aldbbiakban a —glikozidazok milkddésének alapvetd és legjellemzObb vonasait
tekintem at.

Nem kovalens kolcsonhatasok: A legtobb enzimnél a miikodés fontos részét képezik a
nem kovalens enzim-szubsztrat kolcsonhatasok, melyek legkedvezobb modon az 4tmeneti
allapotban vannak jelen/alakulnak ki. Kozilik legfontosabbak a hidrogén kotések. A
cukorgytiri minden egyes hidroxil csoportjanal a hidrogén kotések jelentdségének igazolasara
j6 modszer a 2,4-dinitrofenil —gliikozid szubsztrathoz hasonlo, de az egyes pozicidkban
hidroxil csoport helyett fluort tartalmazo szarmazékok eldallitdsa és részletes kinetikai
vizsgélata. A mddszert Namchuk és mts-i alkalmaztak Agrobacterium -gliikozidaz esetén. A
2,4-dinitrofenil csoport, mint nagyon jo tavozd csoport hasznalata biztositotta, hogy a
deglikozilezés legyen a sebesség meghatdrozo 1€pés. Minden egyes szubsztratra pre-steady-
state €s steady-state kinetikai paraméterek segitségével értékelték ki, hogyan jarulnak hozza
az egyes hidroxil csoportok az atmeneti allapot stabilizdldsahoz mind a glikozilezési ¢és a
deglikozilezési 1épésnél. Az eredmények szerint a kotési kdlcsonhatdsok a 3-s, 4-s és 6-s
helyzetben egyenként 3-10 kJ mol” energiaval jarulnak hozzd az atmeneti allapotok
energidjahoz, mig alapallapotban a kotési energia sokkal kisebb (< 3 kJ mol™). A
legfigyelemreméltobb kolcsonhatas azonban a 2-s helyzetben jon létre, ami 18-22 kJ mol™
energiaval segiti az atmeneti allapotok stabilizalasat. A  -glikozidazoknal a 2-s helyzetl
hidroxil csoport altal kialakitott hidrogén kotés altaldnos jelenség, energidja egyes esetekben
elérheti a 45 kJ mol 't is (Namchuk és Withers 1995).

Az atmeneti allapot szerkezete: Ma mar bizonyitott, hogy a glikozidazok 4altal
katalizalt reakcidkban az atmeneti allapotban az anomer centrumnak oxokarbonium-ion
jellege van (Namchuk és Withers 1995, McCarter és mts-i 1992), csakigy, mint a spontan
hidrolizis esetén. A glikozil kation két tulajdonsagban kiilonbozik a megfeleld glikozidtol; az
0-5 és C-1 atomok kozott delokalizalt pozitiv toltés van és a C-5, O-5, C-1 és C-2 atomok
egy sikban vannak. Ennélfogva a fenti tulajdonsiagokkal rendelkez0 monoszacharid

szdrmazékoknak 4tmeneti allapot analogként sokkal erdsebben kell kotddnilik az aktiv



centrumhoz, mint az egyszerli glikozidoknak. Ugyanakkor a szoros kotddés sziikséges, de
nem elégséges feltétele annak, hogy egy molekula atmeneti allapot analdg legyen (Sinnott
1987). A valodi atmeneti allapot analdg inhibitorok inhibicids hatékonysdga Osszefliggésben
kell, hogy legyen a megfeleld szubsztrat glikon specifitasaval. Ilyen kapcsolat hidnyaban
lehetséges, hogy egy vegyiilet csak azért bir jo gatlo hatdssal, mert esetlegesen kolcsonhatas
alakul ki az aktiv centrum ¢és az inhibitor kozott és nem sziikségképpen az atmenti allapottal
valo hasonlosag miatt (McCarter and Withers 1994).

Az aldonsav(1-5)laktonok 2-3 nagysagrenddel erdsebben kotédnek az aktiv
centrumhoz, mint a szubsztratok (Lalégerie €s mts-i 1982). A C-5, O-5, C-1 és C-2 atomok
egy sikban vannak, azaz képesek a félszék konformacid felvételére és az észter kotés miatt
részleges pozitiv toltés alakulhat ki a gytrti oxigénen (Leaback 1968). Ezek a vegyiiletek
valodi atmeneti allapot analégoknak tekinthetok (Pocsi és Kiss 1988), azonban nem stabilak.
Ez wutobbi szempontbdl kedvezObbek az 5-amino-5-dezoxi aldozok, pl. nojirimicin,
mannonojirimicin, amik hatékonyan gatoljdk a —gliikoziddzokat és —mannozidazokat (Niwa
és mts-1 1970, Legler és Jiilich 1984). Ugyancsak jo inhibitorok a nojirimicinek redukalt
szdrmazékai, az 1,5-didezoxi-1,5-iminoalditolok. Habar ezek szerkezete nem egyezik meg az
atmeneti allapottal, protondlt formajukban azonban nagyobb hasonlosagot mutatnak vele,
mint akar az aldonsav(1-5)laktonok (Sinnott 1987). A fenti vegyiiletek erds inhibicios hatdsa
bizonyiték arra nézve, hogy az dtmeneti allapot a retencids glikozidazok esetén oxokarbonium
ion jellegti.

A szubsztrat konformacio torzuldasa: elészor a tyuk tojasfehérje lizozim enziménél
vizsgaltak Phillips és mts-i, akik szerint a szubsztratnak ugy kell torzulnia, hogy a gytri
oxigén maganyos elektronparja antiperiplanaris legyen a hasado kotéssel (Imoto €és mits-i
1972, Deslongchamps 1983). Egy ilyen torzulas szerkezeti bizonyitékai azonban nem voltak
egyértelmiiek. Ujabb irodalmakban tbb példa is van a -glikozidézok szerkezet vizsgalatara
hasitatlan szubsztratokkal melyek atérik az aktiv centrumot, s ahol a pirandz gylirli nagy
mértékll torzulasat figyelték meg, 'S; csavart kad konformécioba (Davies és mts-i 1998,
Sulzenbacher és mts-i 1996, Tews és mts-i 1996). Egy ilyen torzulds, amit val6sziniileg az
enzim és a szubsztrat kozotti kolesonhatasok alakitanak ki, tobb moddon is elésegitheti a
szubsztrat hasitasat. E16szor is megengedi, hogy az enzim nukleofilje megtdmadja az anomer
centrumot, tehermentesitve az 1,3 diaxidlis kdlcsonhatastol, ami egyébként jelen van amikor
elmozditunk egy ekvatorialis tdvozo csoportot. A szubsztratot kdzelebb mozditja az atmeneti
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glikozidos oxigént a savkatalitikus csoport altali protondlashoz.



Sav/bazis katalizis: két glikéz molekula kozotti glikozidos kotés hasitdsdhoz
alapvetden sziikséges a savkatalizis, ugyaniigy, mint a bazis katalizis a nukleofil vizmolekula
tamadasanak segitéséhez. A glikozidaz enzimek ezt a problémat nagyon jol ,,megoldottak™. A
sav/bazis katalitikus csoportok azonositasdhoz a 3D szerkezet vizsgalatok nagyon jo
segitséget nyujtanak. Egy masik lehetdség a szekvenciabeli hasonlosag alapjan azonositott
katalitikus csoportok vizsgalata mutdnsok kinetikai analizisével.

A sav/bazis katalitikus csoportok helyettesitése metil csoporttal (Ala) vagy amid
funkciéval (Asn, GIn) olyan mutanst eredményez, aminek a kinetikaja nagyban fiigg a
szubsztrat aglikon részének tavozo tulajdonsagatdl. Olyan szubsztratoknal, ahol az aglikon
nem joO tavozo csoport és szlikség lenne egy protonra a tavozashoz, pl. diszacharidok esetén,
sav katalizis hidnydban a glikozilezési 1épés nagyon lelassul. Ugyanakkor nem valtozik
jelentdsen dinitrofenil illetve glikozil fluorid szubsztratok esetén, melyeknél nincs sziikség
ilyen segitségre. A bazis katalitikus csoport eltavolitdsa miatt a deglikozilezési 1épés viszont
barmilyen, azonos glikon résszel rendelkezd szubsztrat esetén egyforman lassul (200-2000-ed
részére). Reaktiv szubsztratok alkalmazasakor ez a kovalens koztitermék felhalmozodasahoz
vezet, ezt a szokatlanul alacsony K, értékek is jelzik. Néhany esetben a koztitermék csapdaba
ejthetd és izolalhatd (Lawson és mts-1 1997, Wang és mts-i 1995b).

A kinetikai paraméterek valtozasa sziikséges, de nem elegendd feltétel a sav/bazis
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uj termék képzddésével jar egyiitt. Ennek oka, hogy az anion sokkal gyorsabban reagal a
glikozil-enzim koztitermékkel, mint a viz a bazis katalitikus csoport hidnyaban. Vad tipusu
enzimeknél ez nem figyelhetd meg, valosziniileg a toltés taszitds miatt a bazis nem engedi az
aniont a szubsztrat kozelébe. Ez a modszer a sav/bazis katalitikus csoport relative konnyii és
biztos azonositasat teszi lehetdvé.

Egy jo pozicidban levé karboxil csoportot tartalmazod szubsztrat alkalmazasaval a
sav/bazis mutansok katalitikus aktivitdsa visszaallithatd, mint azt Wang ¢és Withers
kimutattak. Agrobacterium -gliikoziddz Glul70Gly sav/bazis mutdnsanal a 2-karboxifenil -
gliikozid hasitisa esetén a ke/Kn érték 10’-szer nagyobb volt, mint a 4-s helyzetben
szubsztitualt izomernél az intramolekularis proton atadas miatt, azaz a katalitikus aminosav
oldallanc helyett a szubsztrat funkcids csoportja biztositotta a protont (Wang és Withers

1995a).



A kovetkezd eredmények azt sugalljak, hogy a sav/bazis katalitikus csoport szigort
rendezettsége nem annyira kritikus az enzim mitkodés szempontjabol, mint a nukleofilé, s ez
megegyezik a két folyamat eltérd sztereoelektronikus igényével. Ha a sav/bazis katalitikus
oldallanc hosszat novelték vagy csokkentették Bacillus circulans xilanaznal (Glul72Ala és
Glul72CysCH,COOH), a glikozilezési 1épés sebessége 2-23-ad részére csokkent aril
xilobiozid és 400-ad részére xilan esetén (Lawson és mits-i 1997). Ennek ellentéteként a
nukleofil oldallanc hosszat csokkentve, a glikozilezési 1épés sebessége aril xilobiozid
szubsztratnal 1600-5000-o0d részére csokkent (Lawson €s mts-1 1996).

A proton donor specifikus atmeneti allapot analdg inhibitorok kifejlesztése segitett
felfedni a sav/bazis katalitikus csoportok rendezettségének bonyolultsagat és finomsagat
(Heightman ¢és Vasella 1999). A GH-A klan glikozid4zainal az 1,2,3-triazolok lényegesen
rosszabb inhibitoroknak bizonyultak (Ki=8000 M), mint az 1,2,4-triazolok (Ki=19 M) és az
imidazolok (K;=0.1 M, mindhirom érték az édes mandula -gliikkozidazra vonatkozik) ami
arra utal, hogy a glikozidos oxigén protonaldsa inkabb a cukorgylirli sikjdban torténik, mint
felette. Ezt a feltevést meger0sitette a Bacillus agaradhaerens celluldz cellobi6z imidazollal
képzett komplexének szerkezet vizsgalata (Varrot €s mts-1 1999).

A sav/bazis katalitikus csoport pKa értékének valtozasat a katalizis kiilonbozo
1épéseinél kovették nyomon Mclntosh és mts-i °C NMR segitségével, Bacillus circulans
xilandz enzimével. A nukleofil (Glu78) ¢és a sav/bazis katalitikus csoport (Glul72) karboxil
csoportjat °C jelzéssel lattak el. A pK, értékek 4.6 és 6.7 voltak a Glu78 és a Glul72-re,
azonosak azzal, amiket a kc./Km pH fliggésébdl hataroztak meg. A 2-fluoro-xilobiozil-enzim
koztitermék vizsgalatanal azonban a Glul72 pKja értéke 2.5 egységgel alacsonyabb volt,
mivel a deglikozilezési 1€pés ionizacids allapota ezt kivanja meg. A pKa ilyen ciklikus
valtozasat az aktiv centrum kornyezete valtozasanak tulajdonitjak. Ez abbodl ered, hogy a
Glu78 hordoz-e toltést vagy sem ¢és valdszintileg altalanos jellemzdje a retencios glikozidazok
mikodésének (Mclntosh és mts-i 1996).

Kovalens kozti termék, csapdazas: a kovalens kozti termék kozvetlen csapdazasat tobb
modon is megvalositottak. Az egyik modszer a szubsztrat 2-s vagy 5-s helyzetében egy fluor
szubsztituens bevezetése, ami lelassitja a reakciot, mivel destabilizalja a pozitiv toltést ami a
kozti termék kialakuldsanal jon létre. Masrészt nem tud kialakulni a 2-s pozicidoban levd
hidroxil csoporttal a kozti terméket stabilizdldo hidrogén kotés (McCarter és mts-1 1997,
Withers és mts-i 1988b). Mivel ilyen helyettesitések mind a glikozilezési €s a deglikozilezési

1épést lelassitjak, egy jo tavozo, pl. fluor vagy dinitrofenolat aglikon csoporttal rendelkez6
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szubsztrat biztositja, hogy a glikozilezési 1épés gyorsabb legyen a deglikozilezésnél, igy a
kozti termék felhalmozodik.

A kovalens kozti termék kialakulasa egyértelmiien kimutathato elektrospray tomeg
spektrométer (EI MS) analizissel, a '’F NMR vizsgalatok pedig bizonyitjak a kialakult kotés
sztereokémidjat. Ezen koztitermékek (melyek tipikusan akéar napokig is megmaradnak)
katalitikus kompetenciajat bizonyitja, hogy akceptor cukrok jelenlétében transzglikozilezési
folyamatban az atalakulasuk felgyorsul (Withers ¢és Street 1988a). A koztitermék
kialakulaséban részt vevo nukleofil aminosav oldallancot mar szamos esetben azonositottak a
jelolt fehérje proteolitikus emésztésével, amit a glikozilezett peptidlanc izolalasa és
szekvenalasa kovetett (Withers és Aebersold 1995). Ezt a folyamatot jelentdsen gyorsitja a
folyadékkromatograffal kapcsolt MS (LC/MS/MS) illetve hasonld technikdk alkalmazasa,
melyek segitségével a 26, retencids glikozidazt tartalmazo csaladbol 13 csaldd tagjainal
azonositottak a katalitikus nukleofilt (Zechel és Withers 1999).

A glikozil-enzim koztitermék tulajdonsdgaiba a legjobb bepillantast a csapdazott
komlpexek rontgen krisztallografias vizsgalataval lehet nyerni. Pl. a Cellulomonas fimi
exoglikanaz (Cex) 2-dezoxi-2-fluoro-cellobiozil-enzim komplex szerkezetének rontgen
krisztallografias vizsgalatakor a fehérje szerkezetében nem figyeltek meg lényeges valtozast, s
a fehérjéhez kovalensen kot6dd cukorgyfirti standard, *C; szék konforméciot vett fel (White
és mts-1 1996). Kiilonosen érdekes eredmény volt a cukorgyliri 2-s helyzetli hidroxil
csoportjaval hidrogén kotést kialakitd oldallancok azonositasa, az a két csoport ami a fluor
szubsztituenssel alakitott ki kolcsonhatast. Ezek kozill az egyik az Asnl26, ami 2.8 A
tavolsagra helyezkedik el a fluortdl. Iranyitott mutagenezis vizsgalatokkal azonban igazolték,
hogy ez a konzervalt oldallanc csak kb. 2.5 kcal mol” energi4ju kolcsdnhatast hoz létre. A
masik kozeli atom a Glu233 katalitikus nukleofil karboxil csoport karboniljanak oxigénje, ami
annak ellenére, hogy a C, fluorral valé kolcsonhatésa destabilizald, csak 3.1 A tavolsagra van,
jelezve, hogy egy fontos hidrogén kotés alakulhat ki, amikor a 2-s pozicidban hidroxil csoport
van. Ezt a lehetdséget vizsgaltdk Notenboom és mits-i, akik a Cex cellobidzzal alkotott
kovalens kozti termékének szerkezetét vizsgaltdk. Ehhez egy kétszeres mutans enzimet
hasznaltak, ahol a protondonor katalitikus csoportot, a Glul27-t Ala-ra, a His205-t, ami a
2-s helyzetii hidroxilja és az Asn126 kozott nem figyeltek meg kdlcsdnhatast (4.4 A), mig a
Glu233 nukleofil karboxil csoport karboniljanak oxigénje és a C, hidroxil kdzotti szokatlanul
rovid tavolsag (2.4 A) valdban erds hidrogén kolcsonhatast jelzett. Ez a kolcsdnhatds az

atmeneti allapot idején valdszinlileg még erdsebb és rovidebb, mivel a cukorgytirli torzul,
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jobban megkozelitve a karboxilatot. Ehhez jarul még az anomer centrumon kialakul6 pozitiv
toltés, ami a C,-OH savassagat atmenetileg noveli, ezaltal még jobb hidrogén donorré téve
azt. Val6szinii, hogy ez altalanos jelenség a retencids glikoziddzoknal megfeleld helyzetii C,-
OH-t tartalmaz6 szubsztratokkal (Notenboom ¢és mts-i 1998a). Bacillus circulans xilanaz
(Bcx) 2-dezoxi-2-fluoro-xilobidzzal alkotott kozti terméke harom dimenzids szerkezet
vizsgélatanal érdekes eredményre lettek figyelmesek. Mig a nem redukéld végen levd xiloz
rész normal, 4C, szék konforméacidban van, a redukald vég feldli xilo6z rész, amin keresztiil a
cukor észter kotéssel kapcsolodik az enzimhez, *°B kad konformécioba van eltorzulva (Sidhu
¢s mts-1 1999). A Cex esetén (ami xilan és celluldz specifitassal is rendelkezik) a hasonld 2-
dezoxi-2-fluoro-xilobiozil-enzim  koztiterméknél mindkét xildn  gylri 'C, szék
konformécioban van (Notenboom €s mts-i 1998b). A cukorgylirii ilyen torzuldsat kordbban
még nem figyelték meg. A miikodési mechanizmus szempontjabdl ennek az a jelentdsége,
hogy ebben a konformécidban a C-5, O-5, C-1 és C-2 atomok idealis helyzetben (egy sikban)
vannak ahhoz, hogy az oxokarbénium ion stabilizalédjon az 4tmeneti allapotban. A Bex tehat
valosziniileg inkabb kad, mint szék konformacion keresztiil reagél.

A mechanizmus megvaltoztatasa mutagenezissel: az inverzios és retencids enzimek
atmeneti allapotdnak hasonlosaga lehetdvé tette, hogy az aktiv centrumban levd nukleofil
megvaltoztatidsaval a mechanizmus is valtozzon. A normalisan inverzidos mechanizmussal
miikodd bakteriofdg T4 lizozim mechanizmusat retencidsra alakitottdk azaltal, hogy egy
nukleofil oldallancot (Glu vagy His) épitettek be az aktiv centrumba arra a helyre, amit
egyébként a nukleofil vizmolekula foglal el (Kuroki és mts-i 1995, Kuroki és mts-i 1999).
Ellentétes valtoztatast hajtottak végre az Agrobacterium -glikkozidazan a nukleofilt alaninra
valtoztatva (Glu358Ala), de az igy kapott mutdns nem mutatott hidrolitikus aktivitast.
Azonban, ha egy alternativ nukleofilt, pl. azidot vagy formidtot adtak a reakcioelegyhez,
amiknek nincs sziikségilik bazis katalizisre, a reakcio egészen hatékonyan ment a szubsztrattal
kisérlet alapjaul szolgald inverzids mechanizmussal (Kasumi és mts-i 1987), ez a mutans
képes volt -gliikozil-fluoridot hasitani, -cellobiozil-fluorid terméket képezve (Wang €s mts-
1 1994). Ez a felismerés vezetett a glikoszintazok ,,megalkotasahoz”, melyek olyan mutans
glikozidazok amik oligoszacharidokat szintetizdlnak anélkiil, hogy elbontandk Oket
(Mackenzie ¢és mts-i 1998). Megfeleld akceptor cukor jelenlétében hatékonyan Ilehet
oligoszacharidokat szintetizalni (pl. ebben az esetben -gliikozil-fluorid donorral és gliikéz

akceptorral 92%-s hozamot értek el) (Wang és mts-i 1994). Ezt a mdodszert mas enzimeknél is
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alkalmaztdk mar (Malet and Planas 1998), s a nagy 1éptékii enzimatikus szintézis

megvalositdsanak lehetdsége rejlik benne.

2.2. A glikozid hidrolazok csoportositasa

Az ITUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology) a katalizalt
reakcid tipusa és szubsztrat specifitdsa alapjan sorolja kiilonb6z6 csoportokba az enzimeket.
A glikozid hidrolazok (EC 3.2.1.x) esetén az els6 harom szdm jelzi, hogy az enzim O-
glikozidos kotést hidrolizal, mig az utols6 szamjegy utal a szubsztrat mindségére és néha a
molekularis mechanizmusra. Egy ilyen osztdlyozas elonye az egyszeriiségében rejlik, azonban
nem irja le megfelelden a tobbféle szubsztraton hatd enzimeket €s nem utal az enzimek
szerkezetére.

Egy masik lehetséges mod az enzimek osztalyozasdra a miikddési mechanizmus
szerinti csoportositas, azaz, hogy egy enzim retencioval vagy inverziéval mikodik-e. A
miikddés sztereokémidja nem sajatsdga az [UBMB osztalyozasnak és mivel 0sszesen két
csoportba sorolja az enzimeket, nem is lehet egyediili alapja sem egy osztalyozasnak
(Henrissat and Davies 1997). Sinnott (1987) vezetett be egy, az enzim miikodés
sztereokémidjan alapuld csoportositast, ahol négy csoportot kiilonboztetett meg a
piranozidazokra, és ugyanigy a furanozidazokra (e—e, a—a, e—a, a—¢).

Gyakran hasznélt a glikozid hidrolazokra az ,,endo”, ,,exo” kifejezés, ami arra utal,
hogy az enzim mely részén tdmadja meg a poliszacharid lancot. A glikozidazok katalitikus
csoportjai altalaban az enzim harom kiemelt részén lehetnek, melyeket Henrissat és mts-i
zsebnek, aroknak ¢€s alagutnak neveztek el (pocket, cleft, tunnel) (Davies és Henrissat 1995).
Az exo-enzimek esetén az aktiv hely a zsebben taladlhato, az endo-enzimeknél a katalitikus
csoportok egy nyitott arokban helyezkednek el, ami véletlenszeri kotddést €s hasitast tesz
lehetévé a polimer lancon. A szalas, rostos poliszacharidok esetén, pl. celluloz, kovetelmény
az enzimmel szemben, hogy képes legyen folytonos vagy tobbszords tdmadasra, azaz tobb
helyen hasitsa a poliszacharid lancot anélkiil, hogy elengedné. A cellobiohidrolazok j6 példak
erre. Ilyen esetekben, amikor ugyanaz az enzim képes a lanc végén és belsejében is hasitani,
az endo, exo csoportositas szintén nem 4llja meg a helyét (Henrissat és Davies 1997).

1991-ben Henrissat és mts-i olyan munkat kezdtek el, melynek sordn a glikozid
hidrolazokat aminosav szekvencidjuk hasonlésdga alapjan rendezték osztalyokba. A
szekvenciak Osszevetése és a hidrofoéb blokkok vizsgélata jelentds homologiat tart fel az

Osszes ismert szekvencidju glikozid hidrolaz kozott (Henrissat 1991, Henrissat 1993,
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Henrissat 1996). Henrissat ¢s mts-i munkéjanak nagysagat €és jelentdségét bizonyitja, hogy
mig 1991-ben 301 szekvencia 0sszehasonlitasaval 35 csalad 1étezett (Henrissat 1991), 2001-re
mar tobb mint ezer glikozid hidrolaz aminosav szekvencidjat hasonlitottak Gssze és 85
csaladot hoztak létre (Bourne and Henrissat 2001). A -gliikkoziddzokat az 1. és 3. csalad
foglalja magaba (Henrissat 1991). Sok csalad tartalmaz olyan enzimeket, melyek szubsztrat
specifitasa kiilonboz6, mig hasonld szubsztrat specifitdsi enzimek tartozhatnak kiilon
csaladokba. Az egyes csaladokat, melyeknél valosziniisithetd a kozos eredet, azaz jelentds
hasonlosagot tartak fel a negyedleges szerkezetben €s a katalitikus csoportokban illetve a
katalitikus mechanizmusban, un. kldnokba vagy szupercsaladokba soroltdk. Ehhez jarul még
az enzimek egyre novekvdé szamban felderitett haromdimenzios szerkezete, mely szintén
segitette a glikozid hidrolaz csalddok rokonsaganak felfedését és klanokba sorolasat.

Béguin egy évvel kordbban a cellulazok osztalyozasat irta le, Henrissat munkdjat
(Henrissat és mts-i 1989) véve alapul. 50 fungalis és bakterialis cellulazt szintén hidrofob
blokk analizis alapjan 6 csaladba sorolt. Az endogliikandzok és cellobiohidrolazok 6 csaladja
(A-F) mellett a BG csalad tartalmazta a -gliikkozidazokat, amiket a BG csalddon beliil A és B
alcsaladokba sorolt. Az A alcsaladba foként bakterialis eredetli, a B alcsaldadba fungalis
eredetli -glilkozidazok tartoznak. A Bégiun féle A és B csalddok gyakorlatilag megfelelnek a
Henrissat féle 1. és 3. csaladoknak (Béguin 1990).

Mivel a katalitikus mechanizmust az aktiv centrum struktirija hatirozza meg, a
molekularis mechanizmus azonos, konzervalt egy csaladon beliil. Ugyanigy, a jelentds
szekvenciabeli azonossag hasonld fehérje ,,folding”-ot jelez, az egy csaladba tartoz6 enzimek
nagy valosziniiséggel ugyanolyan ,,folding” tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ezért lehetséges
a homologia modellezés egy csaladon beliil, amennyiben legalabb egy tagjanak a
haromdimenzids szerkezete ismert. A haromdimenzids szerkezet vizsgalatok terén az utobbi
években jelentds eredményeket értek el, egyre tobb glikozid hidrolaz térszerkezete valt
ismertté. Mivel a 3D szerkezet még a szekvencianal is jobban konzervalt, néhany enzim
csalad hasonl6d szerkezettel rendelkezik. Ez szolgal alapul a csalddok klanokba sorolasanak
(Henrissat 1996, Henrissat és Davies 1997). 2001-re 38 klan létezett (Bourne és Henrissat
2001), melyek koziil a legnagyobb a GH-A klan, amit sokszor 4/7 szupercsalddként is
emlegetnek, hiszen a proton donor és a nukleofil a ( / )s hord6 4. és 7. szalan talalhatod
(Jenkins és mts-1 1995). Ez a klan tobbek kozott a —gliikoziddzokat tartalmazé 1. csaladot is
magaban foglalja, s a csalad enzimei koziil tobbnek a 3D szerkezete ismert (Henrissat és
Davies 1997). A 3. csalad szerkezetét eddig még nem deritették fel. Figyelemre mélt6 az 1.

csalddba tartozd novényi (kukoricdbdl szdrmazd) —gliikoziddz szerkezete, ahol a sziik
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szubsztrat specifitdsért (aromas aglikonok felé) egy rés-szerti aglikon kotéhely felel (Czjzek
¢s mts-i 2000). Egy masik érdekes eredményrdl szamoltak be Fort és mts-i (2001). Bacillus
agaradhaerens celluldz CelSA (5. csalad) szubsztrat analoggal (ahol az egyébként -1,4
kotésti oligoszacharid egyetlen -1,4 kotést tartalmazott) alkotott komplexének 3D szerkezet
vizsgélata vezetett egy teljesen Ujfajta cellulaz inhibitor felfedezéséhez. Ezeknek az
inhibitoroknak 150-szer nagyobb affinitdsuk van (150-szer jobb inhibitorok), mint a csak
kotést tartalmazd vegylileteknek. A rontgen krisztallografias szerkezet vizsgalat jelentOségét
mi sem bizonyitja jobban, mint az, hogy segitségével egy évtizedeken at hiz6do vita végére
tettek pontot. A mar emlitett, Philliphs és mts-i altal vizsgalt tytktojas lizozim miikddési
mechanizmusét vizsgaltak ujra Vocadlo és mts-i (2001) mutagenezis, szerves kémia, tdmeg
spektrometria €és rontgen krisztallografia segitségével. A végeredmény, miszerint az Asp52
oldallancon keresztiil jon 1étre a kovalens glikozil-enzim koztitermék, megdontotte a sokaig
koztudatban levé ion par intermedier elméletet.

A glikozid hidroldzok gyakran mutatnak un. moduléris szerkezetet, ahol a katalitikus
egység tartalmaz egy vagy tobb mellék modult, ami altalaban (de nem mindig) a szénhidrat
kotésért felelés (carbohydrate-binding module, CBM). Henrissat és mts-1 a modularis
szerkezet szerint is csoportokba soroltdk a glikozid hidrolédzokat, jelenleg 22 ilyen csoport van
(Bourne ¢és Henrissat 2001). Pl. a Pseudomonas fluorescens cellulosa xilandz A xilan kotd
modulja (CBM-10 csoport) két ,antiparalle]” -redébdl all, az egyik két szalbol, a masik
harombol all, s ennek az egyik oldalat egy —hélix keresztezi (Raghothama €s mts-1 2000). A
CBM-12 csoportba tartozd Bacillus circulans WL-12 kitindz A1 moduljanak 3D szerkezetét
NMR segitségével hataroztdk meg (Ikegami és mts-i 2000). Ennek a modulnak, ami
egyébkeént a kitint koti meg, a CBM-5 csoportra emlékeztetdé kompakt csavart —szendvics
(B—sandwich) strukturaja van (Brun és mts-i 1997).

Egy masik nagyon fontos eredménye az elsddleges szerkezet vizsgalatnak az, hogy a
megfeleld konzervalt aminosav oldallancok azonositdsa alapjan megallapithatd, hol
helyezkednek el a potencidlis katalitikus aminosav oldallancok. Az 5. csaladba tartozé
cellulazok esetén pl. az allando (konzervalt), potencidlisan katalitikus aminosav oldallancok
szdma olyan kicsi, hogy kozvetleniil lehetévé teszi az aktiv centrum oldallancainak
eldrejelzését (Henrissat és mts-1 1989). Tovabb4, ha az adott enzim csaladban egy enzimnél
egy katalitikus csoport pontosan ismert, meg lehet josolni ugyanennek a csoportnak a
jelenlétét a tobbi tag esetén is. Pl. Agrobacterium —gliikozidaz esetén (1. csalad) Withers és

mts-i (1990) kimutattak, hogy a Glu-358 aminosav nukleofilként kozvetleniil részt vesz a
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glikozidos kotés hasitasaban. Ez a katalitikus csoport teljesen konzervaltnak tekinthetd az 1.
csaladban, kivéve egy enzim, a human LPH I. és II. doménjanak esetén.

Szamos esetben bizonyitottdk az Asp és Glu csoportok katalitikus szerepét a glikozid
hidroldzoknal. Szerepelhetnek protonalt formajukban proton donorként, nukleofilként vagy
toltott allapotukban oxokarbonium ion stabilizalé agensként (Sinnott 1990). A glikozid
hidroldzok katalitikus csoportjainak eldrejelzésére jO modszer az Asp ¢és Glu csoportok
konzervaltsaganak vizsgalata (Henrissat ¢s mts-i 1989, Baird és mts-i 1990). Jo példa erre
Gebler ¢és mts-i (1992a) munkaja, akik bebizonyitottdk, hogy a 2. csaladba tartoz6 Esherichia
coli -galaktozidaz (lacZ) aktiv centrumdban nem a Glu461, hanem a Glu537 a nukleofil.
Mivel a B-gliikuroniddzok ugyanabba a csalddba tartoznak, ennek alapjan meg lehet josolni,
melyik Glu oldallanc jatssza a nukleofil szerepét a -gliikuronidazoknal.

Kisérleti modszerekkel 1s alatdmasztottak a katalitikus csoportok helyzetének
elérejelzését az Asp és Glu csoportok konzervaltsdga alapjan, ezzel is demonstralva a
modszer hasznalhatosagat. A moddszer egyszerli, viszont nagyon érzékeny a szekvenalds
pontossagara illetve pontatlansdgara. Henrissat és mts-1 (1989) a 6. csalddban csak négy
konzervalt Asp és Glu katalitikus csoportot mutattak ki, azt javasolva, hogy ezeknél a
celluldzoknal a katalitikus csoport a négy oldallanc koziil kertil ki. Késdbb, amikor a 6. csalad
harom dimenziés szerkezetét felderitették, kimutattdk, hogy a katalitikus Asp nem egyezik
meg a fenti négy oldallanccal €s nem is konzervalt egyik enzimben sem (Rouvinen és mts-i
1990). Mivel ez a megfigyelés ellentmondott annak az elképzelésnek, hogy az aktiv
centrumban taldlhaté aminosavak jobban konzervaltak az enzim tobbi részén levoknél, ujra
szekvenaltak a kritikus tertliletet kodold génszakaszt. Az eredeti rossz szekvencia helytelen
lokalis eltolodast eredményezett, s a korrigalt gén szekvencia helyreallitotta a hianyzo

katalitikus Asp-t a fehérjében (Gilkes €s mts-1 1991).

2.3. Lignocelluloz, cellulaz enzimrendszer

2.3.1. Lignocelluloz

A cellul6z enzimatikus konverzidja gliikozza a szubsztrat fizikai tulajdonsagai miatt
egyaltalan nem egyszeri folyamat. A természetben eléforduld celluldz nagyrészt kristalyos
szalakbol all, s ezek a szalak egy szintén oldhatatlan polimerbe vannak bedgyazva. Emiatt

még kevésbé hozzaférhetd a celluloz a hidrolitikus enzimek szamara.
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A lignocellul6z harom f6 alkotoja a celluloz, a hemicelluléz és a lignin, melyek egy
komplex strukturat alkotnak; a celluléz rostokat hidrogén és Van der Waals kdotések
kialakitasaval hemicelluloz €s lignin burok veszi koriil. A xilan fontos szerepet jatszhat a
sejtfalak struktardjanak kialakitasaban kovalens és nem kovalens kotések segitségével.

A celluloz -1,4 kotésti D-gliikoz egységekbdl (8000-12000 gliikoz egység) felépiild
homopolimer. Az egyes celluléz szalak kozott 1étrejovo hidrogén és Van der Waals kdtések
segitségével kiilonbozo kristalyos formak jonnek létre. Kevésbé rendezett szerkezetli szalak
esetén a celluloz amorf allapotu, ilyenkor a celluldz enzimek szamara konnyebben
hozzéférhetd.

A hemicellul6z eldgazo lanct poliszacharid, mely pentézokbol —D-xiloz, L-arabindz—,
hex6zokbol —D-gliikéz, D-manndz, D-galaktdéz— illetve ezek acetilezett szarmazékaibol épiil
fel. A xilan, ami sok novényben a hemicellul6z nagy részét alkotja, heteropoliszacharid. Vaza
1,4 kotésti  -D-xilopiranozid egységekbdl all6 homopolimer, teljes hidroliziséhez sziikség
van fB-1,4-xilandzra és -xiloziddzra. A hemicellul6z nem alkot kristalyokat ezért relative
konnyl cukorré hidrolizalni, viszont a pentézok mar nem fermentalhatok konnyen etanolla.

A lignin fenil-propan polimer, melyben a fenil-propan egységeket éter és C-C kotések
kotik 6ssze. A novényeket hatékonyan védi mikrobidlis tdmadasok ellen. A lignint nehéz
hidrolizalni, rdaddsul megakadalyozza az enzimek hozzaférését a cellulozhoz. Abszorbealja
az enzimeket, foként a -gliilkozidazt, ezaltal részlegesen inaktivva teszi ket €s a folyamat
soran a reaktorban jelentOs teret foglal el (Taherzadeh és mts-1 1997). Ezért fontos a lignin
rész eltavolitasa a lignocellulozbdl, erre (is) szolgalnak a kiilonbozd eldkezelések (Chang és

mts-1 1981).

2.3.2. Celluldz enzim rendszer

A celluloz enzimatikus lebontdsa és a bioetanol eldallitas jelentdsége egyre nétt az
elmult években. A cellulozbol kiindulé etanol gyartasban a cellulaz enzimek eldallitasi
koltsége a teljes koltség jelentdés hanyadat alkotja. Mivel az altalam vizsgalt Aspergillus
erdetii  -gliikoziddaz a celluléz hidrolizisében jatszik szerepet, fontos ismerni a cellulaz
enzimrendszer miikodését.

Cellulaz enzimeket nagyon sok gomba (Trichoderma, Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Sclerotium, Schizophyllum, Monilia, stb) és baktérium (Clostridium, Cellulomonas,
Pseudomonas, Streptomyces, Actinomycetes, stb.) termel (Coughlan 1985, Enari 1987).
Cellulaz termelés szempontjabdl a gombak allnak az érdeklddés kozéppontjaban, hiszen azok

extracellularisan termelik ezeket az enzimeket, ezen beliil is legrészletesebben a Trichoderma
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¢és az Aspergillus fajokat vizsgaltadk. A baktériumok kozott csak néhany olyan faj van, ami
elegendé mennyiségli enzimet termel ahhoz, hogy ipari jelentéséggel birjon pl. Clostridium
(Zeikus 1980), Cellulomonas (Hagget és mts-1 1978).

A celluldz enzim rendszer harom tipust enzimbdl all, melyek: endo-1,4- -gliikkanaz
(endogliikandz, EC 3.2.1.4), exo-1,4- -gliikkanaz (cellobiohidroldz, EC 3.2.1.91) és -1,4-
glikoziddz ( -glikoziddaz, EC 3.2.1.21). A cellulazok eldallitasarol, tisztitasarol,
tulajdonsagairdl jelentdés mennyiségli irodalom all rendelkezésre (Reese 1977, Mandels 1982,
Coughlan 1985).

Endogliikandzok: Az endogliikandzok a celluloz alaplanc belsejében levd -1,4-
gliikkozidos kotéseket hidrolizaljdk random moddon. A cellobidézt nem bontjak, hidrolizaljak
viszont az amorf celluldzt, cellodextrint, foszforsavval duzzasztott cellulozt és a szubsztitualt
cellulozt pl. kabroximetilcellulozt (CMC), hidroxietilcellulézt (HEC). Az enzim specificitasa
ezért kicsi. Trichoderma reesei fermentaldsa sordn az extracellularis fehérjék 15-20 %-a
endogliikanaz (Brown és Gritzali 1984). Az endogliikkandzok tdmadésuk véletlenszerlisége
alapjan csoportosithatok, azaz aszerint, milyen striin tdmadjadk meg a szubsztratot. Az
endogliikanazok ¢és a cellobiohidroldzok egylittmiikodnek a kristalyos cellul6z hidrolizisében.
Wood (1981) szerint legalabb két tipusti endogliikandz és cellobiohidrolaz sziikséges a
hidrolizishez. Kyriacou és mts-1 (1987) Trichoderma reesei-bdl két tipust endoglilkanazt
izolaltak. Az endogliikanaz preparatumok altalaban 3-5 féle izomert tartalmaznak, melyek
moltdmegben, izoelektromos pontban, tamaddsuk rendszertelenségében és a végsd termék
aranyban kiilonboznek (Mandels 1982, Beldman és mts-i 1985). A kiilonb6z6 izoformékra a
szubsztratok nagy valtozatossdga miatt van sziikség. Az izoenzimek sokféleségét a fehérjéhez
kapcsolodo szénhidratlancok kiilonbozdsége biztositja (Nakayama és mts-1 1976, Gong ¢€s
mts-1 1979).

Cellobiohidroldazok: A cellobiohidroldzok a cellul6oz lanc nem redukald végeérdl
cellobidoz egységeket hasitanak le, magat a cellobidozt nem bontjak. Nagyobb szubsztrat
specifitassal rendelkeznek, mint az endogliikanazok, ui. a szubsztitudlt cellulozt nem
hidrolizaljak. A cellobiohidrolazok a Trichoderma reesei fermentlevében a legnagyobb
mennyiségben eléforduld fehérjék. T. reesei celluloz szubsztraton vald tenyésztésekor az
extracellularis fehérjék 35-85 %-a cellobiohidrolaz volt (Gritzali és Brown 1979, Gong és
mts-1 1979). Az enzim milkodését a cellobidz gatolja, ezért van sziikség -gliikozidazra a
celluléz hidrolizise soran. A celluloz elcukrositdsanal a legfontosabb a cellobiohidroldz és az
endogliikanaz egyiittmiikodése, onmagaban egyik sem képes hatékonyan hidrolizalni a

kristalyos celluldzt. 7. reesei-nél két cellobiohidroldzt izolalt Petterson, melyekrdl
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megallapitotta, hogy a két format kiilonbozd gének kodoljak (Petterson és mts-i 1981).
Kés6bb mindkét enzim aminosav sorrendjét meghataroztdk (Fagerstam és mts-i 1984, Teeri
és mts-1 1987). Fagerstam és Wood kimutattdk, hogy Trichoderma-bol és Penicillium-bol
szarmazo cellobiohidroldzok egyiittmikodve bontottak Avicelt (az Avicel egy kristalyos
celluléz, 100% celluléz tartalommal) és pamutszalat (Fagerstam és Petterson 1980, Wood ¢és
McCrae 1986). Marsden és Gray (1986) a kovetkezOket allapitottdk meg a Trichoderma
cellobiohidrolazarol: legalabb két izoenzim van jelen, melyek egymast segitve miikodnek. Ha
mas celluldz nincs jelen csak kis aktivitdst mutatnak a kristalyos celluloz és a CMC felé.
Hatékonyan hidrolizaljdk a kevésbé rendezett szerkezetli szubsztratokat, f6 termékként
cellobiozt allitva eld. A cellobioz mér 0.01 % koncentracidban erdsen gatolja dket.

-Gliikozidazok: A B-glikozidazok cellobiozt ¢és oligoszacharidokat bontanak
gliikozza. Nem képesek hidrolizalni a cellulozt vagy a magasabb tagszamu cellodextrineket.
A fungalis és bakterialis eredetli -gliikkoziddzok természetes szubsztratja a cellobidz, emellett
alkil- és aril- -D-gliikozidok hidrolizisét is katalizaljak. A cellul6z elcukrositasdban nagyon
fontos szereplik van: az endogliikandz és cellobiohidrolaz aktivitas termékeként keletkezd
cellobi6zt hidrolizaljak, ezaltal megakadalyozzék a cellobidz felhalmozodasat, ami a cellulaz
enzim rendszer tobbi tagjara nézve gatld hatasu. Ezen kiviil gliik6z egységeket hasitanak le az
oligoszacharid lanc nem redukald végérdl. Ilyen mindségiikben sebességmeghatarozo
szerepiik van a celluldz hidrolizisében (Coughlan 1985). A cellobidézon kiviil mas B kotést
digliikozidokat is bontanak, pl. trehal6z, szofor6z, laminaribidéz, gentiobioz, illetve némely
esetben cellooligoszacharidokat is. Altaldban elmondhaté, hogy az oligoszacharid lanc
hosszdnak novekedésével csokken a hidrolizis sebessége ¢és az enzim affinitdsa a
szubsztrathoz (K., nd). Emert Ugy karakterizalta a -glilkozidazokat, hogy megtartjak a
nagyobb tagszamu oligoszacharidokkal és transzferaz aktivitdssal rendelkeznek (Emert €s
mts-i 1974).

A T. reesei -gliikoziddzanak ipari alkalmazasakor gondot jelentett, hogy a celluléz
hidrolizis altal felhalmozodott gliikoz gatolta az enzim miikodését, ezért a cellobidz is
felhalmozodott, ami viszont a tobbi enzimre volt gatld hatassal (Woodward és Wiseman
1982). A gomba altal extracellularisan kivalasztott enzim mennyisége nem volt elegendd az
ipari alkalmazéashoz, illetve a magas hdmérséklet miatt az enzim nagy része inaktivalodott.
Ezekre a problémakra tobb megoldast ajanlottak: az enzim mennyiségét meg lehet ndvelni
,Kils6”  -glilkoziddz hozzaadasaval, olyan mutansokat kell izolalni, melyek nagyobb

mennyiségli -gliikozidazt termelnek; a gliik6z inhibici6 elkeriilésére a gliikkozt frukt6zza kell
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alakitani, aminek mar csak nagyon gyenge géatlo hatdsa van egy mutans 7. reesei altal termelt

-glikoziddzra (Woodward ¢és Arnold 1981). Immobilizalt kiils6”  -glikozidaz
hozzaadasaval tobben probalkoztak sikerrel, akdr sejthez kotott enzimmel, poliakrilamid
hordozoéra rogzitett enzimmel (Wheatly és Philips 1984) vagy kalcium alginattal immobilizalt
enzimmel (Jain és Ghose 1984). Coughlan (1985) kiilonb6z6 szerzok altal vizsgalt, kiilonbdzo
gombak altal termelt -glilkoziddz enzimek tulajdonsagait hasonlitotta 0ssze. Az enzimek
nagy eltérést mutattak moltdmeg, szénhidrat tartalom, pH ¢és homérséklet optimum, K, és K;
értékek (pNP-Glc ¢és cellobioz szubsztratokkal) tekintetében. A moltomeg 35000 és 440000
Da kozott valtozott. Az enzimek altalaban savas karakterliek voltak, legnagyobb aktivitassal
savas pH-n, habar a pH optimum és stabilitas pH értékei nem feltétleniil estek egybe.

A T. reesei-t sokan tekintik a legjobb celluldz termeld gombénak, annak ellenére, hogy
viszonylag alacsony az extracelluldris -gliikoziddz termelése (kb. 0.2 %-a az extracellularis
fehérje mennyiségnek.) (Allen ¢és Sternberg 1980). Ezért az enzimes folyamat
hatékonysaganak novelése céljabol a celluloz elcukrositdsa folyaman  -gliikozidaz
kiegészitést alkalmaznak (Sternberg és mts-1 1977, Dekker és Wallis 1983). Az Apergillus
fajok a legjobb B-gliikkozidaz forrasok kozé tartoznak (Sternberg és mts-1 1977, Srivastava és
mts-1 1987). Emellett j6 -gliikkoziddz termel6 a Thielavia terrestris termofil gomba (Breuil és
mts-i 1986), a Dekkera intermedia és a Candida wickerhamii ,hipertermeld” mutdnsai
(Leclerc és mts-1 1985), a Penicillium pinophilum (Brown és mts-i 1987) vagy a Trichoderma
viride (Fukuda ¢és mts-1 1987). A fungalis eredetli -gliitkoziddzokrol sokkal tobb informacio
all rendelkezésiinkre, mint a bakteridlis eredetliekrél. A kiilonb6z6 bakteridlis -gliikozidazok
tulajdonségai szintén nagy eltérést mutatnak (Woodward és Wiseman 1982). A bakterialis -
gliikozidazok kozott sok a termofil, melyek 60 C°-n vagy még magasabb hémérsékleten
aktivak. Az enzimek 4ltaldban a sejtfal és a sejtmembran kozotti periplazmatikus térben

talalhatok (Ait és mts-1 1979).

2.3.3. Celluldazok miikodése

A celluléz hidrolizis fotermékei, a cellobidz €s a gliikoz inhibitorai a cellulaz komplex
tagjainak. A végtermék gatlast széles kortien vizsgaltak mar, hiszen a cellul6z ipari méreti
hidrolizalasanal az enzim ara jelentds koltséget képvisel (Ladisch és mts-i 1981, Woodward
¢s Arnold 1981). Mandels és Reese kimutattak, hogy a cellobidz 1 % koncentracidoban gatolta
a T. reesei endo- és exoglilkanazat (Mandels és Reese 1964). T. koningii-bdl szarmazo6 endo-
¢és exogliikandzra 0.05 % cellobiéz mar gatlo hatassal volt, 0.01 % gliikéz jelenlétében a -

glikoziddz aktivitds 20 %-1 csokkent, mig a gliikdz egyaltalan nem volt inhibitora az
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exogliikandz komponensnek (Wood és McCrae 1975). A cellobidz gatlas csokkentésének
egyik lehetséges modja a cellulaz komplex kiegészitése -gliikoziddzzal. Mandels és mts-i
Avicel és Solca Floc (a Solca Floc egy ligninmentesitett feny6fa pép, celluléz és hemicelluloz
tartalommal) hidrolizis soran 7. reesei altal termelt celluldzt egészitettek ki Aspergillus
phoenicis -gliikoziddzzal, melynek hatasara a hidrolizis sebessége és foka is jelentdsen nott
(Mandels és mts-i 1981). Sternberg szerint, amikor 7. viride celluldzhoz adtak Aspergillus
niger -glikozidazt, a gliikkoz mennyisége megnétt a hidrolizatumban (Sternberg és mits-i
1977).

A celluléz hidrolizise Osszetett folyamat, ami magaban foglalja legalabb a harom
enzim egylittmiikddését (endogliitkandz, cellobiohidrolaz, -gliikozid4z). Az egylittmiikddés
tényét elsoként Gilligan és Reese bizonyitotta mar 1954-ben, 7. viride és Myrothecium
cerrucaria cellulazaval (Gilligan és Reese 1954). A cellul6z hidrolizis foka mindhdrom enzim
egylittes alkalmazasa esetén nagyobb volt, mint a termékek mennyiségének dsszege amikor az
egyes enzimek Onalléan mitkddtek. A miikodési mechanizmusra tobb modellt is javasoltak,
melyek a sorozat mechanizmus (Reese 1977, Humphrey 1979), parhuzamos mechanizmus

(Fan és mts-1 1980), endo-exo mechanizmus (Wood 1981).
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3. CELKITUZESEK

Az aldbbiakban ismertetendd kutatasi munkat két tényezd is inspiralta. Mint az
irodalmi attekintésben is lathatdo, az utdbbi évtizedekben egyre nagyobb érdeklddés
mutatkozik a B—gliikoziddzok irant biotechnoldgiai szempontbdl. Munkdmmal a Biokémiai
Tanszéken mar tobb, mint egy évtizede folyd glikozid hidrolaz enzimek miikddési
mechanizmus vizsgalatat célzd kutatdsokba kapcsolodtam be. A Budapesti Miiszaki és
Gazdasagtudomanyi Egyetem, Vegyészmérnoki Kar, Mezdgazdasagi Kémiai Technologia
Tanszékével (ahol a —gliikoziddzok szerepét a celluléz hidrolizisében és a bioetanol
gyartasban vizsgaljak) kialakitott j6 munkakapcsolat hozzéjarult az elhatdrozashoz, miszerint
a Biokémiai Tanszéken a glikoziddzok kutatasat kiterjesztjiik olyan enzimekre is, melyeknek
potencialis biotechnoldgiai szerepiik illetve jelentdségiik van. Az Aspergillus carbonarius
fajra azért esett a valasztasunk, mert a Biokémiai Tanszéken korabbi kutatdsok szerint ez a
gomba faj nagyon j6 —xiloziddz termeldnek bizonyult. Kiterjesztve az Uj enzimforrasok
kutatasat, munkam sordn A. carbonarius éltal termelt —gliikozidaz enzimet vizsgaltam. Errdl
az enzimrél az irodalomban még nincs informdacid, viszont potencidlisan hasznalhato
biotechnologiai eljarasokban.

Céljaink a kovetkezdk voltak:

1) - az A. carbonarius gomba altal termelt —glilkoziddz fermentdlasa ¢és az
enzimtermelés Osszehasonlitdsa mads, ismert Aspergillus fajok p—gliikozidaz
termelésével
- a P-glikozidaz biokémiai jellemzése, kinetikai vizsgélata és tulajdonsadgainak
Osszehasonlitdsa mas, ismert Aspergillus fajok p—gliikoziddzainak tulajdonsagaival

2) - az enzim tiszta formaban torténd kinyerése, mitkddési mechanizmuséanak vizsgalata
- a szubsztrat kotohely vizsgalata kiilonb6zd inhibitorok alkalmazasaval
- az aktiv centrum felépitésében részt vevd €s katalitikus szerepet jatszo aminosav
oldallancok vizsgalata kinetikai modszerekkel és specifikus kémiai moddositd
reagensekkel
- az N-bromacetil- -D-gliikopiranozil-amin, mint aktiv centrum specifikus inaktivator

molekula szintézise és alkalmazésa az enzim katalitikus csoportjanak modositasara.
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4. ANYAGOK, MODSZEREK

4.1. Mikroorganizmusok

Kisérleteimhez a kovetkezd mikroorganizmusokat hasznaltam: Aspergillus
carbonarius KLU-93, amit a Debreceni Egyetem TTK Mikrobiologiai €s Biotechnoldgiai
Tanszékétdl kaptam. A torzs fenntartdsa Sabouraud-agaron tortént —ferde agar— (1 % (w/v)
mikologiai pepton, 1.6 % (w/v) bacto agar, 4 % (w/v) gliikdz). Atoltas utan a gombat egy
hétig 26 °C-n termosztiltam amig a sporak megjelentek, majd 4 °C-n taroltam tovabb. Az
Aspergillus niger BKM F-1305 ¢és Aspergillus phoenicis QM 329 torzseket a Budapesti
Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Vegyészmérnoki Kar Mezdgazdasagi Kémiai
Technoldgia Tanszéke bocsatotta rendelkezésemre. Ezeket is ferde agaron taroltam, ami 5 %
(w/v) malata kivonatot és 1.8 % (w/v) bacto agart tartalmazott, egy hétig 30 °C—n inkubaltam,

majd 4 °C—n tartottam fenn a térzseket. A torzseket 2-3 havonta atoltottam.

4.2. Taptalajok
taptalajt hasznaltam. Egyébként, az 4 carbonarius -gliikozidazanak miikodési mechanizmus
vizsgélatdhoz az enzimet a szilard taptalajon allitottam eld.

A folyékony, un. Mandels taptalaj recepjét a BMGE Mezdgazdasagi Kémiai
Technoldgia tanszékérdl vettem. Az egyes anyagok mennyiségei g/l egységben a kovetkezok
voltak: karbamid, 0.3; (NH4)>SO4, 1.4; KH,PO,, 2; CaCl,, 0.3; MgSO47H,0, 0.3; pepton,
0.75; élesztd kivonat, 0.25; gliikoz, 10. A taptalaj ezen kiviil tartalmazott nyomelemeket,
amikbdl 1 %-s torzsoldatot készitettem és a taptalajhoz ezekbdl adtam a kovetkezd
mennyiségeket: 0.5 ml/l FeSO47H,0; 0.16 ml/l MnSOy; 0.14 ml/l ZnSOy4; 0.2 ml/l CoCl,
(Mandels and Weber 1969). A taptalaj kezdeti pH-ja 5.8-6.0 volt.

A masik, szilard taptalaj a Takeneshi altal leirt tdptalaj volt (Takeneshi és mts-1 1973),
hasznalatanak a Biokémiai Tanszéken voltak hagyomanyai (Kiss és Kiss 2000). A taptalaj 20

g buzakorpat és 100 ml vizet tartalmazott.
4.3. B-Gliikozidaz termelés

A réazatott lombikos, folyékony taptalaju fermentaciénal a 750 ml-s Erlenmeyer

lombikok 150 ml tiptalajt tartalmaztak. A taptalajok beoltdsit 14 napos ferde agaros
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tenyészetekrél szarmaz6, 2 ml sporaszuszpenzidval végeztem (510° spéra/ml). A
tenyészeteket razdgépen razattam (fordulatszdm: 350/min) és 30 °C—n inkubaltam. A
kiilonboz6é Aspergillus fajok Osszehasonlitd vizsgalatakor a tenyészetekbdl naponta vettem
mintat, melybdl enzimaktivitast és redukalod cukor tartalmat hatdroztam meg. A fermentéacié 9
napig folyt, ezutan a fermentlevet szliréssel valasztottam el a gomba micéliumtol.

A szilard fazist fermentéacional a taptalajt 500 ml-s Erlenmeyer lombik tartalmazta, ezt
is 2 ml sréraszuszpenzioval oltottam be (5-10° spora/ml). A tenyészeteket 27 °C-n
termosztaltam. A fermentéaciot 10 napig végeztem, az 6sszehasonlito kisérletek esetén naponta
vettem mintat (1 lombik/nap) az enzimaktivitds meghatarozasahoz. 10 nap utan az enzimet
100 ml desztillalt viz hozzaadasaval 3 6ran at, 30 °C—n, 170/min fordulatszamon extrahaltam
majd szirtem. Az A. cabonarius -glikoziddzadnak vizsgalatdhoz az enzimet 10 napos
tenyészettel allitottam eld.

Minden kisérletet harom parhuzamossal végeztem, a szoras értékek 15 % alatt voltak.
A szilirleteket 3 mM PMSF proteazgatloval kezeltem. Az igy kapott nyers extraktumokat

hasznaltam a tovabbi enzimtisztitashoz.

4.4. Redukalo cukor tartalom meghatarozas

A folyékony taptalaji fermentacioknal a gliikdz felhasznalést dinitroszalicil sav (DNS)
reagens segitségével hataroztam meg (Miller 1959). 0.1-0.5 ml mintat desztillalt vizzel 1.5
ml-re egészitettem ki, melyhez 3 ml DNS reagenst adtam. Az elegyet 5 percig forraltam, 16
ml deszt. viz hozzaadasaval higitottam, majd a kapott narancssargés szin fényelnyelését 550
nm-n mértem. A kalibraciohoz gliikdz oldatsorozatot hasznaltam. A modszer szorasa 2 %

alatt volt.

4.5. Enzim aktivitas mérés
4.5.1. p-D-gliikozidaz aktivitas mérés

A B-D-gliikozidaz aktivitds meghatarozasdhoz az enzim mesterséges szubsztratjat, a p-
nitrofenil B-D-gliikopiranozidot (pNP-Glc) hasznaltam, a reakcid sebességét az enzimes
reakcio soran felszabadult p-nitrofenolat ionok mennyiségének fotometridas mérésével
hataroztam meg.

A reakcioelegy tartalmazott 100 ul 5 mM pNP-Glc torzsoldatot (0.02 M, pH 4.0 Na-
acetat pufferben oldva), megfeleld mennyiségli enzim oldatot, végtérfogatat 1 ml-re
egészitettem ki 0.02 M, pH 4.0 Na-acetat pufferrel. A reakcioelegyet 50 °C—n 10 percig
inkubéltam, majd 2 ml 0.2 M, pH 10.0 Na-borat puffer hozzdadédsaval allitottam le. A
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felszabadult p-nitrofenolat ionok mennyiségét 400 nm-n mértem Beckman-DU-65
spektrofotométerrel, kalibraciés egyenes felhasznalasaval. Az 0Osszehasonlitd oldat az
enzimen kivil minden komponenst tartalmazott. A méréseket harom parhuzamossal
végeztem, a modszer szordsa + 1 %.

-D-gliikozidaz aktivitdst az enzim természetes szubsztratjaval, a cellobiozzal is
mértem. A reakcidelegy (0.5 ml) cellobiozt és megfeleld mennyiségli enzimet tartalmazott 0.2
M Na-acetat pufferben (pH 4.0). Az inkubélast 50 °C-n 10 percig folytattam, majd a
felszabadult D-gliikoz mennyiségét enzimatikus, D-gliikdz oxidaz—peroxidaz kolorimetris
modszerrel hataroztam meg (Hugget and Nixon 1957), melyhez a Reanaltdl szereztem be a
Gliikéz diagnosztikai reagens készletet. A szords + 7 %.

Az enzim aktivitast katal-ban adtam meg. Egy katal az az enzimmennyiség, amely 1
sec alatt 1 mol p-nitrofenolat iont szabadit fel a fenti reakcid koriilmények kozott.
4.5.2. p-D-galaktozidaz, -D-xiloziddz és -L-arabinozidaz aktivitas mérés

Ezeket az aktivitdsokat a -D-gliikkoziddzéval azonos koriilmények kozott hataroztam
meg, természetesen a megfeleld szubsztratokat hasznalva, azaz p-nitrofenil B-D-
galaktopiranozidot (pNP-Gal), p-nitrofenil B-D-xilopiranozidot (pNP-Xil) és p-nitrofenil a-L-
arabinopiranozidot (pNP-Ara). A xilozidaz és arabinoziddz aktivitds mérésnél 10 mM

szubsztrat oldatbol hasznaltam 100 pl-t.

4.6. Fehérje tartalom meghatarozas

A fehérje tartalmat a Hartree altal modositott Lowry modszerrel hataroztam meg
(Hartree 1972), a kalibracidhoz marha szérum albumint (BSA) hasznaltam (szorés: = 2%).
Ahol erre nem volt lehetdség (pl. a kromatofokuszalas frakcioinal) ott a fehérje tartalmat UV

elnyelés alapjan, 280 nm-n€l hataroztam meg (szoras: + 1%).

4.7. Enzimtisztitas
1. lépés: Hidrofob kolcsénhatas kromatografia (HIC)

A nyers fermentléhez kevertetés kozben 4 °C-n, 20 % (w/v) szilard (NHy),SO4—t
adtam, majd a képzddott csapadékot centrifugaltam (10,000 x g, 10 perc). A feliiliszot vittem
fel a hidroféb oszlopra. A hidroféb oszlop Phenyl-Sepharose CL-4B tdltetli volt (1x8 cm),
amely 20 % (w/v) (NH4),SO4—t tartalmazoé 0.02 M, pH 5.0 Na-acetit pufferrel volt
ekvilibralva. Els6 1épésként az oszlopot ugyanezzel a pufferrel mostam (200 ml), majd
puffercsere utan (somentes 0.02 M, pH 5.0 Na-acetat puffer) elualtam a megktodott hidrofob

enzimeket. 120 ml/h 4ramlési sebesség mellett 4 ml-s frakcidkat szedtem. A nagy -
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gliikkoziddz aktivitassal rendelkezd frakcidkat egyesitettem, s ezt az oldatot hasznaltam a
tovabbi tisztitashoz.
2. lépés: Meéretkizarasos kromatografia

Az 0sszegyljtott aktiv frakciokat Sephacryl S-300 toltetli oszlopra vittem fel (1.5x74
cm), amit el6z6leg 0.2 M NaCl-t tartalmazo6 0.02 M, pH 5.0 Na-acetat pufferrel ekvilibraltam.
Az 4ramlasi sebesség 60 ml/h volt. Az oszlopot az iires térfogatnak megfelelé 60 ml pufferrel
mostam, majd 2 ml-s frakcidkat szedtem. A magas B-gliikkoziddz aktivitassal bird frakcidkat
Osszegyljtottem és egy éjszakan at dializaltam 4 °C-n 0.025 M imidazol-HCI pufferrel (pH
6.2) szemben. A kromatografiat az Amersham Biosciences GradiFrac FPLC rendszerével
végeztem.
3. lépés: Kromatofokuszalas

A dializalt enzim oldatot PBE 94 toltet(i (1x18 cm) kromatofokuszalé oszlopra vittem,
ami 0.025 M imidazol-HCI pufferrel (pH 6.2) volt ekvilibralva. A pH gradienst a 8-szorosara
higitott Polybuffer 74 oldattal alakitottam ki, melynek pH-jat 3.5-re allitottam. Az &ramlasi
sebesség 30 ml/h volt. Azokban az esetekben, ahol 3.5-nél alacsonyabb végsé pH-t kellett
elémi (pH 3.1) -az A. niger és A. phoenicis enzimoldatdnak kromatofokuszalasakor- 8 ml
Ampholine-t (pH 2.5-4) adtam 17 ml Polybuffer 74-hez és ezt az elegyet higitottam 8-
szorosara. 2 ml-s frakcidkat szedtem, majd a tiszta, nagy -gliikozidaz aktivitasu frakciokat

egyesitettem.

4.8. Homérséklet optimum és stabilitas vizsgalatok

A hémérséklet optimum meghatarozasanal enzim aktivitdst mértem 20-80 °C
hémérseklet tartomanyban mind pNP-Glc, mind cellobidz szubsztratokkal. Az aktivitas
mérések a 4.5. pontban leirtak szerint zajlottak (0.5 M pNP-Glc vagy cellobioz, 0.02 M pH
4.0 Na-acetat puffer, 10 perc), csak a hdmérséklet valtozott. A stabilitds méréseknél 2 6ran at
inkubaltam az enzimet kiilonbozé hémérsékleteken (20-80 °C kozott) Na-acetat pufferben

(pH 4.0), majd mértem a maradék aktivitast (mindkét szubsztrattal, 50 °C, 10 perc, pH 4.0).

4.9. pH optimum és stabilitas vizsgalatok

A pH optimum meghatarozasa soran 2.5-8.0 pH tartomédnyban, 0.02 M citrat-foszfat
pufferben mértem a -gliikozidaz aktivitast, pNP-Glc és cellobioz szubsztrattal, 50 °C-n, 10
percig. A pH stabilitds vizsgédlatokndl az enzimeket 2.5-8.0 pH tartoméanyban 24 oOrdn at
inkubaltam 4 °C-n, majd maradék aktivitast mértem mindkét szubsztrattal, pH 4.0-n, 50 °C-n,

10 percig.
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4.10. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

Az enzimoldat tisztasdgdnak ellendrzése ¢és az enzim molekulatdmegének
meghatarozasa SDS-PAGE modszerrel tortént. A gélelektroforézist Bio-Rad (Amersham
Biosciences) késziilekkel végeztem gradiens (5-20 %) poliakrilamid gélt hasznéalva (Laemmli
1970). Zsebenként kb. 40-60 pg fehérje mintat vittem fel, majd a futtatast gélenként 20 mA és
200 V egyenfesziiltség alkalmazasaval végeztem. A mintdkat Coomassie Brilliant Blue R-250
festékkel festettem 50 °C-n 90 percig, majd a festék felesleg eltavolitasa érdekében mosooldat
I-ben (25 % 2-propanol, 10 % ecetsav, 65 % deszt. viz) 2 6ran at és mosooldat II-ben (10 %
2-propanol, 10 % ecetsav, 80 % deszt. viz) egy ¢&jszakdn 4t rdzattam a géleket. A
molekulatdomeg meghatdrozdshoz az Amersham Pharmacia moltomeg standard sorozatait
hasznaltam; HMW-SDS kalibraciés kit: miozin (212 kDa), ,-makroglobulin (170 kDa), -
galaktozidaz (116 kDa), transzferrin (76 kDa), glutaminsav dehidrogendz (53 kDa) és LMW
elektroforézis kalibracios kit: foszforilaz b (94 kDa), BSA (67 kDa), ovalbumin (43 kDa),
szénsav anhidrdz (30 kDa), szdjabab tripszin inhibitor (20.1 kDa), -laktalbumin (14.4 kDa).
A B-gliikozidaz molekula tomegének meghatarazasahoz a retencios faktorokat abrazoltam a Ig

MW fiiggvényében.

4.11. Kinetikai paraméterek meghatarozasa

A kinetikai vizsgalatok soran tisztitott enzim oldatot hasznaltam. A reakcidsebességet
hat kiilonb6z6 szubsztrat koncentracional hatdroztam meg, melyek a 0.5-5 K, koncentracio
tartomanyba estek. Szubsztratként pNP-Glc-t és cellobidzt hasznaltam. Az aktivitdsméréseket
a 4.5. pontban leirtak szerint hajtottam végre. Kisérleteimet 3 parhuzamos, fiiggetlen méréssel
végeztem. A K, €s Vpnax €rtékeket a GraFit program (Leatherbarrow 1990) segitségével

hataroztam meg, nem lineéris regresszioval.

4.12. A kinetikai paraméterek pH fiiggésének vizsgalata

A kinetikai paraméterek pH fliggés vizsgéalatakor a K, és Vmax €rtékeket az el6zo
pontban leirtak szerint hatdroztam meg, azzal a kiilonbséggel, hogy a reakcidkat 0.02 M
citrat-foszfat pufferben végeztem, s a pH-t 2.5 és 6.5 kozott valtoztattam. Egy adott pH-n
tehat hat kiillonbozd, 0.5-5 K, tartomdnyba esd szubsztrat koncentraciondl enzim aktivitast
mértem a 4.5. pontban leirtak szerint. A Ky, és Viax értékeket a klasszikus Michaelis-Menten
kinetika szerint, nem-linedris illesztéssel hataroztam meg a GraFit program segitségével. A

szabad enzimre, valamint az enzim-szubsztrdt komplexre jellemzd savi disszocidcios
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allandokat (Kg;, Kgz, Kgsi, Kgsz) a diprotikus enzim modell alapjan, szintén nem lineéris

illesztéssel adtam meg.

4.13. Inhibicios vizsgalatok

Az inhibiciés kinetikai vizsgéalatoknal a kiilonb6z6 inhibitorok jelenlétében (gliikoz,
gliikkonsav(1-5)lakton, p-nitrofenil-1-tio B-D-glikkozid —-pNTP-Glc—, p-aminofenil-1-tio B-D-
glilkkozid -pATP-Glc— ) hatdroztam meg a reakcid sebességet. Az inhibitorok mennyiségét
0.5-3 K; tartomanyban, 6 kiilonbdz6 koncentracidoban valtoztattam. Szubsztratként pNP-Glc-t
hasznaltam, melyet 4 kiilonb6zé koncentracioban —0.5-3 K, kozott— alkalmaztam. Az
aktivitds mérést a 4.5. pontban leirtak szerint végeztem. A K; értékét a Dixon modszerrel

hatdroztam meg.

4.14. Karboxil oldallincok kémiai modositasa

A katalizisben feltehetden részt vevd karboxil csoportok szelektiv kémiai modositasat
nukleofil glicin-metil-€szter jelenlétében vizoldhaté karbodiimid reagenssel (EDAC) ¢és
Woodward K reagenssel (WRK) végeztem (Lundblad és Noyes 1985, Keresztessy és mts-i
1994a).

Az EDAC-] végzett kinetikai vizsgalatoknal a reakciot desztillalt vizben végeztem; a 2
ml reakcidelegy 40 pg enzimet, 7-40 mM EDAC-t (60 mM torzsoldatbol) és 0.5 mM glicin-
metil-észtert tartalmazott. A reakcidkat az EDAC oldat hozzaadasaval inditottam, s minden
mérést 3 parhuzamos atlagaként adtam meg. A reakcioelegy pH-jat manualisan HCIl oldat
segitségével allitottam pH 4.75-re, a reakcié szobahdmérsékleten folyt (25 °C). A maradék
hidrolitikus aktivitdas meghatdrozasdhoz a reakcidelegybdl meghatarozott idonként mintat
vettem (50 ul) melybdl aktivitast mértem: 4.2 mM pNP-Glc (6 Ky,) jelenlétében 50 °C-n 10
percig inkubaltam a modositott enzimet, a reakciosebességet a 4.5. pontban leirtak szerint
hatdroztam meg. Az Osszehasonlitd oldatok azonos Osszetételiiek voltak, csak EDAC-t nem
tartalmaztak. Az inhibicid kinetik4jat Ray és Koshland (1961) mddszere alapjan hataroztam
meg, az elméleti gorbéket a kisérleti pontsorra GraFit program segitségével illesztettem. A
maradék aktivitast abrazolva az id6 fiiggvényében kétfazisu gorbét kaptam, melybdl Ray és
Koshland moédszere szerint (3. egyenlet) meghataroztam a két szakaszra jellemzd latszolagos
sebességi konstansokat (Kappi, Kapp2). A kiilonboz6 reagens koncentraciokhoz tartozo kappi €s
kapp2  latszolagos sebességi konstansok reciprokat abrazolva az 1/EDAC koncentracio

fiiggvényében, a kapott egyenesek meredeksége jelenti a valodi sebességi konstansokat (k; és
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ky). A 1g kiyppi — 1g EDAC koncentracié abrardl pedig a reakcid rendiiségére lehet
kovetkeztetni.

Annak a bizonyitdsara, hogy a reagens valdéban az aktiv centrumban levd oldallancot
modositotta, kompetitiv inhibitort (pNTP-Glc, Ki=2 mM) alkalmaztam. A reakcidelegy ebben
az esetben az enzim mellett 30 mM EDAC-t és 0.5 mM glicin-metil-észtert tartalmazott. Ezt
inkubaltam 10 mM (5 K;) pNTP-Glc jelenlétében illetve hidnyaban. A meghatarozott idénként
vett mintdkbol aktivitast mértem a fent leirtak szerint. A maradék aktivitast abrazoltam az 1d6
fliggvényében, az elméleti gorbét a (3) egyenlet alapjan illesztettem (Ray és Koshland 1961)
GraFit programmal.

Az EDAC-s inaktivalas pH fliggésének vizsgalatakor 6 kiilonb6zd pH értéken, pH 3.5
és 6.5 kozott végeztem el a modositast, 30 mM EDAC-1 és 0.5 mM glicin-metil-észterrel. Az
oldatok pH-jat manuélisan allitottam be HCI vagy NaOH oldattal. Az egyes pH értékeknél a
maradék aktivitast dbrazoltam az id6 fliggvényében, innen meghataroztam a latszolagos
sebessegi allandokat (kapp1), majd pedig ezeket abrazoltam a pH fliggvenyében. Az elméleti
gorbét az (5) egyenlet alapjan, GraFit program segitségével illesztettem.

A WRK-val végzett inhibicios vizsgalatoknal a reakciot pH 5.0 0.02 M Na-acetat
pufferben végeztem, 50 C°n. A 2.5 ml reakcidelegy 43 pg enzimet tartalmazott, s az
inaktivalast 20-50 mM WRK jelenlétében végeztem, minden esetben 3 parhuzamos méréssel.
A maradék hidrolitikus aktivitds meghatarozasahoz a reakcioelegybdl meghatarozott idonként
mintat vettem (75 pl), melynek a kdvetkezé6 mddon hataroztam meg az aktivitasat; 4.2 mM
PNP-Glc jelenlétében 50 C°-n 10 percig inkubaltam az enzimet, majd meghataroztam a
reakciosebességet a 4.5. pont szerint. A kontroll oldatok a WRK kivételével ugyanazokat a
komponenseket tartalmaztak, mint a reakcidelegyek. A folyamat kinetikdjat Kitz és Wilson
(1962) modszere szerint hatdroztam meg. A kinetikai paraméterek meghatarozasdhoz
abrazoltam a relativ sebesség (4o/A) logaritmusat az id6 fliggvényében, ahol az egyenes
meredeksége megadja a latszolagos sebességi allandok (kypp) €rtékeit a kiillonbozd inaktivator
koncentracioknal. A latszélagos sebességi 4allandok reciprokat dbrazolva a WRK
koncentraciok reciprokénak a fliggvényében, megkaptam a folyamat inhibicidés konstansat
(K;) és sebességi konstansat (k;). A 1g kypp — g WRK dbrazolasbol a reakcid rendiiségére lehet
kovetkeztetni.

Az inaktivator aktiv centrum modositd jellegének bizonyitasara vizsgaltam az
inaktivaciot kompetitiv inhibitor, pNTP-Glc jelenlétében is. A reakcidelegyben a WRK
koncentracioja 25 mM volt és 20 mM (10 K;) pNTP-Glc-t tartalmazott. A két kontroll oldat
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ugyanilyen Osszetételll volt, csak inhibitor, illetve inhibitor ¢s WRK nélkiil. A meghatarozott
idénként vett mintdk aktivitasat a fent leirtak szerint mértem meg. A maradék aktivitast
abrazoltam az 1d6 fliggvényében, majd az ismertetett moédon meghatdroztam a sebességi
allandokat.

A kinetikai paraméterek valtozasanak vizsgalatdhoz a kovetkezd reakcidelegyet
allitottam 6ssze: 3 ml 0.02 M, pH 5.0 Na-acetat pufferben, 50 C°-n folyt a reakcid, ami 50
mM WRK-t és 256 pg enzimet tartalmazott. Megfelel6 idOnként mintit vettem a
reakcidelegybdl (320 pl-t) melyekbdl eltavolitottam a WRK felesleget; Sephadex G-25
(1x5cm) oszlopokon engedtem 4t a mintdkat. Az oszlopokat el6zdleg 0.02 M, pH 5.0 Na-
acetat pufferrel ekvilibraltam és az enzimet is ilyen pufferrel eludltam az oszloprol, 2 ml-s
frakciokat szedve. A kinetikai paramétereket a 4.11. pontban leirtaknak megfeleléen
hatdroztam meg, azaz 0.5-5 K, kozott, 6 kiilonbozé szubsztrat koncentracidt hasznélva

mértem a reakcid sebességét a modositott enzimmel.

4.15. Inaktivalas affinitas jelolével

Az enzim aktiv centrumaban talalhatd katalitikus karboxil oldallancok azonositasara
specialis affinitds jel6ld molekuldt, N-bromacetil- -D-gliikopiranozil-amint (NBAGA)
alkalmaztam.

Az inaktivacid kinetikai paramétereinek meghatarozasdhoz inkubdltam az enzimet az
NBAGA jelenlétében. A reakciot pH 4.0, 0.02 M Na-acetat pufferben végeztem, 50 C°-n. A
2.5 ml reakcidelegy 85 pg enzimet és 1.0-3.0 mM NBAGA-t tartalmazott, a kontroll oldatok
az inaktivator kivételével azonos Osszetételiek voltak. A mérési eredményeket 3 parhuzamos
atlagaként adtam meg. Meghatarozott idonként mintat vettem (70 pl), melybdl maradék
aktivitast hataroztam meg; 0.5 mM pNP-Glc jelenlétében 50 C°-n 10 percig inkubéltam a
modositott enzimet, majd a 4.5. pont szerint meghatdroztam a reakcidsebességet. Az
inaktivacid kinetikai paramétereinek meghatarozasa azonos modon tortént, mint a WRK-s
modositas esetén, Kitz és Wilson modszere szerint.

Vizsgéaltam a pNTP-Glc kompetitiv inhibitor hatdsat az inaktivalasi reakciora, mely
kisérlettel az NBAGA aktiv centrum moddositd jellegét kivantam bizonyitani. A fenti
koriilményekkel egyezd reakcidelegy 3.0 mM NBAGA-t és 8.0 mM (4 K;) pNTP-Glc-t
tartalmazott (a kontroll nem tartalmazott inhibitort) pH 4.0 Na-acetat pufferben, s 50 C°-n
inkubéltam. A meghatarozott idonként vett mintakbol (70 pl) maradék aktivitast mértem 3.5

mM (5.0 K,,) szubsztratot hasznalva, a 4.5. pont szerint.
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Végeztem kisérleteket az inaktivalas pH fliggésének meghatarozéasa céljabol. Ennek
soran alland6 inaktivator koncentracional (3 mM) kiilonb6zé pH-n mértem az inaktivalas
sebességét. A reakcidokozeg 0.02 M citrat-foszfat puffer volt (pH 3.0-7.5), a reakcioelegy
Osszetétele egyébként megegyezett a fent leirtakkal. A kontroll oldat az enzimet tartalmazta a
megfeleld pH-ji pufferben. A meghatarozott idénként vett mintdkbol maradék aktivitast
mértem 0.5 mM pNP-Glc jelenlétében, majd abrazoltam a latszolagos sebességi allandot a pH

fiiggvényében.

4.16. Szintetikus modszerek
N-Bromacetil- -D-gliikopiranozil-amin szintézise

Az NBGA-t két lépésben Aallitottam eld laboratoriumunkban. Az elsé 1épésben
brémecetsav-anhidridet szintetizaltam, majd ezt -D-glilkopiranozil-aminnal reagaltatva
kaptam az NBAGA terméket. A szintézist Thomas (1977) leirasa alapjan végeztem.

Bromecetsav-anhidrid eldéallitdsdhoz 2.86 g bromecetsavat vizmentes koriilmények
kozott, argon atmoszféra alatt 14.3 ml absz. széntetrakloridban oldottam. Az oldatot jeges
vizzel 0 °C-ra hiitottem, és kevertetés mellett hozzdadtam 2.42 g (1 ekvivalens) N,N'-
diciklohexil-karbodiimid (DCC) széntetrakloridos oldatat (8.4 ml). A DCC-bdl azonnal N,N'-
diciklohexil-karbamid valt ki finom, fehér csapadék formajaban. 5 perc 0 °C-n torténd
reagaltatas utdn 15 percen keresztiil hagytam felmelegedni az oldatot szobahdmérsékletre. A
csapadékos oldatot G5-s tivegsziiron lesziirtem €s 2x6 ml hideg absz. széntetrakloriddal
mostam.

Az NBAGA eldallitasahoz 150 mg (1 ekvivalens) -D-gliikopiranozil-amint oldottam
3 ml dimetil-formamidban, majd argon atmoszféra alatt hozzaadtam 5 ml bromecetsav oldatot
amely (100 %-s kitermelést feltételezve) 450 mg (2 ekvivalens) bromecetsav anhidridet
tartalmazott. A reakcioelegyet szobahOmeérsékleten kevertettem. A reakcid elérehaladasat
féloranként vékonyréteg kromatografiaval kovettem nyomom, futtatoszerként metanol:aceton
= 1:1 aranyu elegyét alkalmazva. A dimetil-formamid jelenléte miatt a lemezre felcseppentett
foltokat 15 percig olajszivattytival szaritottam. A VRK soran Kieselgel 60 Fs4 (Merck) tipusu
lemezt hasznaltam. Az el6hivas 50 %-s vizes kénsav oldatos permetezéssel, majd melegitéssel
tortént. 1.5 ora reakcioidd utan az elegyet levegdn, lassan kevertetve 135 ml jéggel hiitott
dietil-éterre csepegtettem. Tovabbi 60 perc kevertetés utan kivalt az éterben nem oldodo
termék, amelyet G5-s livegszliron leszirtiink ¢és éterrel szuszpendalva mostam. Fehér,
porszeri terméket kaptam. A terméket eloszor atkristalyositassal tisztitottam; feloldottam 8

ml metanolban, majd hozzdadtam 25 ml dietil-étert mig az oldat a termék kivaldsa miatt
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opalos lett. 3 napon at, -5 °C-n torténd kristalyosodas utan fehér, aprd kristalyos terméket
kaptam. Tovabbi tisztitds oszlopkromatografiaval tortént, Silicagel 60 oszlopon, diklor-
metan:metanol = 3:1 elegyével. A termék szerkezet bizonyitdsat NMR spektroszkopiaval
végeztem (Brucker AM-360 spekrométer); °C NMR (90 MHz, DMSO-d¢): 8(ppm) 27.52
(Br-CH,), 61.21 (C-6), 69.62 (C-5), 73.62 (C-4), 75.52 (C-3), 75.36 (C-2), 77.24 (C-1),
164.93 (-CO-).
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Kiilonbo6z6 Aspergillus fajok p—gliikkozidaz termelése, az enzimek jellemzése

Az A. carbonarius gombardl kevés informdacio talalhaté az irodalomban (Ghareib és
Nour el Dein 1994, Kevei és mts-1 1996, Kavitha és Umesh-Kumar 2000, Kiss és Kiss 2000,
Joosten és mts-i 2001, Kiss és mts-i 2002), az altala termelt —glilkozidazrdl pedig egy,
heterogenitds vizsgalattal foglalkozé kozlemény van (Brumbauer és mts-i 2000). Ezért
fontosnak tartottam, hogy a gomba PB-gliikkoziddz termelését Osszehasonlitsam ismertebb
Aspergillus fajokéval. Ehhez nagy segitségiil szolgalt a mar emlitett j6 munkakapcsolat a
BMGE Vegyészmérnoki Kar, Mezdgazdasagi Kémiai Technologia Tanszékével, ahol az
Aspergillus niger és Aspergillus phoenicis torzseket vizsgaltdk (Réczey és mts-i 1998,

Brumbauer és mts-i, kozlés alatt).

5.1.1. A kiilonbozo Aspergillus torzsek -gliikozidaz termelésének osszehasonlitdsa

A vizsgalatok sordn kétféle taptalajon, kétféle C-forrdst haszndlva tenyésztettem a
gombakat. A folyékony taptalaj glilkoz C-forrdst, a szilard taptalaj buzakorpa C-forrast
tartalmazott. Mig a folyékony taptalajban volt nitrogén forras, €¢lesztd kivonat, nyomelemek, a
szilard taptalajban a blzakorpa biztositotta az Osszes sziikséges tapanyagot. Ez bevalt
modszer kiilonbozd hidrolitikus enzimek termelésére (Sternberg és mts-i 1977). Egyes
szerzOk szerint a szilard fazisi fermentacionak (SSF—solid-state fermentation) ipari
szempontbol tobb gyakorlati és gazdasagi elénye is van a szélesebb korben elterjedt
folyékony fazisti fermentéacioval szemben. SSF-1 az enzimeket koncentraltabb formaban lehet
termelni, a feldolgozasi folyamatok koltsége alacsonyabb és a termelt fehérje extrakcidjahoz
kevesebb mennyiségli oldoszerre van sziikség (Lonsane €s mts-i 1985, Kumar és Lonsane

1989, Battalino ¢s mts-i 1991).
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2. ébra. Aspergillus carbonarius —gliikkozidaz termelése
(A) Folyékony fazist fermentacio gliikkoz C-forrason
(B) Szilard fazisu fermentécio buizakorpa C-forrdson
-D-gliikozidaz aktivitas (m), -D-galaktozidaz aktivitas (0), -D-xiloziddz aktivités (e),

-L-arabinozidaz aktivitas (o), fehérje tartalom (+)
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Mindegyik Aspergillus torzs extracellularis —gliikozidazt termelt. Az enzim termelés
a maximumot a folyékony téptalaj esetén a 9. napon (216 h), a szilard taptalaj esetén a 10.
napon (240 h) érte el. A 2. abra példaként az A. carbonarius extracellularis —gliikkozidaz
termelését mutatja az 1d6 fliggvényében mind folyékony, mind szilard taptalajon. Mindkét
esetben folyamatosan nétt a —gliilkoziddz mennyisége a fermentlében az utols6é napig. A
folyékony fazisi fermentdcid esetén a —D—gliikkoziddz mellett "szennyezd" glikozidaz
enzimként —D-—galaktozidaz termelés volt megfigyelhetd. Ezzel szemben a szildrd fazisu
fermentacional nem csak —D-galaktoziddz, hanem —D-xiloziddz és -L-arabinozidaz is
termelddott. A folyékony fazisi fermentacio esetén a —gliikozidaz termelés csak a gliikoz
teljes felhasznaldsa utan indult meg, ez a katabolit represszio jelensége. A fentiek igazak az A.
forras esetén a hidrolaz aktivitdsok koziil csak a —gliikozidazt lehetett kimutatni.

A harom kiilonboz8 Aspergillus torzs extracellularis —gliikozidaz termelését és a
fermentlevek fehérje tartalmat glilkoz C-forrdson az 1. tdblazatban hasonlitottam Ossze. Az
eredmények szerint az A. phoenicis bizonyult a legjobb —gliikozidaz termeldnek, a
legmagasabb enzim aktivitas (nkatal/ml), hozam ( katal/g C-forras) és produktivitas (nkatal/l
h) értékekkel, mig a legjobb specifikus aktivitds (nkatal/mg fehérje) értéket az A. niger

mutatta.

1. tablazat. Kiilonbozo6 Aspergillus torzsek extracellularis —gliikozidaz termelése glitkoz

, 1
C-forrason

Torzs Aktivitas  Fehérje tart. Specifikus akt. Hozam" Produktivitas
(nkatal/ml) (mg/ml) (nkatal/ (nkatal/ (nkatal/l h)
mg feh.) g C-forras)
A. phoenicis  21.5£2  0.27£0.057 79 +0.23 2.15 99
A. niger 13+£1.16 0.14+0.017 93 +£0.15 1.3 60
A. carbonarius 8.1+0.5 0.21 £0.051 38+0.24 0.8 37

Az eredmények a 216 h tenyészetre vonatkoznak.

®A hozam értékének meghatarozasanal 1 g glitkoz/100 ml fermentlé C-forrassal szamoltam.

A kiilonboz6 Aspergillus torzsek —gliikozidaz termelését szilard, buzakorpa C-forrast
tartalmazé taptalajon is Osszehasonlitottam, melynek eredménye a 2. tablazatban lathato.
Ebben az esetben az aktivitasban, specifikus aktivitdsban, hozamban ¢és produktivitasban

kifejezett enzim termelés fligg az extrakcid modjatol (az extrakcid idejétdl, a hasznalt viz

35



mennyiségétdl stb.). A szilard fazisu taptalaj extrahdldsa utan 100 ml nyers fermentlevet
kaptam, esetemben ezek az értékek természetesen erre az extrakcid utdni allapotra
vonatkoznak. Buzakorpa C-forrdson az A. niger volt a legjobb B—gliikozidaz termeld. Az A.
carbonarius aktivitds, hozam ¢és produktivitas értékei 65 %-a az A. niger hasonl6 értékeinek.
A fermentlevek fehérje tartalma 14-20-szor nagyobb, mint a folyékony téptalajnal, ennek oka
a magasabb enzimtermelés ( —gliikoziddz, —galakoziddaz, —xiloziddz és —arabinozidaz)

illetve a buzakorpabdl szarmazé szennyez6 fehérjék nagy aranya.

2. tablazat. Kiilonb6z6 Aspergillus torzsek extracellularis —gliikozidaz termelése

. fo 1
buzakorpa C-forrason

Torzs Aktivitas  Fehérje tart. Specifikus akt. Hozam’ Produktivitas
(nkatal/ml) (mg/ml) (nkatal/ (nkatal/ (nkatal/l h)
mg feh.) g C-forras)
A. phoenicis 67163 3.84+£0.12 17.4 £0.09 0.335 279
A. niger 81.2+16.2  2.9+0.009 28 £0.19 0.41 338
A. carbonarius 528 £11 3.53£0.086 149+£0.2 0.26 220

'Az eredmények a 240 h tenyészetre vonatkoznak.
’A hozam értékének meghatirozasanal 20 g buzakorpa/100 ml fermentlé C-forrassal

szamoltam.

Sternberg ¢€s mts-1 (1977) gy taléltdk, hogy a kiilonb6z6 Aspergillus torzsek enzim
termelése hatékonyabb volt razatott lombikos tenyé€sztéssel, mint szilard, korpa taptalajon.
Eredményiik szerint a —gliikozid4z specifikus aktivitdsa és hozama nagyobb volt folyékony
taptalajon, pl. 1.2 U/mg keményitd C-forrason ellentétben 0.2 U/mg korpa C-forrason. A
tovabbiakban a kinetikai €s a kiilonb6z6 modositasos vizsgdlatokhoz a buzakorpas taptalajt
hasznaltam a —gliikozidaz termelésére, a magasabb enzimtermelés miatt.

Osszességében elmondhato, hogy habér az A. carbonarius j6 —gliikozidaz termeld, az
altalam vizsgalt masik két Aspergillus torzs jobb enzimtermeldnek bizonyult. Ennek oka
lehet, hogy az A. phoenicis és A. niger torzsek eleve magas —gliikkoziddz termelésii torzsek
voltak, mig az A. carbonarius —glikozidaz termelését nem ismertem. TOrzsnemesitéssel,
fejlesztéssel valdszinlileg magasabb hozamot lehetne elérni ezzel a fajjal is. A BMGE
Mezdgazdasagi Kémiai Technoldgia Tanszékén a gliikoz C-forrast tartalmazo taptalajt pedig

az A. phoenicis és A. niger térzsek —gliikozidaz termelésére optimaltak.
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5.1.2. A Kkiilonbozo Aspergillus torzsek altal termelt —gliikozidazok tisztitasa
A kiilonb6zd forrasbol szarmazd enzimek biokémiai jellemzéséhez és kinetikai

vizsgélatahoz sziikség volt arra, hogy az enzimek tiszta formaban alljanak rendelkezésemre.
Az alabbiakban leirt tisztitasi modszert alkalmaztam a késObbiekben is, amikor az A.
carbonarius —gliikkoziddzdnak miikodési mechanizmus vizsgalatahoz tiszta enzim oldatra
volt sziikségem.

A tisztitasi folyamatnal a kiinduldsi nyers enzim oldat a fermentlevek szlirése utan
kapott szlirlet volt. A buzakorpas taptalajrol kapott sziirlet nagyon sok szennyezd fehérjét
tartalmazott, elsdsorban a korpar6él szarmazd fehérjéket, madasodsorban egyéb, nagy
mennyiségben jelenlévd hidrolitikus enzimeket, melyeknek termelését a taptalaj indukalta.
Ezzel szemben a gliikoz C-forrasrol kapott nyers fermentlé tisztitdsa sokkal konnyebb volt,
mivel kevesebb szennyezd hidroldz enzimet tartalmazott. Ett6l fiiggetleniil ez a fermentl¢ is
ugyanazon a tisztitasi proceduran esett at. Mindkét fermentlében a fehérjéken kiviil mas
szennyezOk is jelen voltak, pl. szénhidratok, szinanyagok stb. Amint az 5.1.1. fejezetben
emlitettem, a hidrolitikus enzimek koziil jelentds volt a —D-galaktoziddz, —D-xilozidaz és —
L-arabinoziddz aktivitas, melyektdl el kellett kiiloniteni a —D-glilkoziddz aktivitast. Az
altalam alkalmazott tisztitasi modszerekkel gyorsan és hatékonyan kaptam meg a folyamat
végén a csak —gliikozidazt tartalmazd enzim oldatot. A tisztitds harom 1épésbdl allt, hidrofob
kolcsonhatas kromatografiabol, méretkizarasos kromatografiabol és kromatrofokuszalasbol.

A hidrofob kolcsonhatds kromatografia soran az elsé elucional mind a négy hidrolaz
enzim megkotdédott az oszlopon, viszont nagy mennyis€gii nem hidrofob tulajdonsagt
szennyez6 fehérjétdl és a szinanyagtol is elvalasztottam az enzimeket. A masodik elicional a
hidrolitikus enzimek egyiitt valtak le a gélrél (a 3., 4. és 5. abrdkon példaként az A.
carbonarius  —glilkkozidazank tisztitdsat mutatom be). A puffer (NH4),SO4 tartalma
meghatarozd ebben az esetben, ui. a s6 hozzdadasa eldsegiti a hidrofob kolcsonhatasok
kialakulasat a fehérje molekuldk és a gél ligandumai kozott. Az (NH4),SO4 hatisara né az
oldat ionerdssége. Az ionok elvonjak a hidratburkot a fehérjék felszinérdl, igy hozzaférhetdvé
valnak olyan hidrofob oldallancok, foltok, amelyek addig rejtve voltak. Ilyenek a
fenilcsoportot tartalmazd oldallancok pl. triptofil, tirozil, fenilalanil. Az enzim felszinén a
hidrofob tulajdonsagokkal rendelkezé oldallincok nagyobb aranya elésegiti a Phenyl-
Sepharose CL-4B gélhez vald kotodést.
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Aktivitas (nkatal/ml)
Feh. tart. (mg/ml)

Frakciészam

3. abra. A. carbonarius —gliikkozidadzanak tisztitasa hidrofob kolcsonhatas kromatografiaval
—D-gliikozidéz aktivitas (m), —D-galaktozidaz aktivitds (0), —D-xilozidéaz aktivités (e), -L-

arabinozidaz aktivitas (©), fehérje tartalom (+)

A tisztitds kovetkezd 1épése a méretkizarasos kromatografia volt. Ennek soran még
mindig valasztottam el szennyez6 fehérjéket is a fenti négy enzimtél, illetve a molekulatomeg
kiilonbséget kihasznalva a  —gliikozidazt részlegesen megtisztitottam a masik harom

aktivitastol (4. abra).
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4. abra. A. carbonarius —gliikozidazanak tisztitdsa méretkizarasos kromatografiaval
—D-gliikozidaz aktivitas (m), —D-galaktozidaz aktivitds (0), —D-xilozidaz aktivités (e), -L-

arabinozidaz aktivitas (©), fehérje tartalom (+)

Végso 1épés a kromatofokuszalas volt, melynek segitségével megkaptam a tiszta, csak
—gliikozidaz aktivitassal rendelkezd enzimoldatot. A mddszer azért ennyire hatékony, mert a
fehérjék izoelektromos pontja alapjan valasztja el a komponenseket, ami jellemzd és egyedi
érték minden fehérjére. Ebben az elegyben a —gliikozidadz izoelektromos pontja jol elkiiloniilt
a tobbi enzimétdl (5. abra). Ezzel a modszerrel egyuttal meghatiroztam a kiillonb6zo
Aspergillus torzsek altal termelt —gliikkoziddzok izoelektromos pontjat is. Az enzim

tisztasagat SDS PAGE-val ellendriztem.
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5. abra. A. carbonarius —glikozidazanak tisztitasa kromatofokuszalassal
A) pH gradiens(—)
B) B—D-gliikozidaz aktivitas (m), —D-galaktoziddz aktivitas (O0), —D-xilozidaz aktivitas (e),

-L-arabinozidaz aktivitas (o), fehérje tartalom (+),
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A 3. tisztitasi tdblazat foglalja 6ssze az 4. carbonarius altal termelt —gliikozidaz teljes
tisztitasi folyamatat. A tisztitas végére kevés 1épésben, nagy hatékonysaggal kaptam a tiszta

—gliikozidazt.

3. tablazat. A. carbonarius —gliikkozidazanak tisztitasi folyamata

Tisztitasi 1épés Teljes Teljes p— Specifikus Tisztulas Hozam
fehérje gliikozidaz aktivitas
tartalom aktivitas
(mg) (nkatal) (nkat/mg) (%)
Nyers extraktum 219.2 1.53 7 1 100
Hidrofob krom. 38.57 1.48 384 5.5 96
Meéretkizarasos kr. 4.2 1.4 333.3 47.6 91.3
Kromatofokuszalas 1.29 0.92 7154 102.2 60.1

Az egyes tisztitasi 1épésekben a —gliikozidaz egy csuicsként jelent meg, ami arra utalt,
hogy az enzim preparatum nem tartalmaz izoenzimeket. Ezzel szemben érdekes eredmény
Brumbauer ¢és mts-i munkdja, akik egy specidlis technika, a CCD (counter-current
distribution, azaz ellendramt elvélasztas) segitségével kimutattdk, hogy az A. carbonarius
legalabb harom izoenzimet termel. A CCD soran a fehérjék elvalasztasanak alapja, hogy vizes
kétfazisu rendszerekben kiilonb6z6 fehérjéknek kiilonb6z6 a megoszlasi hanyadosuk. A
modszer finomsagat mutatja, hogy egy 56 1épéses elvalasztassal két —gliikoziddz izoenzim,
mig egy 145 1épéses elvalasztassal harom izoenzim jelenlétét mutattak ki az A. carbonarius

fermentlevében (Brumbauer és mts-i 2000).

5.1.3. A kiilonboz6 Aspergillus torzsek altal termelt —gliikozidazok biokémiai

jellemzése és osszehasonlitasa

A kiilonb6z6 forrasbdl szarmazd  —gliikozidazok biokémiai jellemzése soran
Osszehasonlitottam az enzimek izoelektromos pontjat, kinetikai tulajdonsagait és a

hémeérséklet és a pH hatasat az enzimmiikodésre.

Mindegyik torzs extracellularis —gliikozidazt termelt, amik csak -D-glilkozidaz
aktivitassal rendelkeztek. Ezt SDS-PAGE vizsgalatok, illetve az bizonyitja, hogy a tisztitas

végén olyan enzim oldatot kaptam, aminek csak f—D-gliikoziddz aktivitésa volt.
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Az enzimek izoelektromos pontjat kromatofokuszaldssal hatdroztam meg. Mindegyik
Aspergillus torzs altal eldallitott —gliikkoziddz savas karakter(i volt, izoelektromos pontjuk pH
3.53-4.2 tartomanyba esett. Koziilik a legkevésbé savas az 4. carbonarius —gliikozidaza
volt, ezzel egylitt is az enzimek nem mutattak jelentds eltérést. Irodalmi adatokkal

Osszhangban vannak ezek az értékek. (4. tdblazat).

4. tablazat. A kiilonbo6zo Aspergillus torzsek altal termelt —gliikozidazok izoelektromos

pontja

Forras A. carbonarius A. niger A. phoenicis
4.2 3.72 3.53

Sajat eredmény

Sternberg 1977 4.0

Zeng 1989 3.95

McCleary 1988 4.0

Watanabe 1992 4.0

Unno 1993 3.8

Vizsgaltam a hémérséklet hatasat az enzim aktivitasra €s stabilitasra cellobioz és pNP-

Glc szubsztratokkal. A hémérsékletet 20-80 °C kozott valtoztattam. Hasonlod viselkedést
mutattak a kiilonbozd torzsek altal termelt ill. a kiilonb6z6 taptalajon eldallitott enzimek.
Mindegyik enzim hémérséklet optimuma 60 °C volt mindkét szubsztrattal mérve. A stabilitas
vizsgalatoknal 2 6ra inkubdalas utin az enzimek 50 °C—ig Orizték meg stabilitasukat, 70 °C-n
pedig mar teljesen inaktivalodtak. Az enzimek aktivitasat inkubalas el6tt, 50 °C-n, pH 4.0-n
hataroztam meg, s ezt az értéket tekintettem 100 %-nak. A fehérjék hddenaturacidja egy ideig
visszafordithatod folyamat, &m tullépve ezt az id6t az enzimek véglegesen inaktivalodnak, amit
a nem kovalens kolcsonhatasok, pl. hidrogén kotések megsziinése okoz. A kiilonboz6 eredetii
—gliikozidazok altalunk mért hémérséklet optimum ill. stabilitads adatai j6 egyezést mutatnak

az irodalmi adatokkal (5. tablazat).
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5. tablazat. A Kkiillonb6zo Aspergillus torzsek altal termelt —gliikkozidazok hémérséklet

optimuma ill. stabilitasa pNP-Glc szubsztrattal

Forras A. carbonarius A. niger A. phoenicis

optimum stabilitas optimum stabilitas optimum stabilitas
°c °C °C °C °c °c

Sajat eredmény 60 50-ig 60 50-ig 60 50-ig

Watanabe 1992 55 55-ig

Galas 1997 65

Sternberg 1977 70-75

Zeng 1989 60 55-ig

A pH enzim aktivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalatakor megéllapitottam, hogy pNP-
Glc szubsztrattal mindharom Aspergillus torzs altal termelt —gliikoziddz pH optimuma a pH
4.5-5.0 tartomanyba esett. Mindegyik —gliikozidaz teljesen elvesztette aktivitasat 7.5 pH-n.
Cellobi6z szubsztrattal a pH optimum mindharom forrasbol szarmazé enzimnél pH 4.0-4.5
volt, mind gliikk6z, mind buzakorpa taptalajrol. Az enzimek pH stabilitasat is pH 2.5-8.0
tartomanyban vizsgaltam, s az enzimek szarmazasra valo tekintet nélkiil stabilnak bizonyultak
pH 4.0 és 8.0 kozott. Az irodalmi adatokat jol megerdsitik eredményeim, az A. carbonarius

—gliikozidazarol nincs hasonl6 irodalmi adat (6. tablazat).

6. tablazat. A kiilonb6zo Aspergillus torzsek altal termelt —gliikozidazok pH optimuma

ill. stabilitasa pNP-Glc szubsztrattal

Forras A. carbonarius A. niger A. phoenicis
optimum stabilitdis optimum stabilitdis optimum stabilitas

Sajat eredmény 5.0 4.0-8.0 4.5-5.0 4.0-8.0 5.0 4.0-8.0
Watanabe 1992 4.5 4.5-7.0
McClearly 1988 4.0 2.5-9.0
Sternberg 1977 4.0 2.5-9.0
Zeng 1989 5.0 4.0-7.5
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A kinetikai vizsgalatok sordn a tisztitott —gliikozidazok jellemzd kinetikai
paramétereit hataroztam meg pNP-Glc és cellobidz szubsztratokkal. A kinetikai gorbék nem
linearis illesztését a GraFit programmal végeztem. pNP-Glc szubsztrat esetén a kiillonb6zo
eredetli enzimek K, értékei kozott nem volt jelentOs eltérés (7. tablazat). Az egyes Aspergillus
torzseknél, a kétféle C-forrason termelt —gliikkoziddzok Ky, értékei szintén hasonld értékeket
mutattak. A legalacsonyabb Vi« értéket az A. carbonarius —glilkkozidaza mutatta, ennélfogva
a legalacsonyabb Vy.x/Kn €rtékkel is ez rendelkezett. A leggyorsabban és leghatékonyabban
pedig az 4. niger éltal termelt enzim hidrolizalta a pNP-Glc szubsztratot (legmagasabb Vpax
€S Vinax/Km értékek).

7. tablazat. A Kkiilonbozé Aspergillus torzsek altal termelt —gliikkozidazok pNP-Gle

szubsztratra vonatkozo kinetikai paraméterei

Torzs Km Vmax Vmax/Km
(mM) (mkatal/kg) (katal/kg-M)

A. carbonarius® 0.63 +£0.058 167+ 2 265 +0.09

A. niger” 0.74 + 0.032 430+ 11 581 +0.05
0.65 + 0.055 236+ 7 364 + 0.09

A. phoenicis®

A. carbonarius’ 0.67 £ 0.008 224 +2 335+0.013

A. nigerb 0.48 + 0.025 372+ 4 775 +0.053
0.58 £ 0.034 267+ 2 461 £ 0.06

A. phoenicisb

1% (w/v) gliikdz C-forras; ° 20 %(w/v) bazakorpa C-forras

Cellobioz szubsztrat alkalmazasakor a K, értékek 3.4—6.2-szer nagyobbak voltak, mint
a pNP-Glc szubsztrat esetén (8. tablazat), s az adatok nem mutattak szdmottevd eltérést a
kiilonbozd Aspergillus fajok altal a kétféle taptalajon termelt enzimek kinetikai tulajdonséagai
kozott. A Vi €rtékek atlagosan 1.5-szor voltak magasabbak, mint a pNP-Glc szubsztrat
hasitasakor. A legmagasabb V. értéket az 4. niger érte el mind a gliikoz, mind a buzakorpa
C-forrason termelt —gliikozidézzal. Cellobi6z szubsztrat esetén a Vi./Kn adatok 24-65 %-ai
voltak a pNP-Glc szubsztratra mért értékeknek. Az A. niger és A. phoenicis altal termelt
enzimek azonos hatékonysaggal hidrolizaltdk a cellobiozt, mig az A. carbonarius —
glilkoziddza bizonyult a legkevésbé hatékonynak. A két szubsztratnal jelentds eltérést

mutattak az enzimek mind affinitdsban, mind hatékonysagban; a pNP-Glc felé nagyobb
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affinitassal rendelkeztek, és hatékonyabban is hidrolizaltak. Ez azt jelzi, hogy a p-nitro-fenil
aglikon sokkal jobb tdvozd csoport. Az a tény, hogy az enzimek nem mutattak mas p-
nitrofenil-glikozid szubsztratok iranyaban aktivitadst, mutatja, hogy a cukorgyliri hidroxil
csoportjainak téralldsa nagyon fontos az enzimek mikodése szempontjabol; az altalam

vizsgalt enzimek sziik szubsztrat specifitastak.

8. tablazat. A Kkiilonbozo Aspergillus torzsek altal termelt -—gliikozidazok cellobioz

szubsztratra vonatkozo kinetikai paraméterei

Torzs Km Vmax Vmax/Km
(mM) (mkatal/kg) (katal/kg-M)

A. carbonarius® 3.71+£0.41 256 £4 69+0.11

A. niger” 2.82+0.47 647 £25 229 +0.17
1.92 £0.12 455+ 11 237 £ 0.07

A. phoenicis®

A. carbonarius’ 2.99 +0.092 243 +5 81 +0.02

A. niger” 2.97+0.22 595+ 16 200 +0.08
2.0%0.13 404 + 12 202 +£0.07

A. phoenicisb

1% (w/v) gliikdz C-forras; ° 20 %(w/v) bazakorpa C-forras

Az A. niger altal termelt —glilkozidaz esetén a pNP-Glc szubsztratra kapott K,
értékek jo egyezést mutatnak az irodalmi adatokkal (Dekker 1986, McClearly €s Harrington
1988, Watanabe ¢és mts-i 1992, Galas és Romanowska 1997, Rashid ¢és Siddiqui 1997).
Nagyobb eltérést mutatnak a cellobidz szubsztrat esetén mért K, adatok, hiszen a Dekker
(1986) altal mért Ky, értéknek (K,=5.63 mM) a fele, mig a Galas és Romanowska (1997)
szerinti értéknek (Kn=1.5 mM) csaknem a kétszerese a mi Ky, adatunk. Az A. phoenicis-nél a
cellobidézra mért K,, sokkal magasabb, mint a Zeng és Zhang (1989) altal kozolt érték
(Km=0.75 mM). Az A carbonarius —gliikozidazéara nincs ilyen irodalmi adat.

Az A. carbonarius altal termelt —glikoziddz molekula tomege SDS-PAGE-I
meghatarozva 108 kDa volt.
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5.2. Az Aspergillus carbonarius altal termelt —gliikozidaz miikodési mechanizmusanak

vizsgalata

Mint a célkitlizésekben emlitettem, dolgozatom masik nagy fejezete és egyben fo része
az A. carbonarius altal termelt -D-gliikozidaz miikddési mechanizmusanak vizsgalata.
Kisérleteimhez minden esetben a 4.3. fejezetben leirtak szerint eldallitott és a 4.7. fejezet

szerint tisztitott enzim oldatot hasznaltam.

5.2.1. Inhibicios vizsgalatok

A kiilonbozd tulajdonsagi inhibitor vegyiiletekkel végzett inhibicidés kinetikai
vizsgélatok az enzim szubsztratkotd helyének feltérképezésére szolgalnak. A szubsztrat
specifitds vizsgalatok soran kideriilt, hogy az altalam vizsgalt A. carbonarius -gliikozidaz
szlik szubsztrat specifitasi enzim, azaz csak -gliikkozidos kotést hidrolizal (3.1.3. fejezet). Ez
a tény mar elmond egy nagyon fontos informdaciot a kotdhelyrdl; a szubsztrat piranozid
gylurtijén talalhaté hidroxil csoportok térallasa abszolut, barmilyen eltérés valdsziniileg
eszencialis hidrogén kotések kialakulasat gatolja meg.

Ugyancsak a szubsztrat glikon részével vald kdlcsonhatasrol adnak felvilagositast a
glilkézzal és a gliikonsav(1-5)laktonnal elvégzett inhibicids kisérletek. Mindkét inhibitor
kompetitiv mddon gatolta az enzim miikodését. A gliik6z hatékony gatloszernek bizonyult
(Ki=8.5 mM), ami szokatlan a tanszéken eddig vizsgalt -gliikoziddzok soraban. A korabban
tanulmanyozott -gliikozidazok pl. sertés vese -gliikozidaz (Pdcsi és Kiss 1988), fehér here

-gliikozidaz (Pocsi és mts-i 1989), manidka -gliikoziddz (Keresztessy és mts-i1 1994a) széles
szubsztrat specifitdsu enzimek voltak, melyek mitkodésére a gliikoz nem fejtett ki gatlo hatést.
Ezzel szemben az A. carbonarius -glikkoziddza sziik szubsztrat specifitasu és a gliikk6z jo
inhibicios hatdsa arra utal, hogy az aktiv centrumnak a cukorrésszel kialakuld kdlcsonhatasa
ugyanolyan fontos, mint a hidroféb aglikonnal 1étrejovd kdlcsonhatas (Isd. késobb). A széles
szubsztrat specifitasii enzimek esetén pedig a hidrofob aglikonnal kialakulé kolcsonhatas a
dominans. Az aldonsav(1-5)laktonok a glikozidazok nagyon specifikus, Gn. atmeneti allapot
analdg inhibitorai, igen hasznos vegyiiletek a szubsztrat kotés és hasitas tanulmanyozasanal
(Leaback 1968). A gliikonsav(1-5)lakton igen erds gatloszernek bizonyult (Ki=24 uM), két
nagysagrenddel jobbnak, mint akar a glikoz, akar egy tio-gliikkozid (Isd. késébb). Ez
bizonyitékul szolgél arra, hogy az A. carbonarius -gliikozidaz a Koshland éaltal leirt, s a

dolgozat elején ismertetett glikozidazok altalanos miikodési mechanizmusa szerint miikodik.

crer
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miikddési modellbdl tudjuk, a glikoziddzokndl az atmeneti allapotban a szubsztrat félszEék
konforméciot vesz fel.

Az 1-tio-gliikkozid tipusi szubsztrat analég inhibitorok (p-nitrofenil-1-tio és p-
aminofenil-1-tio p-D-gliikozidok, pNTP-Glc, pATP-Glc) alkalmazéasaval informaciot
kaphatunk az aglikon kot6hely tulajdonsdgairdl is. Mindkét inhibitor kompetitiv médon
gatolta az enzimet. A pNTP-Glc jobb inhibitornak bizonyult (Ki=2 mM) a pATP-Glc-nél
(Ki=50 mM). Ez az eredmény az aglikon kotohely hidrofob jellegét mutatja, mert a hidrofil
amino csoport szubsztituens jelenléte 25-sz6r gyengébb kotddést okoz. Ezek az eredmények
hasonldak a tanszéken koradbban vizsgalt széles szubsztrat specifitdsi manidka -gliikozidaz
(Keresztessy és mts-i 1994a) és sertésvese -glitkozidaz (Pocsi és Kiss 1988) esetén kapott

eredményekhez .

5.2.2. A kinetikai paraméterek pH fiiggésének vizsgalata

A mikodési mechanizmus  vizsgalatoknal alapvetd az enzim kinetikai
tulajdonsagainak tanulméanyozdsa. A kinetikai paraméterek (K, Vmax) meghatarozéasarol az
eldzo fejezetben szoltam, emellett vizsgaltam a kinetikai paraméterek pH fliggését.

A kinetikai konstansok pH fliggésének tanulmanyozasanak jelentdsége, hogy azokbol
kovetkeztetni lehet az enzim mitkddésében, azaz az enzim-szubsztrat komplex kialakulasdban
€s a szubsztrat hidrolizisében részt vevd, ionizalhatd katalitikus csoportokra. A Viax pH
fiiggése felvilagositast ad a szubsztrat hidrolizisében részt vevé aminosav oldallancokrodl, a
Vinax/Km pH fiiggése az enzim hatékonyséagara, az ES komplex kialakulaséra utal.

Vizsgéalataim soran meghatdroztam a pNP-Glc szubsztratra vonatkoz6 kinetikai
paramétereket kiilonbozé pH értékeken (pH 2.5-6.5), az eredményeket a 6. és 7. abrak
mutatjak be. A kapott kisérleti pontok jol illeszkedtek az elméleti gorbékre, melyeket nem
linedris illesztéssel, GraFit illesztoprogram segitségével adtam meg, az (1) és (2) egyenletek

alapjan (Tipton és Dixon 1979, Cornish-Bowden 1979):

~
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ahol I7max és I7max / Em a pH-tol fliggetlen kinetikai paraméterek, Kg; és Kg» a katalizisben

részt vevo aminosav oldallancok savi disszociacids allandoi a szabad enzimben, Kgg; és Kgs»
pedig az enzim-szubszrat komplexben.

A kisérleti pontok jo illeszkedése az 1. és 2. egyenletek alapjan illesztett elméleti
gorbékre arra utal, hogy a szubsztrat hidrolizisében két ionizalhat6 aminosav oldallanc vesz
részt. Azaz, az enzim miikodésére érvényes a Peller-Alberty féle diprotikus enzim modell,
mely szerint a katalizis sordn a két ionizalhatd csoport koziil az egyik ionizalt, a masik
protonalt (Peller és Alberty 1959, Cornish-Bowden 1979).

A 6. dbran abrazoltam a Vy,.x/Kn pH fliggését, mely az enzim hatékonysagara utal. A
legjobb illesztést abban az esetben kaptam, amikor pKg;=2.8 illetve pKg,=5.93 értékeket
hasznaltam. Ezek az értékek, Osszevetve irodalmi adatokkal és aminosav oldallancok
disszociacioés allandodival, arra engednek kovetkeztetni, hogy egy ionizalt karboxilat csoport
mellett egy protonalt karboxil csoport vagy egy hisztidin oldallanc vesz részt az ES komplex
kialakitasaban. Az emlitett ionizalt karboxilat igen alacsony pK értéke (pKg1=2.8) szerint ez

egy erdsen savas jellegli csoport.
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6. abra A Viax/Km pH fiiggése (Vmax/Km: katal/kg-M)
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A Viax pH fiiggésénél a legjobb illesztést a pKgs;=2.24 és a pKgsy=6.14 értékekkel
értilk el (7. dbra). A Vha pH fiiggésébdl a szubsztrat hidrolizisében részt vevd aminosav
oldallancokra lehet kovetkeztetni, s az eredmények szerint ezek a csoportok hasonloak a
Vmax/Km pH fliggésénél megallapitott csoportokhoz. Ha feltételezziik, hogy mind a szabad
enzimben, mind az enzim-szubsztrat komplexben ugyanazok a katalitikus csoportok jatszottak
szerepet a pH fliggés vizsgalatanal, 6sszehasonlitva a pK értékeket megallapithatjuk, hogy az
enzim-szubsztrat komplexben valtozott az oldallancok pK értéke. Nevezetesen, a szubsztrat
kotddése révén az anionos csoport, aminek a deprotonalt allapota sziikséges a katalizishez és
ami a nukleofil tdmadast intézi a szubsztrdt cukor részének C-1 atomja ellen, savi
disszociaciés konstansa jelentdsen csokkent (pKgsi-pKei= -0.56), mig a protonalt csoporté
kisebb mértékben nétt (pKgs>-pKe= 0.21), azaz a disszocialt csoport még disszocialtabb lesz

a protonalt oldallanc pedig gyengébben savassa valik, ami a katalizis szempontjabol kedvezo.
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7. abra A Vimax pH fiiggése (Vmax: katal/kg)

A Viax €s a Via/Km a legnagyobb értékeket a pH optimumon veszik fel, haladva a
savasabb pH tartomany felé, a protonalt aminosav oldallancok szdméanak ndvekedésével
csokken az értékiik. Ugyanigy a ligos pH tartoméanyban, ahogy a deprotonalt csoportok
keriilnek tulstlyba, szintén csokken mindkét érték. Mindebbdl szintén arra lehet
kovetkeztetni, hogy az enzim-szubsztrdt komplex kialakulasahoz ¢és a szubsztrat

hidroliziséhez is egy protonalt és egy deprotonalt aminosav oldallanc sziikséges.
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A K, pH fliggés vizsgalatanak eredménye szerint a K, a pH optimumon (pH 4.5 -5.0)
volt a legkisebb, azaz az enzim-szubsztrat komplex ezen a pH-n a legstabilabb.

Az irodalomban szamos esetben hasonl6 eredményekrdl szamoltak be gliikozidazokra
vonatkozoan, pl. manioka -gliikozidaz (Keresztessy és mts-i 1994a), arpa -gliikkozidaz
(Skoubas ¢s Georgatsos 1997), Schizophyllum commune -gliikkozidaz (Clarke 1990), édes
mandula B-gliikkozidaz (Dale és mts-i 1986) esetén. Régebben a kinetikai paraméterek pH
fliggéseébdl kapott pKa értékek alapjan szintén egy karboxil és egy hisztidin/bazikus karboxil
oldallanc részvételét javasoltdk az enzimek katalitikus miikodésében. Tovabbi vizsgalatok
azonban nem igazoltdk hisztidin oldallincok kozvetlen részvételét a katalizisben, viszont

megerdsitették két karboxil csoport szerepét (Clarke és mts-1 1993).

5.2.3. Karboxil oldallancok kémiai modositasa

A kinetikai paraméterek pH fliggésének vizsgalata c. fejezetben emlitettem, hogy a
katalizisben részt vevd ionizalhatdé csoportok nagy valdszintiséggel karboxil csoportok
(glutaminsav vagy aszparaginsav oldallancok karboxil csoportjai), esetleg hisztidin oldallanc.
Ezt bizonyitando, ezeket az oldallancokat karboxil csoportra specifikus reagensekkel
modositottam. Ehhez nukleofil glicin-metil-észter jelenlétében vizoldhaté karbodiimidet (1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid — EDAC) illetve Woodward K reagenst (N-etil-5-
fenilizoxazolium-3-szulfondt — WRK) alkalmaztam (Lundblad €s Noyes 1985, Keresztessy ¢s
mts-1 1994a). A hisztidin oldalldnc szerepének tanulmanyozasara dietil pirokarbonatot (DEP)
hasznaltam.

A DEP hatasara az enzim inaktivalodott, 50 °C-n 75 mM reagens koncentraciot
alkalmazva az aktivitas a kiindulasi érték 27%-ara cs6kkent. Az eredmények szerint azonban
az inaktivalas irreverzibilis volt, hiszen hozzaadott hidroxilamin hatdsara nem nétt (nem tért
vissza) a modositott enzim aktivitasa. Ilyen mddon a hisztidin oldallancok katalitikus
szerepérdl nem lehet kovetkeztetést levonni, ill. valdszintisithetd, hogy nincs kozvetlen
szerepik a szubsztrat hasitasaban.

A glicin-metil-észter jelenlétében alkalmazott EDAC inaktivalta az enzimet. Az
50-80 %-s aktivitas csokkenést figyeltem meg. Az inaktivalasi reakcidt 60 percig végeztem
szobahdémérsékleten, 4.75 pH-n. Az inaktivalt enzim relativ aktivitasat (A/Ao, 3. egyenlet)
abrazolva az idd fliggvényében kétfazisti gorbét kaptam, amely komplex kinetikat jelez, s

amely két elsérendii folyamatra bonthatdo (8. abra). Az elsé 8 percben gyors aktivitas
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csOkkenés figyelhetd meg. Az inaktivalodas jelentds része (70-50 %) gyakorlatilag ekkor
ment végbe, ezt a kypp) pszeudo-elsérendi sebessegi konstans jellemzi. A masodik szakaszban
kisebb volt az inaktivacid sebessége, 50 perc alatt mar csak 20-30 %-1 csokkent az aktivitas.
Ennek a szakasznak a kinetikdjarol a kupp» pszeudo-elsérendii sebességi konstans ad

felvilagositast. A karbodiimides modositds nem specifikus a katalitikus karboxil csoportokra,
ezért lehet a modositas kétfazisu. Az inaktivacio elsd szakaszdban valdsziniileg katalitikus
karboxil csoportok modosultak —ezért volt gyorsabb az aktivitds csokkenés—, mig a lassabb
szakaszban olyan karboxil csoportok, melyek az enzim feliiletén hozzaférhetdek a reagens
szamara ¢€s jelenlétik sziikséges az enzim miikddéséhez pl. az enzim szerkezetének
fenntartdsaban jatszanak szerepet, de nincs katalitikus szerepiik. A kisérleti pontok jol

illeszkednek a 3. egyenletbdl kaphato elméleti gorbével (Ray és Koshland 1961):
A1 dg = (1= R e~k (ks G)

ahol 4 a kezeletlen enzim aktivitasa, A/4, az inaktivalt enzim relativ aktivitasa, F; konstans, ¢
az 1d8. A pszeudo-elsérendii sebességi konstansokat (kapp1 €8 kapp2) Ray €s Koshland (1961)
modszerével hataroztam meg a fenti egyenlet alapjan, GraFit program segitségével; 40 mM
EDAC koncentracional k,,,1=0.44 perc”, kapp2=0.0164 perc’. A kiilonboz8 reagens
koncentraciokhoz tartozd Kapp1 €8 kappo latszolagos sebességi konstansok reciprokat abrazolva
az EDAC koncentracio reciprokanak fliggvényében, a kapott egyenesek y tengely metszete

jelenti a valodi sebességi konstansok reciprokat; k1=0.56 perc” M, k,=0.046 perc’ M™ (9.
abra).
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8. dbra. -gliikozidaz inaktivalasa a karboxil csoportra szelektiv EDAC-I.
0.5 mM glicin-metil-észter jelenlétében kezeltem az enzimet 7 mM (+), 10 mM (o), 20 mM
(©),30 mM (m) ¢és 40 mM (o) EDAC-I. A jelzett iddpontokban mintat vettem ¢€s

meghataroztam a maradék aktivitast. Az elméleti gorbéket a (3) egyenlet alapjan illesztettem.
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9. dbra. A latszolagos sebességi konstansok reciprokai az EDAC koncentracid reciprokanak
fliggvényében.
A) 1/kapp1 — 1/[EDAC]
B) 1/kapp2 — 1/[EDAC]
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A sebességi allandok segitségével a reakcid rendiségére is lehet kovetkeztetni. A lg
kapp1 - 1g EDAC koncentracié abran az egyenes meredeksége 0.703, ami elég kozel all az 1
értékhez ahhoz, hogy megegyezzen a reakcid rendiségével, azaz a moddositds sordn 1
molekula EDAC 1 enzim molekulaval reagal (10. dbra) (Levy és mts-i 1963, Cornish-Bowden
1979). A specifikus reagenssel torténd modositds eredményei arra utalnak, hogy az A.
carbonarius —gliikoziddazdban valdban van egy, az enzim milkodéshez sziikséges karboxil

oldallanc.

-0.2 ‘ ‘
ol5 1 15 ?

0.4 ¢
& <061 °
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o (o
-1
Ig [EDAC]

10. abra. Az inaktivacidé gyors szakaszat jellemzd latszolagos sebességi allando

logaritmuséanak fliggése az inaktivator koncentracid logaritmusatol.

Annak az eldontésére, hogy ez az EDAC altal modositott karboxil oldallanc valéban
az aktiv centrumban talalhat6-e, az enzim egyik kompetitiv inhibitorat, a p-nitro-tiofenil —D-
glilkkopiranozidot (pNTP-Glc) hasznaltam. A vizsgédlatok soran mértem az inaktivalas
sebességét az inhibitor jelenlétében (10 mM=5 Kj) és hidnyaban (11. dbra). Az abran lathato,
hogy a pNTP-Glc jelenlétében csokken az inaktivalas sebessége, az inhibitor alkalmazasanak
eredményeképpen a k,,p1 sebességi allando 54 %-1 csokkent. A pNTP-Glc kotddése tehat
védelmet nyujtott az EDAC inaktivalo hatasaval szemben, ami bizonyiték arra, hogy az

EDAC altal modositott katalitikus csoport az enzim aktiv centrumaban talalhato.
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11. abra A kompetitiv inhibitor "védd" hatdsa az EDAC inaktivalo hatasaval szemben. A -
gliikkozidazt 30 mM EDAC-1 kezeltem, 10 mM pNTP-Glc, mint kompetitiv inhibitor
jelenlétében (@) ill. hidnyaban (o).

A modositasi reakcid pH fliggésének tanulmanyozasa felvildgositast ad a az EDAC-1
reagalo oldallanc jellegérdl. A pH fliggés vizsgélatok soran meghataroztam a karbodiimides
modositds sebességét kiilonbozé pH értékeken (12. 4bra), kiszdmoltam az egyes pH
értékekhez tartozo latszolagos sebességi allandokat (kapp1) a fent leirt modon, majd abrazoltam
ezeket a pH fiiggvényében (12. dbra, beszurt abra). Az elméleti gorbe &brazolasanal
feltételeztiik, hogy a modositasi reakcid egyetlen irreverzibilis 1épésben megy végbe az

alabbiak szerint (4. egyenlet):

SE” - X (4)

A 12. beszlrt dbran lathato elméleti gorbével a kisérleti uton meghatarozott kypp

latszolagos sebességi allandokat abrazoltam a pH fiiggvényében, a mért pontsorra az elméleti
gorbét az (5) egyenlet alapjan (Tipton és Dixon 1979) illesztettem GraFit program

segitségével:
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ahol x a reagens (EDAC) koncentréacidja, Kx pedig az EDAC éaltal modositott, katalitikus

aktivitassal rendelkez6 csoport savi disszocidcios allandoja.
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12. abra. A -gliikkozidaz inaktivalasa EDAC-I kiilonb6z6 pH értékeken, pH 3.5 (o), pH 4.0
(©),pH 4.5 (+), pH 5.0 (m), pH 5.5 (O), pH 6.0 (x).

Beszurt abra: az inaktivalas gyors szakasza latszolagos sebességi allanddjanak pH fliggése.

A legjobb gorbe illeszkedést a Kx=2.45 x 107 értéknél kaptuk, azaz a pKx=4.61. Az
inaktivalds a legnagyobb sebességgel a pH optimum koérnyékén ment végbe. Ezen a pH-n
csak a katalitikus nukleofil deprotondlt (a protondld oldalldnc protonalt), igy a reagens a

nukleofilt mddositja. Alacsonyabb pH-n csokken a moédositas sebessége, magasabb pH-n
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pedig a latszolagos sebesség nd, az inaktivalas aspecifikus, hiszen egyre tobb karboxil csoport
lesz deprotonalt. A fenti tények alapjan feltételezhetd, hogy az EDAC a katalitikus nukleofilt
modositotta, ami egy Glu vagy egy Asp karboxil oldallanca.

Rashid ¢s Siddiqui (1998) Aspergillus niger —glilkozidazdnak karboxil csoportjait
modositottdk EDAC-1 glicinamid (GAM) illetve etiléndiamindihidroklorid (EDAM), mint
nukleofil jelenlétében. Céljuk az enzim hdstabilitdsdnak novelése volt. Azt talaltak, hogy
alacsonyabb hémérsékleten (55 és 60 °C) az enzim hdstabilitdsa csokkent, mig magasabb
hémérsékleten (67 és70 °C) nétt a kezelés hatasara (az EDAM hatdsara jobban nétt).
Magyarazatuk szerint magasabb hdmérsékleten konformécios valtozasok kovetkeznek be az
enzim szerkezetében. A nukleofil reagensek a negativ toltések eliminacidjaval (a GAM
semlegesitette a karboxil csoportok negativ toltését, az EDAM pedig még pozitivva is
enzim termostabilitasat.

A szintén karboxil csoportokra specifikus Woodward reagens K (WRK) (Lundblad és
Noyes 1985, Keresztessy ¢s mts-1 1994a) alkalmazéasakor is azt tapasztaltam, hogy a reagens
20-50 mM kozott valtoztattam és a reagens koncentracidjatol fliggden az eredeti aktivitas a 30
illetve 7 %-ara csokkent. A reakciot 40 percig végeztem 50 °C-n, pH 5.0-n. Megallapithato,
hogy a két, karboxil csoportra specifikus reagens hasonlé hatékonysaggal inaktivalta az
enzimet, hiszen mindkett6t hasonld koncentracié tartomanyban alkalmaztam ¢&s az
inaktivalodas mértéke a WRK alkalmazéasakor is 80-60 % volt 8 perc utdn. A 40 perces
inkubalasi id0 elteltével pedig a maradék aktivitas az eredeti 7-25 %-a volt. A WRK esetén
azonban az aktivitas csokkenés nem két fazist volt, hanem linearis. Egy masik kiilonbség az
EDAC és a WRK kozott, hogy mig az EDAC-s inaktivalds szobahdmérsékleten folyt, a WRK
csak magasabb hémérsékleten, 50 °C-n inaktivalta hatékonyan az enzimet (pl. 25 °C-n 40 perc
utan csak 20 %-s aktivitds csokkenés volt megfigyelhetd 50 mM WRK jelenlétében). A
WRK-s médositas hémérséklet fliggésérdl nincs adat az irodalomban, a tanszéken kordbban
viszont megfigyelték a jelenséget A. carbonarius —xilozidazanal (Kiss és mts-i 2002). Mivel
az enzim hd&mérsékleti optimuma 60 C°, valdszinli, hogy magasabb hémérsékleten
konnyebben kialakul az aktiv centrumnak az a szerkezete ami eldsegiti az enzim-szubsztrat
komplex illetve az enzim-inaktivator komplex kialakulasat. A WRK-s és EDAC-s mddositasi
kinetika kiilonboz6ségének oka abban keresendd, hogy eltéré az inaktivalas mechanizmusa a
két reagens esetén. A WRK specifikus a katalitikus csoportra, mig az EDAC kevésbé

specifikus, ez utobbi minden hozzaférhetd karboxil csoportot mddosit. Az EDAC esetén a

57



valddi modositd reagens a karbodiimid altal aktivalt glicin-metil-észter, ami savamid kotést
alakit ki a karboxilat csoportokkal. A WRK a szubsztrattal valé nagyobb szerkezeti
hasonlosaganal és hidrofob jellegénél fogva specifikusan az aktiv centrum karboxil csoportjait
modositja.

Ebben az esetben is kiilonbozd inaktivator koncentraciok jelenlétében inkubdltam az
enzimet és a meghatarozott idénként vett mintakbdl aktivitast mértem. Amikor a % maradék
aktivitadst abrazoltam az 1d6 fliggvényében, egyenest kaptam (13. é&bra), ami latszolagos
elsérendii kinetikara utal, ellentétben az EDAC-s modositas kétfazisu kinetikdjaval. Ilyen
esetekben, mint azt mar bizonyitottak, létezik egy sebesség meghatdrozo 1épés az enzim
irreverzibilis inaktivalasa soran, s ez az enzim és az inaktivator kozotti reverzibilis komlpex
jelenlétére utal a kovalens kotés kialakulasat megel6zden (Kitz €s Wilson 1962). Az enzim ¢€s
az aktiv centrumra specifikus reagens a 6. egyenlet szerint reagal egymassal. Az enzim ¢€s az
inaktivator kozott egyenstlyi folyamatban enzim-inaktivator komplex alakul ki, mely
folyamatot a K; egyensulyi allanddval jellemezhetlink. Ezutan kovalens kotés alakul ki az
enzim ¢és az inaktivator molekula kozott, k; sebességi allandoval (Kitz és Wilson 1962, Pétra

1971):

E+l«—LsE. " sE—] (6)

ahol E az enzim, [ az inaktivator, E-I az enzim-inaktivator komplex, £-I a modositott, inaktiv

enzim, Kj a latszdlagos inhibicids konstans, &; az inaktivacio elsérendii sebességi allandoja.
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13. dbra. -gliikozid4z inaktivalasa a karboxil csoportra szelektiv WRK-val.
A B-gliikozidazt 20 mM (e), 30 mM (0),40 mM ( ) és 50 mM (o) WRK val kezeltem. A

jelzett id6pontokban mintat vettem és meghataroztam a maradék aktivitast.

Kitz és Wilson (1962) irta le az aktiv centrumra specifikus inaktivatorok kinetikajat,
melyek egy nem kovalens kozti terméken keresztiil alakitjak ki a kovalens enzim-inaktivator
komplexet. Az inaktivator altal okozott aktivitds csokkenés a kovetkezd egyenlettel irhato le

(7. egyenlet):

Ao kit

In—2 =L - 7
VIR app ! @)

ahol A4, a kezdeti sebesség, (a kezeletlen enzim aktivitdsa), A az inaktivalas soran egy adott ¢
idépontban a sebesség, K; a latszolagos inhibiciés konstans, ki az inaktivacid sebességi
allandoja, I az inaktivator koncentracidja €s k,,, a latszolagos elsrendili sebességi dllando. A
latszolagos sebességi allandd inaktivator koncentraciotol vald fiiggését a 7. egyenlet
atrendezésével kapjuk meg:

1 1

Ki 1
T ®)

1
kapp ki

59



Az inaktivalds kinetikdjanak leirdsa, azaz a K; és ki meghatarozdsa a (7) és (8)
egyenletek alapjan tortént. Az In A¢/A-id0 &brazolasnal (14/A 4&bra) az egyenesek
meredeksége jelenti a kiilonb6z6 WRK koncentraciohoz tartozd latszolagos sebességi
allandokat (kgpp). Az 1/kgp,~1/WRK' koncentracio abra segitségével (14/B ébra) pedig
meghataroztam a folyamat latszolagos inhibiciés konstansat és az inaktivacio elsOrendii
sebességi allandojat: Ki=105.9 mM és k=0.154 min™'. A Ig kapp—1gWRK' dbrazolasbol a
reakcid rendlségére kovetkeztethettem; az egyenes meredeksége 0.82 volt, ami szerint 1
inaktivator molekula 1 enzim molekuldval reagal (15. dbra). Eredményeim megerdsitik, hogy
legalabb egy esszencidlis karboxil csoport jelen van az enzim aktiv centruméban.

Annak a vizsgalatara, hogy a moddositott karboxil oldallanc valdban az aktiv
centrumban lokalizalodik, szintén elvégeztem az inaktivaladst egy kompetitiv inhibitor
jelenlétében. Ebben az esetben is a pNTP-Glc-t hasznaltam erre a célra, megmértem az
inaktivacids folyamat sebességét az inhibitor jelenlétében (20 mM=10 Kj) és hidnyaban (16.
abra). A pNTP-Glc jelenléte a modositasi reakcidelegyben azt eredményezte, hogy a
latszolagos sebességi allandd 0.0276 min™'-ré1 0.019 min'-re csokkent, tehat a kompetitiv
inhibitor részlegesen "megvédte" az enzimet a WRK inaktivalo hatasatol. Ez az eredmény
szintén megerdsiti, hogy a WRK, mint karboxil csoportra specifikus reagens altal modositott

oldallanc az enzim aktiv centrumaban talalhato.

60



1,8 4 50

1,6 -

1/K,pp (PETC)

1,4 1

1,2 1 0 0,02 0,04 0,06
1/WRK (1/mM)

In AO/A

0,8 -
0,6
0,4

0,2 1

0 5 10 15 20 25 30
Id6 (perc)

14. abra A —gliikkoziddz WRK-val t6rténé mddositasa
A) In A¢/4 az 1d6 fiiggvényeben. Az egyenesek meredeksége adja a kiilonb6z6 WRK

koncentraciokhoz tartoz6 k,,, €rtékeket. Az alkalmazott WRK koncentraciok: 20 mM (e), 30
mM (0), 40 mM (), 50 mM (D).
B) A kiilonb6z6 WRK koncentraciokhoz tartozo k,,, €rtékek reciproka a WRK koncentracio

reciprokéanak fiiggvényében.
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15. abra. A Ig k,,, fliggése a IgWRK koncentraciotol.
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16. dbra A kompetitiv inhibitor "védé" hatasa a WRK inaktivald hatasaval szemben.
A B-gliikozidazt 25 mM WRK-I kezeltem, 20 mM pNTP-Glc, mint kompetitiv inhibitor
jelenlétében (@) ill. hidnydban (0).
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A kinetikai paraméterek valtozdsdnak vizsgalata az inaktivalasi reakcid sordn
felvilagositast ad arrdl, hogy a modositott karboxil oldallanc milyen szerepet tolt be az enzim
miikddésében. A moddositott karboxil csoport kinetikai paraméterekre gyakorolt hatdsat a
WRK-s moddositds soran ugy vizsgaltam, hogy a meghatdrozott idonként vett mintakbol
meghataroztam a moédositott enzim Ky, €s Viax értékét pNP-Glc szubsztratra nézve. A Ky, €s
Vmax €rtékének alakuldsat az id6 fiiggvényében a 17. dbra mutatja. Lathato, hogy mig a Ky,
gyakorlatilag valtozatlan maradt (értéke 0.56 mM és 0.63 mM kozott valtozott) addig a Viax
30 perces inkubalas alatt tobb, mint a felére csokkent (80 mkatal/kg-rol 35 mkatal/kg-ra). A
K az enzim—szubsztrat komplex kialakuldsardl ad felvildgositast, a Viax pedig a szubsztrat
atalakitasarol. Ezek szerint a modositott karboxil oldallanc a szubsztrat hasitasdban jatszik

szerepet.

V hax (Mkat/kg)
K,, (mM)

0 ‘ ‘ 0

0 10 20 30
1d6 (perc)

17. abra A —gliikozidaz jellemzd kinetikai paramétereinek valtozdsa a WRK-s modositas

hatasara; K, (®), Viax ().

Mindkét, karboxil csoportra specifikus modositdé reagens alkalmazasaval
bizonyitottam, hogy az A. carbonarius altal termelt —gliikkozidaz tartalmaz olyan karboxil
oldallancokat, melyek az enzim miikodése szempontjabol nélkiilozhetetlenek. Ezek koziil
legalabb egy az enzim aktiv centrumdban helyezkedik el és Asp vagy Glu oldallancanak
karboxil csoportja. Szerepe nagy valosziniiséggel a szubsztrat hasitdsaban van.

Woodward €s mts-i az izoxazélium sok alkalmazésat elsdsorban karboxil csoportok

aktivalasara fejlesztették ki peptidek szintézise céljabol vizmentes koriilmények kozott
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(Woodward és Olofson 1966). Késébb azonban kiterjesztették hasznalatukat fehérjék karboxil
csoportjainak moddositdsara, ahogy az irodalomban szdmos példa mutatja ezt. A karboxil
csoportok szerepét az enzim katalitikus mukodésében tobb glikozidaz esetén kimutattdk a
karboxil csoport kémiai modositasadval és a modosulas kinetikai vizsgalataval (tobbek kozott
karbodiimid és Woodward K reagens alkalmazasaval); pl. manidka -gliikkozidaz (Keresztessy
és mts-i 1994a), Trichoderma reesei -glikoziddz (Mata és mts-i 1992, 1993), arpa -
gliikozidaz (Skoubas és Georgatsos 1997), Schizophyllum commune -gliikoziddz (Clarke
1990) Trichoderma reesei cellobiohidrolaz I (Tomme ¢€s Claeyssens 1989), Flavobacterium
dormitator endo- -gliikanadz (Yamamoto és mts-i 1983), Aspergillus carbonarius -xilozidaz
(Kiss és mts-1 2002) vagy Jack Bean bors6 —mannozidaz (Burrows és Rastall 1998) esetén.
A 9. tablazatban példaként kiilonb6z6 glikozidazok WRK-val torténd inaktivalasanak

kinetikai paramétereit mutatom be.

9. tablazat. Néhany glikozidaz WRK-val torténé inaktivalasanak kinetikai paraméterei

Enzim k; K;
(min™) (mM)

marha karboxipeptidaz 2.19 37.7

(Pétra 1971)

manidka -gliikozidaz 0.87 (min" M™) 20.7

(Keresztessy és mts-i 1994a)
Esherichia coli uridin foszforilaz 1.2 0.07

(Komissarov és mts-1 1995)

A. carbonarius -xilozidaz 0.78 677
(Kiss és mts-1 2002)
A. carbonarius -glikozidaz 0.154 105.9

(sajat eredmények)

A K; értékeket Osszehasonlitva megallapithatd, hogy az inaktivalas inhibicids
konstansai azoknal az enzimeknél alacsonyabbak, ahol a hidroféb kolcsonhatasoknak
nagyobb szerepilik van a szubsztrat megkotésében. Az A. carbonarius -xilozidaza (Kiss €s
mts-1 2002) és -gliikozidaza esetén a hidrofob kdlcsonhatdsoknak kisebb a szerepiik, a
hidroféb tulajdonsdgi WRK kevésbé kotddottt az aktiv centrumba igy a K; értékek egy

nagysagrenddel nagyobbak a tdblazatban bemutatott enzimekénél. Kivételt képez az
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Esherichia coli uridin foszforildza, aminek extrém alacsony a K; értéke, ez a WRK ¢és az
uridin kozotti nagy szerkezeti hasonlosaggal magyardzhatd. Ezt az is mutatja, hogy a
modositasi reakcioknal ez utdbbi esetben pM nagysagrendii volt a WRK koncentracidja, mig
a tobbi esetben 5-50 mM. A k; értékekbdl pedig megallapithato, hogy az inaktivalas sebessége

az A. carbonarius -gliikoziddza esetén a legkisebb az itt bemutatott enzimek koziil.

5.2.4. Az aktiv centrumban taldlhato karboxil oldallancok affinitas jelélése

Specialis  inaktivatorokat elterjedten  alkalmaznak  glikoziddzok  mukdodési
mechanizmus vizsgélatdra, elsdsorban az enzimek aktiv centruméban taldlhaté katalitikus
csoportok azonositdsara. A mechanizmus alaptl inaktivatorok lehetnek aktivalt glikozidok,
melyek az anomer centrum kozelében egy reaktiv csoporttal szubsztitualtak, vagy olyan
vegyliletek, amik az enzim katalitikus mikodése altal aktivalédnak. Képesek az enzimmel
glikozil-enzim  kozti terméket kialakitani, hidrolizisik viszont lasst, melynek
eredményképpen felhalmozodik a kozti termék, igy azonosithatdo a kotésben részt vevod
katalitikus aminosav oldallanc. Ilyenek pl. a konduritol epoxidok (Legler 1977) vagy a 2-
dezoxi-2-fluoro-glikozidok (Withers és mts-1 1988b, 1990). Az affinitas jel6l6 molekulak az
inaktivatorok masik csoportjat jelentik. Az affinitas jelold technikék sordn altaldban reaktiv
szubsztrat analég molekuldkat alkalmaznak, melyek a szubsztrattal valdo nagy szerkezeti
hasonlosdguknal fogva specifikusan az aktiv centrumba kotddnek, s ott kovalens kotést
alakitanak ki a katalitikus vagy reaktiv csoportokkal (Legler 1977). Az N-bromacetil-
glikopiranozil-aminok ilyen affin jel6lé molekuldk, melyek eredményes hasznéalatdt mar
bizonyitottdk (Naider és mts-i 1972, Viratelle és mts-i 1977, Black és mts-i 1993, Keresztessy
¢és mts-1 1994b, Tull és mts-1 1996). Miikodésiik alapja, hogy az aglikonon levé CH, csoport a
karbonil csoport € szivo hatdsa miatt parcidlisan pozitiv toltésti lesz €s az igy a kialakulo
pozitiv toltés nukleofil tdmadasra érzékennyé¢ valik. Ezt szintén eldsegiti, hogy a Br jo tdvozé
csoport. Ilyen modon a reagens alkalmas arra, hogy a pH optimumon a katalitikus
nukleofillel, vagy magasabb pH-n a katalitikus protondonorral nukleofil szubsztiticids
reakcioban vegyen részt ezzel alkilezve a katalitikus csoportokat stabil kovalens kotés
kialakitasaval (Keresztessy és mts-i 1994b, Keresztessy ¢s Kiss, kozlés alatt).
Alkalmazasuknak a tanszéken is vannak hagyomaényai (Kiss és mts-i 2002), tobbek kozott
ezért esett a valasztasunk erre az affin jel6l6 molekulara.

Vizsgalataim soran N-bromacetil- -D-gliikopiranozil-amint (NBAGA) alkalmaztam,
melyet szintetikus uton allitottam el6. Az eldallitds két 6 1€pésbol allt. Az elsé 1épésben

brémecetsavbol (1) és 1 ekvivalens N,N'-diciklohexil-karbodiimidbdl broémecetsav-anihidridet
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(2) szintetizaltam vizmentes koriilmények kozott, széntetraklorid oldoszerben. Majd ezt
kovetden a bromecetsav-anhidrid és 1 ekvivalens -D-gliikopiranozil-amin (3) reakcigjaval

kaptam a NBAGA-t (4) szintén vizmentes koriilmények kozott (18. dbra) (Thomas 1977).

o)

Br OH

o) DCC 0

Br | —_— > + HO NH,
Ar, CCl,, 0°C HO
OH < OH

Br o)

1 2 3

OH
DMF
Ar HO OH TﬁBr
o)

18. dbra. N-Bromacetil- -D-gliikopiranozil-amin szintézise

A reaktiv szubsztrat analég NBAGA molekulaval torténd kezelés hatdsdra az A.
carbonarius altal termelt —glikkozidaz inaktivalddott. Az inaktivélasi reakciot 50 °C-n, 120
aktivitasa linedrisan csokkent az 1dd fiiggvényében, az inaktivator koncentraciojatol fiiggden a
120. perc végére az eredeti aktivitds 33-15 %-a volt. Az NBAGA tehat igen alacsony
koncentracioban hatékonyan inaktivalta az enzimet.

Az inaktivalodas ebben az esetben is, ugyanigy, mint a WRK-val torténd kezelés
esetén, latszolagos elsdrendili kinetikéval irhato le. Itt is a Kitz és Wilson (1962) altal leirt
kinetika (Isd. 5.2.3. fejezet) segitségével értékeltem a mérési eredményeket, a kisérleti pontok

JO egyezést mutattak a 7. egyenlet alapjan illesztett egyenessel (19. dbra).
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19. dbra. A. carbonarius —gliikoziddzanak inaktivalasa
N-brémacetil- —D-gliikopiranozil-aminnal.

A) Az inaktivalas soran 85 pg enzimet 1.0 mM (o), 1.5 mM (m), 2.0 mM (0), 2.5 mM (e) és
3.0 mM (+) NBAGA jelenlétében inkubaltam 50 °C-n, 4.0 pH-n. A meghatéarozott idénként
vett mintdkbol maradék aktivitast mértem.

B) Az "A" abra illesztett egyeneseinek meredeksége, azaz a k), €rtekek dupla reciprok

abrazolasa az inaktivator koncentracio fliggvényében.

A fenti dbra segitségével hataroztam meg az inaktivalds kinetikai allandoit; K=1.06
mM, k£=0.019 min'], mig az inaktivalas hatékonysasat jellemzo6 k;/K; allandd 17.92 min'M™ -
nak adodott. Ez két nagysdgrenddel nagyobb, mint amit a manidka —gliikozidazanak
NBAGA-I t6rténd inaktivalasa soran mértek (k/K=0.108 min M) (Keresztessy és mts-i
1994b).

Az NBAGA-I torténd inaktivalas soran is meg kivantam bizonyosodni arrél, hogy az
inaktivator valoban az aktiv centrumban levé oldallancot mddositja. Ennek érdekében ebben
az esetben is a pNTP-Glc, mint kompetitiv inhibitor jelenlétében (8 mM=4 K;) és hianyéban is
elvégeztem az inaktivalast. Az eredményt a 20. dbra mutatja, mely szerint az inhibitor

jelenlétében az inaktivalddas sebessége csokkent, jelezvén a versengést az inhibitor és az
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inaktivator kozott a kotShelyért. A latszélagos sebességi allando értéke 0.0144 min™'-rél
0.0062 min'-re csokkent. Ezek szerint az NBAGA valoban egy olyan oldallanccal reagilt,

ami az enzim aktiv centrumaban talalhato.

In AO/A

0 50 100 150 200
1d6 (perc)

20. abra. A pNTP-Glc nyujtotta részleges védelem az NBAGA inaktivalo hatasaval szemben.
A P—gliikozidazt 3.0 mM NBAGA-I kezeltem a kompetitiv inhibitor jelenlétében (§ mM) (e)
¢s hidnyaban (o). A jelzett id6pontokban mintat vettem és meghataroztam a maradék

aktivitast.

Vizsgéaltam hogyan valtozik a latszélagos sebességi allandé a pH valtozasaval. A
kisérlet soran 3.0-7.0 pH-ji pufferben inkubéltam az enzimet az inaktivatorral, s a fent leirt
modon meghataroztam az egyes pH értékekhez tartozo latszolagos sebességi allanddkat. Azt
tapasztaltam, hogy a k,,, értéke fiiggott a pH-t0l (21. abra). Ilyen esetekben, amikor az
enzimnek két formdja reagal az inaktivatorral (E és EH"), a kdvetkezd egyenlet irja le az

inaktivalas sebességi allandojanak pH fiiggését (Naider és mts-i 1972):

k

app(sat)

A "l — L K " [+]
=k'a+k"(1-a)=k K+[H+J+k" A 9)

ahol Kkappcsar) @ latszolagos sebességi allando az inaktivétor telitési koncentraciojanal, k' és k"
az enzim protonalt €s deprotonalt formdjanak inaktivalasi masodrendii sebességi konstansai €s
K az inaktivatorral reagald csoport disszociacidos konstansa. A kisérleti pontokra jol

illeszkedett a 9. egyenlet szerint meghatarozott elméleti gérbe. Az elméleti gorbe a legjobb
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illeszkedésénél egy 4.5 pKa értékii csoport részvételét jelezte az inaktivalasi reakcidban, mig

a k'=0.0057 min" és &"=0.0097 min™' volt.

) 0.01
a
p
P 0.008
1
/
o 0.006
e
; I ]
¢ 0.004 | | |
3 4 5 6 7

21. dbra. Az NBAGA inaktivacio latszolagos sebességi allanddjanak pH fliggése.

A latszolagos sebességi allando az enzim pH optimuma kornyékén, illetve az annal
savasabb pH tartomanyban volt a legnagyobb. A V,.x pH fliggésénél lattuk, hogy a katalitikus
nukleofil erésen savas jellegii, ezért mar alacsony pH-n deprotonalt, ezért tudta azt mddositani
az inaktivator. Alacsonyabb pH-n nem megy végbe a mddositéasi reakcid (hiszen itt az enzim
inaktivalodik, ill. erdsen savas pH-n a nukleofil és a protonald aminosav oldallanc is
protondlt,) lugos korilmények kozott pedig mindketté deprotonalt, igy az enzimes reakcid
lassan megy végbe. A pH optimumon a katalitikus nukleofil deprotonalt, a protonalo
aminosav oldallanc viszont protondlt. Ilyen koriilmények kozott az enzim a legnagyobb
hatékonysaggal tud miikodni, nagy az inaktivalas k., értéke. A pH fliggés gorbe inflexios
pontja jeloli ki az inaktivator altal mddositott csoport pKa értékét, amely pKa=4.5-nek
adodott, tovabb erOsitve azt a feltételezést, mely szerint az inaktivator a katalitikus
nukleofillel reagalt. A -glikoziddz karbodiimides moddositdsa soran az EDAC Aaltal
modositott csoport pKa érteke (pKa=4.61) nagyon hasonlo az itt kapott pK, értékhez, s ezek
szerint feltételezhetd, hogy a két reagens ugyanazt a katalitikus karboxilt mddositotta. Ezek

szerint az NBAGA-1 torténd inaktivalas feltételezett mechanizmusat mutatja be a 22. dbra.
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22. 4bra Az A. carbonarius -gliikoziddz N-bromacetil- -D-gliikopiranozil-aminnal

torténo inaktivalasanak feltételezett mechanizmusa.

Ellentétben az A. carbonarius -gliikkoziddzaval (ami szlik szubsztrat specifitisu) a
manidka ndvénybdl izolalt széles szubsztrat specifitdsu cianogén -glilkoziddz esetén a
savkatalitikus csoportot modositottadk az NBAGA-1 (Keresztessy €s mts-1 1994b). Az affinités
jelolok, igy pl. az NBAGA hasznalata alkalmas a katalitikus csoportok konkrét azonositasara
is. Szintén a manidka -gliikoziddzdban radioaktiv. NBAGA-val torténd jeldléssel
azonositottdk a Glu-198 aminosavat, mint az aktiv centrumban levd protondonort
(Keresztessy és mts-i 1994b). A Flavobacterium meningosepticum -glikozidadz esetén
NBAGA segitségével azonositottdk a Glu-473-t, mint a savkatalitikus oldallancot, illetve

2' 4'-dinitrofenil-2-dezoxi-2-fuoro- -D-gliikkozid alkalmazasdval az Asp-247-t, mint a
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katalitikus nukleofilt. Mindkét esetben a jelolt enzim proteolitikus emésztésével, peptid
térképezéssel majd ezt kdvetd tandem MS analizissel azonositottdk a katalitikus csoportokat
(Chir ¢és mts-i 2002). Ugyanakkor, a katalitikus nukleofilt (Glu-358) azonositottak
Agrobacterium  -gliikozidazaban, igaz, nem NBAGA-l, hanem egy 2-dezoxi-2-
fluorogliikozidot, mint mechanizmus alapu inaktivatort alkalmazva (Withers és mts-i 1990).
Keresztessy ¢és Kiss -glilkoziddzok egy csoportjaval végeztek inaktivacids vizsgalatokat
NBAGA-I, melynek alapjan két csoportba soroltdk az enzimeket; az egyik csoportndl a
savkatalitikus oldallancot, mig a masiknal a katalitikus nukleofilt mddositottdk (Keresztessy

¢s Kiss, kozlés alatt).
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6. OSSZEFOGLALAS

Kutatomunkam soran fungélis eredetli, Aspergillus carbonarius-bdl izolalt -
gliikozidaz enzim tisztitdsaval, biokémiai jellemzésével ¢és muikodési mechanizmusanak
vizsgalataval foglalkoztam.

Az enzimforrasként valasztott, s az irodalomban kevéssé ismert A. carbonarius -
glikoziddz termelését két masik ismert Aspergillus faj, az A. niger és A. phoenicis -
glikoziddz termelésével hasonlitottam Ossze. A kisérletek soran kétféle taptalajon
tenyésztettem a harom kiilonb6z6 torzset; szildrd fazisti buzakorpa taptalajt és folyékony,
gliikoz C-forrast tartalmazé taptalajt alkalmaztam. Buzakorpa C-forrason az A. niger, mig
gliikoz C-forrason az A. phoenicis bizonyult a legjobb enzimtermeldnek.

Az enzimek tiszta forméban vald kinyerésére harom Iépéses tisztitdsi eljarast
dolgoztam ki, mely hidroféb kromatografiabol, méretkizardsos kromatografiabol és
kromatofokuszalasbol allt. Az A. carbonarius —glilkozidaza esetén a tisztitasi folyamat
végén az enzim 102-szeresére tisztult és 60 %-s hozammal kaptam vissza. Osszehasonlitottam
a harom kilonbozd Aspergillus fajbol izoldlt —gliikoziddz biokémiai tulajdonséagait is.
Vizsgalataim soran meghataroztam az enzimek izoelektromos pontjat kromatofokuszalassal, a
pH és a hOmérséklet hatdsdt az enzim miikddésre €s stabilitasra, illetve a kinetikai
paramétereket pNP-Glc és cellobidz szubsztratokkal. Az A. carbonarius altal termelt —
gliikkoziddz egy savas jellegli fehérje, mivel izoelektromos pontja pH 4.2. Mikoddésének
hémérséklet optimuma 60 °C, pH optimuma pedig pH 5.0 volt, stabilitasat 50 °C-ig és pH 4.0-
8.0 tartomanyban Orizte meg. Az enzim jellemz0 kinetikai paraméterei pNP-Glc szubsztratra;
Kn=0.67 mM ¢és Vyx=224 mkatal/kg, cellobidz szubsztratra K,=3 mM ¢és V=243
mkatal/kg. A kinetikai paraméterekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a pNP-Glc felé¢ nagyobb
affinitassal rendelkezik az enzim és hatékonyabban is hidrolizalja. Az A. niger és A. phoenicis
altal termelt —gliikoziddzok minden fent emlitett tulajdonsagban nagy hasonldésagot mutattak
az A. carbonarius enziméhez, tehat a vizsgalt harom —gliikozid4az biokémiai tulajdonsagai
kozel azonosak. Mindhdrom enzim csak —gliikozidaz aktivitdssal rendelkezett, azaz sziik
szubsztrat specifitastiak, ami azt mutatja, hogy a cukorgytrii hidroxil csoportjainak térallasa
nagyon fontos az enzimek muikddése szempontjabol. Az A. carbonarius -glikkozidaz esetén

SDS-PAGE alkalmazasaval megallapitottam, hogy az enzim moltémege 108 kDa.
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Tovéabbi vizsgéalataim az A. carbonarius -gliikoziddz miikkddési mechanizmusanak
felderitésére vonatkoztak. Az inhibicids kinetikai kisérletekkel a szubsztratkotd helyet
vizsgéaltam. A szubsztrat glikon részével vald kolcsonhatdsrol adnak felvilagositast a
gliikozzal és a gliikonsav(1-5)laktonnal végzett inhibicios kisérletek. A gliikkoz jo géatld hatasa
arra utal, hogy az aktiv centrumnak a cukorrésszel kialakulé kolcsonhatdsa ugyanolyan
fontos, mint a hidrofob aglikonnal 1étrejové kolesonhatds. A gliikonsav(1-5)lakton, mint
atmeneti allapot analog inhibitor, igen jO gatld hatisa bizonyiték arra nézve, hogy az atmeneti
allapotban a szubsztrat félszék konformaciot vesz fel. Az 1-tio-gliikozid tipusu inhibitorok
alkalmazésa ravilagitott, hogy az aglikon kotéhely hidrofob jellegii.

A kinetikai paraméterek pH fiiggését felderitdé vizsgéalatokbol kideriilt, hogy a
szubsztrat hidrolizisében két ionizalhatdo aminosav oldallanc vesz részt, melyek koziil az
egyiknek deprotonaltnak, a masiknak protonaltnak kell lennie a hatékony miikodés érdekében.
Mind a szabad enzim, mind az enzim-szubsztrat komplexre jellemzd pK értékek alapjan
feltételezhetd, hogy a szubsztrat megkotéséhez és hidroliziséhez egy ionizalt karboxilat és egy
protonalt karboxil csoport jelenléte sziikséges. Az emlitett ionizalt karboxilat igen alacsony
pK értéke (pKg1=2.8) szerint ez egy erdsen savas jellegli csoport.

A karboxil csoportoknak az enzim miikodésében betdltott szerepének vizsgalatdhoz
két, karboxil csoportra specifikus reagenssel (vizoldhat6 karbodiimid és Woodward reagens
K) végeztem kémiai modositasi reakciokat. Mindkét reagens esetében vizsgiltam az
inaktivalas kinetikdjat és egy kompetitiv inhibitor altal kifejtett véddhatast, mely vizsgalatok
eredményébdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az A. carbonarius -glikoziddza valdban
tartalmaz olyan karboxil oldallancokat melyek esszencidlisak az enzim miikddése
szempontjabol ¢és ezek koziil legaldbb egy az enzim aktiv centrumdban taldlhato. A
karbodiimides inaktivalas pH fiiggésébdl feltételezhetd, hogy a reagens a katalitikus
nukleofillel reagalt és a modositott csoport valoban egy Glu vagy egy Asp karboxil
oldallanca. Jelentdsége a szubsztrat hasitdsdban van, hiszen a karboxil csoport WRK-val
torténd modositasanak hatdsara a V. €rtéke csokkent, mig a Ky, gyakorlatilag valtozatlan
maradt.

A tovabbiakban az aktiv centrumban taldlhaté karboxil csoport affinitds jelolését
kivantam megvaldsitani egy reaktiv szubsztrat analég molekuldval, az N-brémacetil- -D-
gliikkopiranozil-aminnal, melynek affinitas jel6ld tulajdonsagat mas -glikozidazok esetén
bizonyitottdk. A szintetizalt NBAGA teljesen inaktivalta az enzimet. Aktiv centrum
specifikus (affinitas jelold) jellegét kompetitiv ligand segitségével bizonyitottam, melynek

jelenlétében csokkent az inaktivalas sebessége. Az inaktivalas pH fiiggése alapjan nagyon
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valészinii, hogy a modositott karboxilat a katalitikus nukleofillel azonos. Tovabbi bizonyiték,
hogy a moddosult oldallancra meghatarozott pKa érték (pKa=4.5) Osszhangban volt a
karbodiimid altal mddositott csoport pK, értékével (pKa=4.61), ami megfelel a katalitikus
nukleofil savi disszociaciés allanddjanak. Ezek szerint a két reagens ugyanazt a karboxil
csoportot modositotta. Eredményeim egyeznek koradbbi megfigyelésekkel, melyek szerint az

inaktivator a katalitikus nukleofilt modositja.
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7. SUMMARY

INVESTIGATION THE MECHANISM OF ACTION OF AN EXTRACELLULAR
—D-GLUCOSIDASE FROM ASPERGILLUS CARBONARIUS

—D—Glucosidases catalyze the hydrolysis of aryl- and alkyl- —D—glucosides as well
as glucosides containing a glucosyl moiety as aglycon (eg., cellobiose). Current research on
—glucosidases has significant scientific, medical and economic implications. f—Glucosidases
play central role in numerous biological processes. In human therapeutics the deficiencies of
—glucosidase encoding genes are responsible for many hereditary diseases. The specific
inhibitors of glycoside hydrolysis can serve as potential drugs in the case of diabetes or virus
infections. Plant f—glucosidases have been implicated in a variety of growth, productivity,
defense and food toxicity related reactions such as cyanogenesis.

Cellulose, the most abundant renewable resource, forms the highest proportion of
agricultural residues and municipal garbage. In fungi and bacteria B—glucosidases are
involved in cellulose and cellobiose catabolism as part of the cellulase complex. Cellulases
break down cellulose to cellobiose and B—glucosidases hydrolyze cellobiose to two glucose
molecules. B—Glucosidase is inhibited by its end product, glucose; the substrate cellobiose
accumulates and in turn inhibits the cellulase complex. If the rate—limiting step catalyzed by

—glucosidase in cellulose hydrolysis can be overcome, glucose production from cellulose by
enzymatic means should become economically feasible. Thus, fungal and bacterial -
glucosidases appear as ideal candidates for engineering a B—glucosidase to be used as part of
the cellulase complex in the industrial-scale conversion of cellulose to glucose.

It has already been shown that the Aspergilli are powerful producers of f—glucosidases
and supplementation of cellulases with exogenously added Aspergillus —glucosidase
increases the rate of cellulose hydrolysis. Extending the research of new enzyme sources we
investigated the B—glucosidase production of Aspergillus carbonarius. The main aim of our
research was to investigate the mechanism of action of this enzyme because this fungus and
its p—glucosidase have not been examined yet.

The —glucosidase production of 4. carbonarius was compared to that of two well
characterized Aspergillus species, A. niger and A. phoenicis, respectively. For enzyme

production two different growth conditions were used; the liquid fermentation medium
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contained glucose as carbon source while the solid state medium contained wheat bran carbon
source. Each Aspergillus strain produced extracellular f—glucosidase. The enzyme production
reached the highest value on the 10" day on wheat bran and on the 9th day on glucose carbon
source in the case of all Aspergillus strains examined. In the case of the submerged
fermentation the fungi started to produce P—glucosidase only when all the glucose was
consumed from the fermentation broth, this refers to catabolit repression. The amount of —
glucosidase increased continuously until the last day of fermentation in both media.
Comparing the f—glucosidase production of the shaken flask cultures on the glucose carbon
source, A. phoenicis achieved the highest enzyme activity, yield and productivity values
whilst 4. niger had the highest specific activity value. On solid state medium A4. niger proved
to be the best enzyme producer.

A rapid and efficient procedure was developed for the purification of the -
glucosidases, which involved three steps; hydrophobic interaction chromatography (HIC),
size exclusion chromatography and chromatofocusing. The A. carbonarius —glucosidase was
purified 102-fold with an overall yield of 60 % and a specific activity of 715 nkatal/mg
protein towards p—nitrophenyl B—D—glucopyranoside (pNP-Glc). The P—glucosidases were
purified to homogeneity and the purified enzyme showed a single protein band on SDS-
PAGE. In the purification procedure pigments, polisaccharides and contaminating proteins
had to be eliminated from the crude preparations. The fermentation broth contained other
glycosid hydrolases, such as [-D-galactosidase, P-D-xylosidase and «a-L-arabinosidase,
respectively.

All enzymes examined showed only —glucosidase activity. In order to characterize
the enzymes from different sources the isoelectric points of the enzymes were determined by
chromatofocusing and the effect of temperature and pH on enzyme activity and stability was
also investigated using both pNP-Glc and cellobiose as substrates. The f—glucosidase isolated
from A. carbonarius was an acidic protein with pI value of pH 4.2. The temperature optima of
the enzyme was 60 °C and after two hours of incubation it remained stable up to 50 °C for
both pNP-Glc and cellobiose as substrates. The pH optima of the A. carbonarius -
glucosidase was pH 5.0 with pNP-Glc and pH 4.0-4.5 with cellobiose substrate and was stable
in the pH range of 4.0-8.0. The B—glucosidases isolated from A. phoenicis and A. niger had
similar properties and also similar results were obtained for the enzymes produced on glucose
and wheat bran carbon sources.

The kinetic parameters of the —glucosidases were determined by non-linear fitting of

the classic Michaelis-Menten rate equation to the experimental data. That of the A4.
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carbonarius —glucosidase were K,=0.67 mM and Vy,.x=224 mkatal/kg for pNP-Glc, K,,=3
mM and V},,x=243 mkatal/kg for cellobiose as substrate. There was no significant difference
between the K, values of the enzymes from different origins. The K, values were 3.4-6.2
times higher for cellobiose than for pNP-Glc in all cases. The Vi./Kn values for cellobiose
were 24-65 % of those for pNP-Glc. These facts indicate that the enzymes have higher
affinity towards pNP-Glc and hydrolyse it more efficiently than cellobiose. The molecular
weight of the 4. carbonarius —glucosidase was determined by SDS-PAGE. The molecular
weight of the enzyme is 108 kDa.

The —glucosidase isolated from A. carbonarius has narrow substrate specificity
because it only hydrolyses B-glucosidic bonds. It means that the orientation of the hydroxyl
groups of the pyranoside ring of the substrate is very important possibly because of
establishing essential hydrogen bonds on the substrate binding.

Inhibition studies were carried out to obtain information about the substrate binding
site of the —glucosidase. The inhibition experiments with glucose and glucono(1-5)lacton
provided information about the interactions between the substrate binding site and the
carbohydrate moiety of the substrate. The good inhibitory effect of the glucose reveals that, in
contrast to other P—glucosidases examined earlier in our department, the interaction of the
carbohydrate moiety of the substrate is as important as the one with the hydrophobic aglycon.
Glucono(1-5)lacton is a transition state analogue inhibitor and its strong inhibitory effect
proves that in the transition state the substrate is distorted into half chair conformation. 1-
Thio-glucoside inhibitors were used to obtain further information on the structure of the
active centre with respect to the interactions with the aglycon part of the substrate. Our results
indicated that the aglycon binding site has hydrophobic character.

According to the results of the investigation of the effect of pH on the kinetic
parameters, the hydrolysis of the substrate can be described on the basis of the diprotic
enzyme modell, that is, two ionizable amino acid side chains takes part in the catalysis; one of
them must be ionized while the other must be protonated. The pH dependence of the Via/Km
gives information about the enzyme efficiency and substrate binding and the V., reveals for
the the amino acid side chains hydrolysing the substrate. At the pH dependence of the Viax/Kn
for pNP-Glc the values of the molecular acid dissociation constants of the free enzyme were
pKEp1=2.8 and pKp,=5.93. These values permit us to conclude that besides an ionized
carboxylate group, a protonated carboxyl group is involved in the formation of the ES
complex. The very low pK value of the ionized carboxylate suggests that this is an extremely

acidic group. In the case of the pH dependence of the maximal velocity for pNP-Glc
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hydrolysis the acid dissociation constants of the amino acid side chains involved in catalysis
were pKgsi=2.24 and pKgs;=6.14. These groups are similar to those of the free enzyme. The
acidity of these groups in the free enzyme changed on binding of the substrate in a way that
the anionic group became more acidic and the proton donor became weaker acidic which is
favourable for the efficient catalysis.

On the basis of the pH dependence studies we wanted to investigate the possibility
whether carboxylate groups are the essential ionizable groups in A. carbonarius -
glucosidase. For this purpose Woodward reagent K and a water soluble carbodiimide (1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide, EDAC) in the presence of nucleophile glycin
methyl ester were used as selective modifying agents for these functional residues. The
enzyme was inactivated by both reagents. While the WRK inactivated the enzyme according
to pseudo-first order kinetics, in the case of the EDAC we observed complex kinetics where
the inactivation of the enzyme could be resolved into two first order processes. The difference
in the kinetics of the inactivations can be explained by the different modification mechanism
of the reagents. In the case of the WRK the inactivation is more specific for the carboxyl
groups located in the active site due to the reagent's hydrophobic character and structural
similarity to the substrate. In the case of the EDAC mediated inactivation the glycin methyl
ester (which is activated by the EDAC) makes a nucleophile attack modifying not only the
active site carboxylates but other carboxylates, too which are easily accesible for the reagent.
Kinetic analysis of the modifications suggested that one EDAC or WRK molecule reacted
with one enzyme molecule. These results further supported that at least one essential
carboxylate residue is present in the A. carbonarius -glucosidase. The rate of inactivations
were also measured in the presence of a competitive inhibitor (p-nitro-thiophenyl B-D-
glucopyranoside, pNTP-Glc). In both cases the enzyme was partially protected against
inactivation by the inhibitor demonstrating that the modified group is involved in the active
center of the enzyme and may play catalytic role. From the pH dependence of the EDAC-
mediated inactivation the acid dissociation constant of the modified group was pKa=4.61,
supporting the hypothesis that a carboxylate residue of an Asp or Glu plays catalytic
nucleophile role in the active center of the -glucosidase. Considering that the rate of
inactivation was the highest at the enzyme’s optimum pH value (pH 4.5-5.5), and that in this
pH the nucleophile is deprotonated and the acid catalyst group is protonated we can assume
that the EDAC modified the catalytic nucleophile. Similar result was obtained with WRK,
which inactivated the enzyme at pH optimum, which is pH 5.0. The effect of modifying the

essential carboxylate on the kinetic constant of the enzyme was also investigated. After
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incubation with WRK V.« decreased to the half of that of the unmodified enzyme, while K,
did not changed significantly. These results clearly indicate that the carboxylate group plays
role in the substrate cleavage and not binding.

As it was shown by the inactivation with specific chemical modifications (WRK,
EDAC and glycin methyl ester) it can be suggested that a carboxylate nucleophile is involved
in the catalytic process. To obtain further support to this idea, an affinity label N-bromoacetyl-

-D-glucopyranosylamine (NBAGA) was used, whose affinity labeling character has been
already proved in the case of other B-glucosidases. NBAGA was synthesized in our laboratory
in two steps; to obtain bromoacetic anhydride, bromoacetic acid was treated with N,N’-
dicyclohexylcarbodiimide and than with the reaction of the bromoacetic anhydride and B-D-
glucopyranosylamine NBAGA was obtained.

The enzyme was effectively inactivated by NBAGA according to pseudo-first order
kinetics. Protection by pNTP-Glc against inactivation demonstrated the active site specific
(affinity labeling) character of the NBAGA. The rate of inactivation was the highest at the
optimum pH value of the enzyme suggesting that the catalytic nucleophile was modified by
the NBAGA similarly to the case of the EDAC-mediated modification. Also, the acid
dissociation constant of the modified group (pKa=4.5) was very similar to that of the residue
modified by EDAC. These facts permit us to conclude that modification by NBAGA could be
directed toward the carboxylate group acting as the catalytic nucleophile in the mechanism of
action of this enzyme. This is in good agreement with earlier observations where in the case
of different glycoside hydrolases the catalytic nucleophile was modified by N-bromoacetyl- -
D-glycopyranosylamines. However in some cases the modification of the acid catalyst proton

donor group was reported.

79



8. IRODALOMJEGYZEK

Ait, N., Creuzet, N. and Cattanoe, J. 1979 Characterization and purification of thermostable 3-
glucosidase from Clostridium thermocellum. Biochem. Biophys. Res. Commun. 90, 537-
546.

Allen, A. L. and Sternberg, D. 1980 B-Glucosidase production by Aspergillus phoenicis in
stirred tank fermentors. Biotechnol. Bioeng. Symp. 10, 180-197.

Baird, S. D., Hefford, M. A., Johnson, D. A., Sung, W. L., Yagucgi, M. and Seligy, V. L.
1990 The Glu residue in the conserved Asn-Glu Pro sequence of two highly divergent
endo- -1,4-glucanases is essential for enzymatic activity. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 169, 1035-1039.

Battalino, R. A., Hueergo, M., Pilosuf, A. M. R. and Bartholomai, G. B. 1991 Culture
requirements for production of protease by Aspergillus niger in solid-state
fermentation. Appl. Microbiol. Biotechnol. 35, 292-296.

Béguin, P. 1990 Molecular biology of cellulose degradation. Annu. Rev. Microbiol. 44, 219-

248.

Belaich, A., Fierobe, H.-P., Baty, D., Busetta, B., Bagnara-Tardif, C., Gaudin, C. and Belaich
J.-P. 1992 The catalytic domain of endoglucanase A from Clostridium cellulolyticum:
effects of arginine 79 and histidine 122 mutations on catalysis. J. Bacteriol. 174, 4677-
4682.

Beldman, G., Searle-Van Leeuwen, M. F. Rombouts, F. M. and Voragen, F. G. J. 1985 The
cellulase of Trichoderma viride. Eur. J. Biochem. 140, 301-308.

Black, T. S., Kiss, L., Tull, D. and Withers, S. G. 1993 N-Bromoacetyl-glycopyranosylamines

as affinity labels for a f—glucosidase and a cellulase. Carb. Res. 250, 195-202.

Blake, C. C. F., Mair, G. A., North, A. C. T., Phillips, D. C. and Sarma, V. R. 1967
Crystallographic studies of the activity of hen egg-white lysozyme. Proc. Royal Soc.
London. Ser. B, Biol. Sci. 167, 378-388.

Bourne, Y. and Henrissat, B. 2001 Glycoside hydrolases and glycosyltransferases: families

and functional modules. Curr. Opin. Struct. Biol. 11, 593-600.

Breuil, C., Wojtezak, G. and Sandler, J. N. 1986 Production and localization of cellulases and

-glucosidase from the thermophilic fungus Thielavia terrestris. Biotechnol. Lett. 8,

673-676.

80



Brown, J. A., Falconer, D. J. and Wood, T. M. 1987 Isolation and properties of mutants of the
fungus Penicillium pinophilum with enhanced cellulase and B-glucosidase production.
Enzyme Microb. Technol. 9, 169-175.

Brown, R. D. and Gritzali, M. 1984 Microbial enzymes and lignocellulose utilization. Basic
Life Sci. 28, 239-265.

Brumbauer, A., Fiileki, 1., Réczey, K. and Kemény, S. 2003 —glucosidase production by

Aspergillus niger: optimisation the composition of medium. J. Biotechnol. K6zlés alatt.

Brumbauer, A., Gote, J. and Réczey, K. 2000 Study on heterogeneity of -glucosidase from

Aspergillus species by using counter-current distribution. J. Chrom. 734, 247-254.

Brun, E., Moriaud, F., Gans, P., Blackledge, M. J., Barras, F. and Marion, D. 1997 Solution
structure of the cellulose-binding domain of the endoglucanase Z secreted by Erwinia
chrysanthemi. Biochem. 36, 16074-16086.

Burrows, H. M. and Rastall, R. A. 1998 Essential carboxyl and tryptophan residues in Jack
Bean o-mannosidase. Phytochemistry 48, 257-260.

Chang, M. M., Chou, T. Y. C. and Tsao, G. T. 1981 Structure, pretreatment and hydrolysis of
cellulose. Adv. Biochem. Eng. 20, 15-42.

Chir, J., Withers, S., Wan, C.-F. and Li, Y.-K. 2002 Identification of the two essential groups
in the family 3 B-glucosidase from Flavobacterium meningosepticum by labelling and
tandem mass spectrometric analysis. Biochem. J. 365, 857-863.

Clarke, A. J. 1990 Chemical modification of a B-glucosidase from Schizophyllum commune:
evidence for essential carboxyl groups. Biochim. Biophys. Acta 1040, 145-152.

Clarke, A. J., Bray, M. R. and Strating, H. 1993 B-Glucosidases, B-glucanases and xylanases.
Their mechanism of catalysis. in -Glucosidases: Biochemistry and molecular biology,
ed. Esen, A., Chap. 3., p. 27-41, American Chemical Society, Washington.

Cornish-Bowden, A. 1979 Effects of pH and temperature on enzymes. /n: Fundamentals of

Enzyme Kinetics, Chap. 7., pp. 130-146, Butterworth & Co Ltd, London.

Coughlan, M. P. 1985 The properties of fungal and bacterial cellulases with comment on their
production and application. Biotechnol. Gen. Eng. Rev. 3, 39-109.

Czjzek, M., Cicek, M., Zamboni, V., Bevan, D. R., Henrissat, B. and Esen, A. 2000 The
mechanism of substrate (aglycone) specificity in f—glucosidases is revealed by crystal
structures of mutant maize P—glucosidase-DIMBOA, -DIMBOAGIc, and -dhurrin
complexes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 13555-13560.

81



Dale, M. P., Kopfler, W. P., Chait, I. and Byers, L. D. 1986 3 -Glucosidase: substrate, solvent,
and viscosity variation as probes of the rate-limiting steps. Biochemistry 25, 2522-
2529.

Damude, H. G., Gilkes, N. R., Kilburn, D. G., Miller, Jr. R. C. and Warren, R. A. J. 1993
Endoglucanase CasA from alkalophilic Streptomyces strain KSM-9 is a typical member
of family B of B-1,4-glucanases. Gene. 123, 105-107.

Davies, G. and Henrissat, B. 1995 Structures and mechanisms of glycosyl hydrolases.
Structure. 3, 852-859.

Davies, G. J., Mackenzie, L. F., Varrot, A., Dauter, M., Brzozowski, A. M., Schulein, M and
Withers, S. G. 1998 Snapshots along an enzymatic reaction coordinate: analysis of a
retaining B-glycoside hydrolase. Biochemistry 37, 11707-11713.

Dekker, R. F. H. 1986 Kinetic, inhibition and stability properties of a commercial B-—
glucosidase preparation (cellobiase) from Aspergillus niger and its suitability in the
hydrolysis of lingocellulose. Biotechnol. Bioeng. 28, 1438-1442.

Dekker, R. H. F. and Wallis, A. F. A. 1983 Enzymic saccharification of sugarcane bagasse by

autohydrolysis steam explosion. Biotechnol. Bioeng. 25, 3027-3048.

Deslongchamps, P. 1983 Stereoelectronic effects in organic chemistry. Pergamon Press: New
York.

Emert, G. H., Gum, E. K., Lang, J. A., Lin, T. H. and Brown, R. D. 1974 Cellulases. Adv.
Chem. Ser. 36, 79-100.

Enari, T. M. 1987 Enzymatic hydrolysis of cellulose: is the current theory of the mechanisms
of hydrolysis valid? CRC Crit. Rev. Biotechnol. S, 67-87.

Fagerstam, L. G. and Petterson, L. G 1980 Cellobiohydrolases of Trichoderma reesei
QMO9414. A new type of cellulolytic synergism. FEBS Lett. 119, 97-100.

Fagerstam, L. G., Petterson, L. G. and Engstrom, J. A. 1984 The primary structure of a 1,4- -
glucan cellobiohydrolase from the fungus Trichoderma reesei QM9414. FEBS Lett.
167, 309-315.

Fan, L. T., Lee, Y. H. and Beardmore, D. H. 1980 Mechanism of the enzymatic hydrolysis of
cellulose: effects of major structural features of cellulose on enzymatic hydrolysis.
Biotechnol. Bioeng. 22, 1527-1542.

Fort, S., Varrot, A., Schiilein, M., Cottaz, S., Driguez, H. and Davies, G. J. 2001 Mixed
linkage cellooligosaccharides: a new class of glycoside hydrolase inhibitors. Chem.

Biochem. 2, 319-325.

82



Fukuda, H., Imura, M., Kasahara, H., Kirimura, K. and Usami, S. 1987 Effects of the addition
of laminaran on B-glucosidase production by Trichoderma viridie. J. Ferment. Technol.
65, 91-93.

Galas, E. and Romanowska, 1. 1997 Purification and some properties of f—glucosidase from

Aspergillus niger IBT-90. Acta Microbiol. Pol. 46, 241-252.

Gebler, J. C., Aebersold, R. and Withers, S. G. 1992a Glu-537, not Glu-461, is the
nucleophile in the active site of (lac Z) B-galactosidase from Escherichia coli. J. Biol.
Chem. 267, 11126-11130.

Gebler, J., Gilkes, N. R., Claeyssens, M., Wilson, D. B., Bégiun, P., Wakarchuk, W. W,
Kilburn, D. G., Miller, R. C. Jr., Warren, R. A. J. and Withers, S. G. 1992b
Stereoselective hydrolysis catalyzed by related B-1,4-glucanases and B-1,4-xylanases. J.
Biol. Chem. 267, 12559-12561.

Ghareib, M. and Nour el Dein, MM. 1994 Lytic activity of enzyme preparation from

Aspergillus carbonarius. Acta Microbiol. Pol. 43, 321-325.

Gilkes, N. R., Claeyssens, M., Aebersold, R., Henrissat, B., Meinke, A., Morrison, H. D.,
Kilburn, D. G., Warren, R. A. J. and Miller, R., C. 1991 Structural and functional
relationships in two families of B-1,4-glycanases. Eur. J. Biochem. 202, 367-377.

Gilligan, W. and Reese, E. T. 1954 Evidence for multiple components in microbial cellulases.
Can. J. Microbiol. 1, 90-107.

Gong, C. S. Ladisch, M. R. and Tsao, G. T. 1979 Biosynthesis, purification and mode of
action of cellulases of Trichoderma reesei. Adv. Chem. Ser. 181, 262-287.

Griébnitz, A., Seiss, M. Rucknagel, K. P. And Staudenbauer, W. L. 1991 Structure of the p-
glucosidase gene bglA of Clostridium thermocellum. Sequence analysis reveals a
superfamily of cellulases and B-glycosidases including human lactase/phlorizin
hydrolase. Eur. J. Biochem. 200, 301-309.

Gritzali, M. and Brown, R. D. Jr. 1979 The cellulase system of Trichoderma. Relationships
between purified extracellular enzymes from induced or cellulose-grown cells. Adv.
Chem. Ser. 181, 237-260.

Hagget, K. D., Choi, W. Y. and Dunn, N. W. 1978 Mutants of Cellulomonas which produce
increased levels of B-glucosidase. Eur. J. Appl. Microb. Biotechnol. 6, 189-191.

Hartree, E. F. 1972 Determination of protein: a modification of the Lowry method that gives a

linear photometric response. Anal. Biochem. 48, 422-427.

83



Hazlewood, G. P., Davidson, K., Lauire, J. I., Huskisson, N. S. and Gilbert, H. J. 1993 Gene
sequence and properties of Cell, a family E endoglucanase from Clostridium
thermocellum. J. Gen. Microbiol. 139, 307-316.

Heightman, T. D. and Vasella, A. 1999 Recent insights into inhibition, structure and
mechanism of configuration-retaining glycosidases. Angew. Chem. Int. Ed. 38, 750-770.

Henrissat, B. 1991 A classification of glycosyl hydrolases based on amino acid sequence
similarities. Biochem. J. 280, 309-316.

Henrissat, B. 1993 New families in the classification of glycosyl hydrolases based on amino

acid sequence similarities. Biochem. J. 293, 781-788.

Henrissat, B. 1996 Updating the sequence-based classification of glycosyl hydrolases.
Biochem. J. 316, 695-696.

Henrissat, B., Claeyssens, M., Tomme, P., Lemesle, L. and Mornon, J.-P. 1989 Cellulase
families revealed by hydrophobic cluster analysis. Gene 81, 83-95.

Henrissat, D. and Davies, G. 1997 Structural and sequence-based classification of glycoside
hydrolases. Curr. Opin. Struct. Biol. 7, 637-644.

Hugget, A. S. G. and Nixon, D. A. 1957 Glucose oxidase method for measurement of

glucose. Biochem. J. 66, 12-15.

Humphrey, A. E. 1979 Hydrolysis of cellulose: mechanisms of enzymatic and acid catalysis.
Adv. Chem. Ser. 181, 25-53.

Ikegami, T., Okada, T., Hashimoto, M., Seino, S., Watanabe, T. and Shirakawa M. 2000
Solution structure of the chitin-binding domain of Bacillus circulans WL-12 chitinase
Al.J. Biol. Chem. 275, 13654-13661.

Imoto, T., Johnson, L., North, A., Phillips, D. and Rupley, J. 1972 in The enzymes, Academic
Press, New York. ed. P. D. Boyer. 3 ed. 7, 665.

Itzstein, M. and Colman, P. 1996 Design and synthesis of carbohydrate-based inhibitors of

protein-carbohydrate interactions. Curr. Opin. Struct. Biol. 6, 703-709.

Jain, D. and Ghose, T. K. 1984 Cellobiose hydrolysis using Pichia etchelsii cells immobilized
in calcium alginate. Biotechnol. Bioeng. 26, 340-346.

Jenkins, J., Leggio, L. L., Harris, G. and Pickersgill, R. 1995 B-glucosidase, -galactosidase,

family A cellulases. Family F xylanases and two barley glucanases form a superfamily of
enzymes with 8-fold P/o architecture and with two conserved glutamates near the

carboxy-terminal ends of B-strands four and seven. FEBS Lett. 362, 281-285.

84



Joosten, H. M., Goetz, J., Pittet, A., Schellenberg. M. and Bucheli, P. 2001 Production of
ochratoxin A by Aspergillus carbonarius on coffee cherries. Int. J. Food Microbiol. 65,
39-44.

Kasumi, T., Tsumuraya, Y., Brewer, C. F., Kersters-Hilderson, H., Claeyssens, M. and Hehre,
E. J. 1987 Catalytic versatility of Bacillus pumilus -xylosidase: glycosyl transfer and
hydrolysis promoted with a- and B-D-xylosyl fluoride. Biochemistry 26, 3010-3016.

Kavitha, R. and Umesh-Kumar, S. 2000 Genetic improvement of Aspergillus carbonarius for
pectinase overproduction during solid state growth. Biotechnol Bioeng. 67, 121-125.

Keresztessy, Zs. and Kiss, L. N-Bromoacetyl- -D-glycopyranosylamines as probes of the
mechanism of action of B-glycosidases Biochim. Biophys. Acta. Kozlés alatt.

Keresztessy, Zs. Kiss, L. és Hughes, M. A. 1994a Investigation of the active site of the
cyanogenic B-D-glucosidase (linamarase) from Manihot esculenta crantz (cassava). I.
Evidence for an essential carboxylate and a reactive histidine residue in a single catalytic
center. Arch. Biochem. Biophys. 314, 142-152.

Keresztessy, Zs. Kiss, L. és Hughes, M. A. 1994b Investigation of the active site of the
cyanogenic B-D-glucosidase (linamarase) from Manihot esculenta crantz (cassava). Il
Identification of Glu-198 as an active site carboxylate group with acid catalytic function.
Arch. Biochem. Biophys. 315, 323-330.

Kevei, F., Hamari, Z., Varga, J., Kozakiewicz, Z. and Croft, J. H. 1996 Molecular
polymorphism and phenotypic variation in Aspergillus carbonarius. Antonie Van
Leeuwenhoek. 70, 59-66.

Kiss, T. and Kiss, L. 2000 Purification and characterisation of an extracellular B-D-
xylosidase from Aspergillus carbonarius. World J. Microbiol. Biotechnol. 16, 465-470.

Kiss, T., Erdei, A. and Kiss, L. 2002 Investigation of the active site of the extracellular B-D-
xylosidase from Apergillus carbonarius . Arch. Biochem. Biophys. 399, 188-194.

Kitz, R. and Wilson, 1. B. 1962 Esters of methanesulfonic acid as irreversible inhibitors of
acetylcholinestarase. J. Biol. Chem., 237, 3245-3251.

Komissarov, A. A., Romanova, D. V. and Debabov, V. G. 1995 Complete inactivation of

Escherichia coli uridine phosphorylase by modification of Asp with Woodward reagent
K. J. Biol. Chem. 270, 10050-10055.

Koshland D. E. 1953 Stereochemistry and the mechanism of enzymatic reactions. Biol. Rev.
28, 416-436.

Kumar, P. K. R. and Lonsane, B. K. 1989 Microbial production of gibberellins: state of art.
Adv. Appl. Microbiol. 34, 29-139.

85



Kuroki, R., Weaver, L. H. and Matthews, B. W. 1995 Structure-based design of a lysozyme
with altered activity. Nat. Struct. Biol. 2, 1007-1011.

Kuroki, R., Weaver, L. H. and Matthews, B. W. 1999 Structural basis of the conversion of the
T4 1sozyme into a transglycosidase by reengineering the active site. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 96, 8949-8954.

Kyriacou, A., Mackenzie, C. R. and Neufeld, R. J. 1987 Detection and characterization of the
specific and nonspecific endoglucanases of Trichoderma reesei: evidence
demonstrating endoglucanase activity by cellobiohydrolase 1. Enzyme Microb. Technol.
9, 25-32.

Ladish. M. R. Hong, J. Voloch, M. and Tsao, G. T. 1981 Cellulase kinetics. Basic Life Sci 18,
55-83.

Laemmli, U. K. 1970 Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, 227, 680-685.

Laine, R. A. 1994 A calculation of all possible oligosaccharide isomers both branched and
linear yields 1.05 x 10" stuctures for a reducing hexasaccharide: the Isomer Barrier to
development of single-method saccahride sequencing or synthesis systems. Glycobiology
4, 759-767

Lalégerie, P., Legler, G. and Yon, J. M. 1982 The use of inhibitors in the study of
glycosidases. Biochimie 64, 977-1000.

Lawson, S. L., Wakarchuk, W. W. and Withers, S. G. 1996 Effects of both shortening and
lenghtening the active site nucleophile of Bacillus circulans xylanase on catalytic
activity. Biochemistry 35, 10110-10118.

Lawson, S. L., Wakarchuk, W. W. and Withers, S. G. 1997 Positioning the acid/base catalyst
in a glycosidase: studies with Bacillus circulans xylanase. Biochemistry 36, 2257-2265.

Leaback, D. H. 1968 On the inhibition of B-N-acetyl-D-glucosaminidase by 2-acetamido-2-
deoxy-D-glucono-(1-5)-lactone. Biochem. Biophys. Res. Commun. 32, 1025-1030.

Leatherbarrow, R. J. 1990 GraFit version 2.0. Erithacus Software Ltd. Staines, UK.

Leclerc, M., Blondin, B., Ratomahenia, R., Arnaud, A. and Galzy, P. 1985 Selection and
study of mutants of Dekkera intermedia and Candida wickeramii depressed for [-
glucosidase production. FEMS Microbiol. Lett. 30, 389-392.

Legler, G. 1977 Glucosidases. Methods Enzymol. 46, 368-381.

Legler, G. and lJiilich, E. 1984 Synthesis of 5-amino-5-deoxy-D-mannopyranose and 1,5-
dideoxy-1,5-imino-D-mannitol, and inhibition of a- and f-D-mannosidases. Carb. Res.

128, 61-72.

86



Levy, H. M., Leber, P. D. and Ryan, E. M. 1963 Inactivation of myosin by 2,4-dinitrophenol
and protection by adenosin triphosphate and other phosphate compounds. J. Biol. Chem.
238, 3654-3659.

Lonsane, B. K., Ghidyal, N. P., Budiatman, S. and Ramakrishna, S. V. 1985 Engineering
aspects of solid-state fermentation. Process Biochem. 7, 258-264.

Lundblad, R. L. and Noyes, C. M. 1985 The modification of carboxyl groups. /n: Chemical

reagents for protein modification, Vol: IL., pp. 105-122. eds., CRC Press, Florida.

Mackenzie, L. F., Wang, Q., Warren, R. A. J. and Withers, S. G. 1998 Glycosynthases:
mutant glycosidases for oligosaccharide synthesis. J. Am. Chem. Soc. 120, 5583-5584.

Malet, C. and Planas, A. 1998 From B-glucanase to B-glucasynthase: glycosyl transfer to o-
glycosyl fluorides catalyzed by a mutant endoglucanase lacking in its catalytic
nucleophile. FEBS Lett. 440, 208-212.

Mandels, M. 1982 Cellulases. Ann. Reps. Ferment. Process. 5, 35-78.

Mandels, M. and Reese, E. T. 1964 Fungal cellulases and the microbial decomposition of
cellulosic fabric. Dev. Ind. Microbiol. 5, 5-20.

Mandels, M. and Weber J. 1969 Production of cellulase. Adv. Chem. Ser. 95, 391-414.

Mandels, M., Medeiros, J. E., Andreotti, R. E. and Bissett, F. H. 1981 Enzymatic hydrolysis
of cellulose: evaluation of cellulase culture filtrates under the use conditions.
Biotechnol. Bioeng. 23, 2009-2026.

Marsden, W. L. and Gray, P. P. 1986 Enzymatic hydrolysis of cellulose in lignocellulosic
materials. CRC Crit. Rev. Biotechnol. 3, 235-276.

Mata, ., Castillon, M. P., Dominguez, J. M., Macarron, R. and Acebal, C. 1993 Chemical
modification of B-glucosidase from Trichoderma reesei QM 9414. J. Biochem. 114,
754-759.

Mata, 1., Estrada, P., Macarron, R., Dominguez, J. M. and Castillon, M. P. 1992 Chemical
mechanism of B-glucosidase from Trichoderma reesei QM 9414. pH-dependence of
kinetic parameters. Biochem. J. 283, 679-682.

McCarter, J. D. and Withers, S. G. 1994 Mechanisms of enzymatic glycoside hydrolysis.
Curr. Opin. Struct. Biol. 4, 885-892.

McCarter, J. D., Yeung, W., Chow, J., Dolphin, D. and Withers, S. G. 1997 2-Deoxy-2-fluoro
disaccharides: incorporating aglycone specificity into mechanism-based glycosidase

inhibitors. J. Am. Chem. Soc. 119, 5792-5797.

87



McCarter, J., Adam, M. and Withers, S. G. 1992 Binding energy and catalysis: fluorinated
and deoxygenated glycosides as mechanistic probes of Escerichia coli (lac Z) j-
galactosidase. Biochem. J. 286, 721-727.

McClearly, B. V. and Harrington, J. 1988 Purification of P—glucosidase from Aspergillus

niger. Methods Enzymol. 160, 575-583.

Mclntosh, L. P., Hand, G., Johnson, P. E., Joshi, M., Korner, M., Plesniak, L. A., Ziser, L.,
Wakarchuk, W. W. and Withers, S. G. 1996 The pKa of the general acid/base group of a
glycosidase cycles during catalysis: A *C-NMR study of Bacillus circulans xylanase.
Biochemistry 35, 9958-9966.

Miller, G. 1959 Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugars.
Anal. Chem.31,426-428.

Naider, F., Bohak, Z. and Yariv, J. 1972 Reversible alkylation of a methionyl residue near the
active site of -galactosidase. Biochemistry 11, 3202-3207.

Nakayama, M. Tomita, Y., Suzuki, H. and Nisizawa, K. 1976 Partial proteolysis of some
cellulase components from Trichoderma viridie and the substrate specificity of the
modified products. J. Biochem. 79, 955-966.

Namchuk, M. and Withers, S. G. 1995 Mechanism of Agrobacterium -glucosidase: kinetic
analysis of the role of non-covalent enzyme-substrate interactions. Biochemistry 34,
16194-16202.

Niwa, T., Inouye, S., Tsuruoka, T., Koaze, Y. and Niida, T. 1970 "Nojirimycin" as a potent
inhibitor of glucosidase. Agric. Biol. Chem. 34, 966-968.

Notenboom, V., Birsan, C., Nitz, M., Rose, D. R., Warren, R. A. J. and Withers, S. G. 1998a
Active site mutations lead to covalent intermediate accumulation in Cellulomonas fimi

-1,4-glycosidase Cex: insights into transition state stabilization. Nat. Struct. Biol. S,
812-818.

Notenboom, V., Birsan, C., Warren, R. A. J., Withers, S. G. and Rose, D. R. 1998b Exploring
the cellulose/xylan specificity of the B-1,4-glycanase Cex from Cellulomonas fimi
through crystallography and mutation. Biochemistry 37, 4751-4758.

Peller, L. and Alberty R. A. 1959 Multiple intermediates in steady state enzyme kinetics. 1.
The mechanism involving a single substrate and product. J. Am. Chem. Soc. 81, 5907-
5914.

Pétra, H. P. 1971 Modification of carboxyl groups in bovine carboxypeptidase A L
Inactivation of the enzyme by N-ethyl-5-phenylisoxazolium-3'-sulfonate (Woodward's

reagent K). Biochemistry 10, 3163-3170.

88



Petterson, L. G., Fagerstam, L. G., Bhikhabbhai, R. and Leandoer, K. 1981 The cellulase
complex of Trichoderma reesei QM9414. in the Ekman Days. International symposium
on wood and pulping chemistry. SPCI, Stockholm, 3, 39-42.

Pocsi, 1. and Kiss, L. 1988 Kinetic studies on the broad-specificity -D-glucosidase from pig
kidney. Biochem. J. 256, 139-146.

Pocsi, 1., Kiss, L., Hughes, M. A. és Nanasi, P. 1989 Kinetic investigation of the substrate
specificity of the cyanogenic B-D-glucosidase (linamarase) of white clover. Arch.
Biochem. Biophys. 272, 496-506.

Raghothama, S., Simpson, P. J., Szab6, L., Nagy, T., Gilbert, H. J. and Williamson, M. P.
2000 Solution structure of the CBM10 cellulose binding module from Pseudomonas
xylanase A. Biochemistry 39, 978-984.

Rashid, M. H. and Siddiqui, K. S. 1997 Purification and characterization of a f—glucosidase

from Aspergillus niger. Folia Microbiol. (Praha) 42, 544-550.

Rashid, M. H. and Siddiqui, K. S. 1998 Thermodynamic and kinetic study of stability of the
native and chemically modified B-glucosidase from Aspergillus niger. Proc. Biochem.
33, 109-115.

Ray, W. Y, and Koshland, D. E. 1961 A method for characterizing the type and numbers of

groups involved in enzyme action. J. Biol. Chem. 236, 1973-1979.

Réczey, K. Brumbauer, A., Bollok, M., Szengyel, Zs. and Zacchi, G. 1998 Use of
hemicellulose hydrolysate for B—glucosidase fermentation. Appl. Biochem. Biotechnol.
70-72, 225-235.

Reese, E. T. 1977 Degradation of polymeric carbohydrates by microbial enzymes. Rec. Adv.

Phytochem. 11, 311-367.

Rouvinen, J., Bergfors, T., Teeri, T., Knowles, J. K. C. and Jones, T. A. 1990 Three-
dimensional structure of cellobiohydrolase II from 7richoderma reesei. Science 249,
380-386.

Sidhu, G., Withers, S. G., Nguyen N. T., McIntosh, L. P., Ziser, L. and Brayer, G. D. 1999
Sugar ring distortion in the glycosyl-enzyme intermediate of a family G/11 xylanase.
Biochemistry 38, 5346-5354.

Sinnott M. L. 1987 Glycosyl group transfer. in Enzyme mechanism, ed. M. 1. Page, A.

Williams, Royal Society of Chemistry, London, p. 259-297.

Sinnott M. L. 1990 Catalytic mechanisms of enzymic glycosyl transfer. Chem. Rev. 90, 1171-

1202.

89



Skoubas, A. and Georgatsos, J. G. 1997 Identification of essential amino acids for the
catalytic activity of barley B-glucosidase. Phytochemistry 46, 997-1003.

Srivastava, S. K., Gopalkrishnan, K. S. and Ramachandran, K. B. 1987 The production of j3-
glucosidase in shake-flasks by Aspergillus wentii. J. Ferment. Technol. 65, 95-99.
Sternberg, D., Vijakumar, P. and Reese, E. T. 1977 B-Glucosidase: microbial production and

effect on enzymatic hydrolysis of cellulose. Can. J. Microbiol. 23, 139-147.

Sulzenbacher, G., Driguez, H., Henrissat, B., Schulein, M. and Davies. G. J. 1996 Structure of
the Fusarium oxysporum endoglucanase I with a nonhydrolyzable substrate analogue:
substrate distortion gives rise to the preferred axial orientation for the leaving group.
Biochemistry 35, 15280-15287.

Taherzadeh, M. J., Eklund, R., Gustaffson, L., Niklasson, C. and Lidén, G. 1997
Characterization and fermentation of dilute-acid hydrolyzates from wood. Ind. Eng.
Chem. Res. 36, 4659-4665.

Takenishi, S., Tsujisaka, Y. and Fukumoto, J. 1973 Studies on hemicellulases IV. Purification
and properties of the P—xylosidase produced by Aspergillus niger van Thieghem. J.
Biochem. 73, 335-343.

Taylor, G. 1996 Sialideses: structures, biological significance and therapeutic potential. Curr.
Opin. Struct. Biol. 6, 830-837.

Teeri, T. T., Lehtovaara, P., Kauppinen, S., Salovouri, I. and Knowles, J. 1987 Homologous
domains in Trichoderma reesei cellulolytic enzymes: gene sequence and expression of
cellobiohydrolase II. Gene 51, 43-52.

Tews, 1., Perrakis, A., Oppenheim, A., Dauter, Z., Wilson, K. S. and Vorgias, C. E. 1996
Bacterial chitobiase structure provides insight into catalytic mechanism and the basis of
Tay-Sachs disease. Nat. Struct. Biol. 3, 638-648.

Thomas, E. W. 1977 Carbohydrate binding sites. Methods Enzymol. 46, 362-368

Tipton, K. F. and Dixon, H. B. F. 1979 Effects of pH on enzymes. in Methods in

Enzymology, 63, Chap. 11., 183-234. Academic Press, San Diego.

Tomme, P. and Claeyssens, M. 1989 Identification of a functionally important carboxyl group
in cellobiohydrolase I from Trichoderma reesei. FEBS Lett. 243, 239-243.

Tomme, P., Chauvaux, S., Béguin, P., Dhurjati, P. and Aubert, J.-P. 1991 Identification of a
histidyl residue in the active center of endoglucanase D from Clostridium thermocellum.

J. Biol. Chem. 266, 10313-10318.

90



Trimbur, D., Warren, R. A. J. and Withers, S. G. 1993 A p-glucosidase from an
Agrobacterium sp. Structure and biochemistry. in -Glucosidases: Biochemistry and
molecular biology, ed. Esen, A., Chap. 4, p. 42-55, American Chemical Society,
Washington.

Tull, D., Burgoyne, D. L., Chow, D. T., Withers, S. G. and Aebersold, R. 1996 A mass
spectrometry based approach for probing enzyme active sites: identification of Glu 127
in Cellulomonas fimi exoglycanase as the residue modified by N-bromoacetyl
cellobiosylamine. Anal. Biochem. 234, 119-125.

Tull, D., Withers, S. G., Gilkes, N. R., Kilburn, D. G., Warren, R. A. J. and Aebersold, R.
1991 Glutamic acid 274 is the nucleophile in the active site of a "retaining"
exoglucanase from Cellulomonas fimi. J. Biol. Chem. 266, 15621-15625.

Unno, T., Ide, K., Yazaki, T., Tanaka, Y., Nakakuki, T. and Okada, G. 1993 High recovery
purification and some properties of a P—glucosidase from Aspergillus niger. Biosci.
Biotechnol. Biochem. 57,2172-2173.

Varrot, A., Schulein, M., Pipelier, M., Vasella, A. T. and Davies, G. J. 1999 Lateral
protonation of a glycosidase inhibitor. Structure of the Bacillus agaradhaerens Cel5A
in complex with a cellobiose-derived imidazole at 0.97 A resolution. J. Am. Chem. Soc.
121, 2621-2622.

Viratelle, O. M., Yon, J. M. and Yariv, J. 1977 The inactivation of f—galactosidase by N-
bromoacetyl- -D-glucosylamine. FEBS Lett 79, 110- 112.

Vocadlo, D. J., Davies, G. J., Laine, R. and Withers, S. G. 2001 Catalysis by hen egg white

lysozyme proceeds via a covalent intermediate. Nature 412, 835-838.

Wang, Q. and Withers, S. G. 1995a Substrate-assisted catalysis in glycosidases. J. Am. Chem.
Soc. 117, 10137-10138.

Wang, Q., Graham, R. W., Trimbur, D., Warren, R. A. J. and Withers, S, G. 1994 Changing
enzymatic reaction mechanisms by mutagenesis: conversion of a retaining glucosidase
to an inverting enzyme. J. Am. Chem. Soc. 116, 11594-11595.

Wang, Q., Trimbur, D., Graham, R., Warren, R. A. and Withers, S. G. 1995b Identification of
the acid/base catalyst in Agrobacterium faecalis —glucosidase by kinetic analysis of
mutants. Biochemistry 34, 14554-14562.

Watanabe, T., Sato, T., Yoshioka, S., Koshijima, T. and Kuwahara, M. 1992 Purification and

properties of Aspergillus niger —glucosidase. Eur. J. Biocem. 209, 651-659.

Wheatly, M. A. and Phillips, C. R. 1984 Enzymatic properties of B-glucosidase activity.

Biotechnol. Bioeng. 28, 41-50.

91



White, A., Tull, D., Johns, K., Gilkes, N. R., Withers, S. G. and Rose, D. R. 1996
Crystallographic observation of a covalent catalytic intermediate on a —glycosidase.
Nat. Struct. Biol. 3, 149-154.

Withers, S. G. and Aebersold, R. 1995 Approaches to labeling and identification of active site
residues in glycosidases. Protein. Sci. 4, 361-372.

Withers, S. G. and Street, 1. P. 1988a Identification of a covalent a—D-glucopyranosyl enzyme
intermediate formed on a B—glucosidase. J. Am. Chem. Soc. 110, 8551-8553.

Withers, S. G., Rupitz, K. and Street I. P. 1988b 2-Deoxy-2-fluoro-D-glycosyl fluorides. A
new class of specific mechanism-based glycosidase inhibitors. J. Biol. Chem. 236,
7929-7932.

Withers. S. G., Warren R. A. J., Street 1. P., Rupitz K., Kempton J. B. and Aebersold R. 1990
Unequivocal demonstration of the involvement of a glutamate residue as a nuclephile in
the mechanism of a ,,retaining” glycosidase. J. Am. Chem. Soc. 112, 5887-5889.

Wolfenden, R., Lu, X. and Young, G. 1998 Spontaneous hydrolysis of glycosides. J. Am.

Chem. Soc. 120, 6814-6815.

Wood, T. M and McCrae, S. 1. 1975 The cellulase complex of Trichoderma koningii. in
Symp. Enzyme Hydrol. Cellul. ed: Bailey, M., Enari, T. M., Linko, M. Auckland,
Finland. 231-254.

Wood, T. M. 1981 Enzyme interactions involved in fungal degradation of cellulosic materials.
in the Ekman Days. International symposium on wood pulping chemistry. SPCI,
Stockholm, 3, 31-38.

Wood, T. M. and McCrae, S. I. 1986 Purification and properties of a cellobiohydrolase from
Penicillin pinophylum. Carb. Res. 148, 331-344.

Woodward, J. and Arnold, S. L. 1981 The inhibition of B-glucosidase activity in Trichoderma
reesei C30 cellulase by derivatives and isomers of glucose. Biotechnol. Bioeng. 18,
1553-1562.

Woodward, J. and Wiseman, A. 1982 Fungal and other B-glucosidases. Their properties and
applications. Enzyme Microb. Technol. 4, 73-79.

Woodward, R. B. and Olofson, R. A. 1966 The reaction of isoxazolium salts with
nucleophiles. Tetrahedron, Suppl., 7, 415-149.

Yamamoto, S., Miyagi, M. and Nagasaki, S. 1983 Amino acid residues involved in the action
of endo-(1-3)- -D-glucanase II from Flavobacterium dormitator var. glucanolyticae

FA-5. Carb. Res. 114, 137-145.

92



Zechel, D. L. and Withers, S. G. 1999 Mechanisms of glycosyl transfer. /n Comprehensive
Natural Products Chemistry; Poulter, C. D., Ed.; Elsevier: New York, Vol. 5, 279-314.
Zechel, D. L. and Withers, S. G. 2000 Glycosidase mechanisms: anatomy of a finely tuned
catalyst. Acc. Chem. Res. 33, 11-18.
Zechel, D. L. and Withers, S. G. 2001 Dissection of nucleophilic and acid-base catalysis in
glycosidases. Curr. Opin. Chem. Biol. 4, 573-580.
Zeikus, J. G. 1980 Chemical and fuel production by anaerobic bacteria. Ann. Rev. Microbiol.
34, 423-464.
Zeng, Y. and Zhang, S. 1989 Purification and properties of f—glucosidases from Aspergillus
phoenicis. Acta Microbiol. Sin. 29, 195-199.

93



9. PUBLIKACIOK JEGYZEKE

A dolgozat témakorében megjelent kozlemények:

1.

Jager, Sz., Brumbauer, A., Fehér, E., Réczey, K. and Kiss, L.
Kiilonb6zd Aspergillus fajok altal termelt B-gliikozidazok fermentécidja és jellemzése.

Acta Biologica Debrecina 22 (2000), 135-139.

Jiger, Sz. and Kiss, L.
N-Bromoacetyl-B-D-glucopyranosylamine as affinity label for B-D-glucosidase from

Aspergillus carbonarius.

Acta Biologica Debrecina 23 (2001) 1-3.

. Jiager, Sz., Brumbauer, A., Fehér, E., Réczey, K. and Kiss, L.

Production and characterization of -glucosidases from different Aspergillus strains.

World Journal of Microbiology and Biotechnology 17 (2001), 455-461.

. Jager, Sz. and Kiss, L.

Investigation the active site of the extracellular B-D-glucosidase from Aspergillus
carbonarius.

Archives of Biochemistry and Biophysics (2003) Kozlés alatt.

Publikaciok egyéb témakban:

5.

Agocs, A., Herczegh, P., Jager, Sz., Kiss, L. and Batta, Gy.
Synthesis of 3-oxagranatane-type alkaloid analogs from carbohydrates.

Tetrahedron 57 (2001) 253-239.

Beki, E., Nagy, L., Vanderleyden, J., Jiager, Sz., Kiss, L., Fiilop, L., Hornok, L. and
Kukolya, J.

Cloning and heterologous expression of a P-D-mannosidase encoding gene from
Thermobifida fusca TMS51.

Applied and Environmental Microbiology 69 (2003) 9-15.

94



A dolgozat témakorében bemutatott poszterek és eléadasok:
1. Jager, Sz. és Kiss, L.
Aspergillus carbonarius éltal termelt B-gliikkozidaz izolalasa és tisztitasa.

Magyar Poliszacharidkémiai Munkabizottsagi Ulés, 1999, Budapest

2. Jager, Sz. and Kiss, L.
Investigation of the mechanism of action of B-glucosidase enzymes.

International Student Conference of Vasile Goldis University, 1999, Arad, Roméania

3. Jiger, Sz., and Kiss, L.
Purification and characterization of extracellular B-glucosidase from Aspergillus

carbonarius.

MTA Szénhidratkémiai Munkabizottsagi Ulés, 1999, Matrafiired

4. Jager, Sz., and Kiss, L.
Purification and characterization of extracellular B-glucosidase from Aspergillus
carbonarius.
26 Meeting of the Federation of European Biochemical Societies 1999, Nizza,

Franciaorszag

5. Jiger, Sz., and Kiss, L.
N-Bromoacetyl-B-D-glucopyranosylamine as affinity label for f-glucosidase from

Aspergillus carbonarius.

MTA Szénhidratkémiai Munkabizottsag Ulés, 2000, Matrafiired

6. Jager, Sz., Brumbauer, A., Fehér, E., Réczey, K., és Kiss, L.
Kiilonbozd Aspergillus fajok altal termelt P-gliikoziddz enzimek fermentéacidja és
jellemzése.
IX. Fermentacios kollokvium, MBKE Biotechnologiai Szakosztaly és MTA Biomérndoki
Munkabizottsag, 2000, Debrecen

95



7. Jager, Sz., and Kiss, L.
N-Bromoacetyl-B-D-glucopyranosylamine as affinity label for [-glucosidase from
Aspergillus carbonarius.
27" Meeting of the Federation of European Biochemical Societies 2001, Lisszabon,

Portugéalia

8. Jager, Sz., és Kiss, L.
Aspergillus  carbonarius  B-glikoziddzanak izoldldsa, tisztitasa ¢és  miikodési
mechanizmusanak vizsgalata.

Magyar Poliszacharidkémiai Munkabizottsag Ulés, 2001, Budapest

9. Beki, E., Kukolya, J., Posta, K., Jager, Sz., Kiss, L., Hornok, L.
A Thermobifida fusca TMS51 torzsbdl szarmazd B-mannozidaz (EC 3.2.1.25) gén
kloénozasa és jellemzése.
Az 50 éves Magyar Mikrobiologiai Tarsasag 2001 évi Jubileumi Nagygytilése, 2001,
Balatonfiired

10. Jager, Sz., Kiss, L.
N-Bromoacetyl-B-D-glucopyranosylamine as affinity label for [-glucosidase from

Aspergillus carbonarius.

DE TTK Biologus Napok, 2001, Debrecen
11. Jager, Sz., és Kiss, L.

Aspergillus carbonarius extracellularis 3-gliikkoziddz aktiv centruménak vizsgélata.

Debreceni Tudoményos Napok, a Biolégiai Tanszékcsoport Ulése, 2002, Debrecen

96



