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BEVEZETES

A B-glikozidazok (EC 3.2.1.21; egyéb nevei: cellobidaz, B-D-
glilkoziddz, B-glikozid gliikohidroldz, amigdalindz) egy jol jellemzett,
bioldgiailag fontos enzimcsoportot alkotnak. Az enzim a gliikoz B-térallasu
gliikozidjainak hidrolizisét katalizalja, melynek eredményeként B-D-gliikoz
valik szabadda. A szubsztrat specifitasa széles, a B-(1—4) kotés hasitasan
kiviil egyéb gliikoz diszacharidokat, ugymint a B-(1—6) kotést tartalmazo
genciobidzt, a P-(1—-2) kotésti szoforozt, illetve a p-(1—3) kotést
tartalmazo laminaribiozt is képes bontani kisebb aktivitassal. A legfontosabb
B-glilkozidos kotéssel rendelkezd diszacharid a cellobidz, a cellobiaz
elnevezés innen ered. Egyes p-gliikozidazok a diszacharidok mellett
bizonyos oligoszacharidok és aril-, illetve alkil-gliikkozid vegyiiletek nem
redukaldo vég feldli hidrolizisét is katalizaljak. A B-glikozidazok
meghatarozott koriilmények kozott szintetikus aktivitasra is képesek, ami
kiilonbozé  oligoszacharidok ¢és glikokonjugatumok szintézisét teszi
lehetdveé.

A B-glikozidaz enzim a prokariotaktol kezdve a magasabb rendi
emldsokig minden él6lénycsoportban jelen van €s szamos életfolyamatban
jelent6s szerepet tolt be (pl. raktarozott poliszacharidok lebontasa, sejtszint(i
szignalizaci6, onkogenezis, Qazda-patogén interakciok). Gombaknal a
cellulaz enzimrendszer fontos alkotdja, ahol a rovid szala oligoszacharidok
és a cellobidz glikozza torténd hidrolizisét végzi. A B-gliikozidaz enzimek
nagy jelentéséggel birnak a gyakorlati alkalmazas szempontjabdl is, mely
soran az enzim hidrolitikus €s szintetikus aktivitasa egyarant kiaknazhato.

A jaromsporas gombak (Zygomycetes) Mucorales rendjébe tartozo
fajok tobbsége talajban, bomlo szerves anyagokon eléforduld szaprotrof
szervezet.  Sajatos  szexualis  folyamataik, kiilonbozé  szabalyzo
mechanizmusaik vagy a gomba morfogenezis tanulmanyozasa okan gyakran

vizsgalt modellszervezetek. Szamos orvosi, ipari, biotechnologiai és
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mezOgazdasdgi szempontbdl fontos organizmust taldlunk kozottik. A
csoport sok tagja kiilonb6z6 biotechnologiai folyamatokban alkalmazott
extracellularis enzimek (pl. lipazok, protedzok) termeldjeként, illetve értékes
biolégiai  aktivitdssal rendelkez6 (pl. szteranvadzas) vegyliletek
sztereospecifikus hidroxilalojaként keriil ipari felhasznalasra.

A fonalas gombak altalaban jo B-gliikozidaz termeléként ismertek.
Szamos gomba enzimet izolaltak és elemeztek is, azonban jaromsporas
gombak B-gliikkozidaz enzimeinek biokémiai és biotechnologiai szempontbol
fontos tulajdonsagairdl, valamint az enzimeket kodolo génekrol és a géneket
hatarol6 régiokrol jelenleg kevés informacio all rendelkezésiinkre. Néhany
fajbol izolaltak ugyan mar egy-egy enzimet, de alaposabb, a gyakorlati
alkalmazas szempontjabol is Iényeges vizsgilatokat nem végeztek. A
kutatasaink a jaromsporas gombak kozé tartozo Mucorales renden beliili
izolatumok, kiilondsen néhany termofil torzs P-gliikozidaz enzimjének

vizsgalatara iranyultak.

CELKITUZESEK

A kutatasi program fontos célkitiizése az alapkutatasokban és egyes
biotechnoldgiai folyamatokban felhasznalhatd, jo extracellularis [3-
glilkoziddz termeld jaromspords gombak azonositdsa, az enzimaktivitas
vizsgalata, valamint a magas B-gliikkozidaz aktivitassal rendelkezé torzsek
altal termelt enzimek izolalasa és biokémiai jellemzése volt. Céljaink kozé
tartozott tovabba az enzimeket kodolé gének azonositasa, klonozasa,

valamint részletes molekularis és funkcionalis elemzése is.

Ennek érdekében a kdvetkezd konkrét célkitlizéseket fogalmaztuk meg:
1. A rendelkezésiinkre all6 Mucor, Rhizomucor, Rhizopus és

Gilbertella nemzetségbe tartozd izolatumok extracellularis f-

glilkoziddz termelésének tesztelése folyadék és szilard fazisu
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tapkozegekben, lehetéség szerint 1j, igéretes termeld torzsek
azonositasa.

2. A jo enzimtermeld izolatumok esetén kiilonb6zd, biotechnologiai
szempontbol fontos faktorok hatdsdnak vizsgalata a nyers
kivonatok B-gliikozidaz aktivitasara.

3. Néhany nagy extracellularis enzimaktivitassal rendelkez6
jaromsporas gomba  altal termelt B-glikoziddz  enzim
homogenitasig torténgd tisztitasa.

4. A tisztitott extracellularis [-gliikoziddaz enzimek hidrolitikus
aktivitasanak biokémiai jellemzése, a hidrolizis koriilményeinek
optimalizalasa.

5. Néhany tisztitott [-gliikozidaz altal katalizalt oligoszacharid
szintézis vizsgalata, a reakcid koriilményeinek optimalizalasa az
id6, a homérséklet és a pH fiiggvényében, cellobidz szubsztraton.
A szintetikus aktivitds vizsgalata egyéb donor, illetve akceptor
vegyltiletek felhasznalasaval.

6. Antioxidans aktivitdssal rendelkezd novényi eredetii fenolok
glikozidokbol torténd, B-gliikkozidaz altal katalizalt
felszabadulasanak vizsgalata.

7. A P-glikozidaz enzimet kodoldo gén klonozasa, valamint
molekularis és funkcionalis jellemzése egyes jo extracellularis

enzimtermeléssel rendelkez6 jaromsporas gombakban.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

Sziir6 modszerek (screening) enzimaktivitasra
Analitikai modszerek:
- Spektrofotometrias mérések (UV, VIS)
- Fluorometrias mérések
- Nagyfelbontasu folyadék kromatografia (HPLC)
- Folyadékkromatografia - tomegspektrometria (LC-MS)
- Meéretkizarasos kromatografia
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- Ioncseréld kromatografia
Elektroforetikus technikak:
- Agaroz gélelektroforézis
- Denatural6 poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)
- Izoelektromos fokuszalas
DNS alapt technikak:
- Genomi és plazmid DNS tisztitasa
- Polimeraz lancreakcio (PCR, Inverz PCR)
- DNS szakaszok klénozasa
- DNS szekvenalas
- Plazmid konstrukciok 1étrehozasa
- Baktériumok transzformacidja
- Southern-hibridizaci6
Nukleotid és aminosav szekvenciak elemzése:
- Nukleotid szekvenciak analizise (BLAST, FASTA)
- Nukleotid és aminosav szekvenciak illesztése
- Enzimfehérje analizis (ProtParam, SignalP, Motif Scan-MyHits)
- Fehérje szerkezet meghatarozas (STRAP)
- Filogenetikai analizis
Genetikai transzformaciés modszerek:
- Protoplasztok képzése
- Polietilén-glikol (PEG) medialt transzformacio
- Transzformansok szelektalasa

EREDMENYEK
Jaromsporas gombak extracellularis p-gliikoziddz termelésének
tesztelése (Tako és mtsi., 2010a)

Kezdeti vizsgalataink soran a Gilbertella, Mucor, Rhizomucor és
Rhizopus nemzetségek 95 izolatumanak B-glikkozidaz termelését teszteltiik
1% cellobidzt tartalmazé minimal tapoldaton. Az egyes nemzetségek tagjai
koziil kivalasztottuk a legjobb enzimtermeléket (6 Mucor, 4 Rhizomucor, 3
Rhizopus és 3 Gilbertella), melyek extracellularis B-glikozidaz aktivitasat
buzakorpan is megvizsgaltuk, ugyanis a fonalas gomba eredeti -gliikozidaz
enzimek szilard fazisi fermentacios rendszerekben nagyobb mennyiségben
termel6dhetnek, amihez a cello-oligoszacharidokban gazdag mez$gazdasagi

hulladék buzakorpa jol alkalmazhatd szubsztrat. A szilard fazisu



fermentacio a folyadékos tenyészetnél altalaban jelent6sen magasabb f-
glilkoziddz aktivitast eredményezett. A legmagasabb térfogati aktivitast,
valamint termékhozamot a Gilbertella persicaria (58,6 - 70,9 U ml? és
351,6 - 425,4 U g buzakorpa) és a Mucor corticolus (94,9 U ml™ és 569,4
U g™ buzakorpa) izolatumok esetén tapasztaltuk. A termofil Rhizomucor
miehei torzsek kozil az NRRL 5282 ¢és ETH M4918 kodjeliiek
enzimtermelése emelhetd ki, melyeknél 38,3 U ml™ és 42 U mlI™ térfogati
aktivitast allapitottunk meg buzakorpa szubsztrat alkalmazasa esetén. A
Rhizopus izolatumok szilard fazisu fermentacioval nyert nyers kivonatai
megkozelitéleg azonos, 15,1 - 184 U ml" térfogati aktivitassal
rendelkeztek. Az inkubécidés homérséklet enzimtermelésre gyakorolt hatasat
is megvizsgaltuk, ahol az egyes torzsek B-gliikozidaz termelésében jelentds

eltéréseket tapasztaltunk.

A PB-gliikozidaz enzimek vizsgalata nyers Kkivonatban (Takd és mtsi.,
2010a)

A Rhizopus, Rhizomucor, Mucor ¢és Gilbertella nemzetségekbe
tartozo, jo enzimtermeld izolatumok szilard fazisu fermentalas utani nyers
enzimkivonataiban az etanol, a gliikdz, a savas pH, valamint a hdmérséklet
B-glikkozidaz aktivitasra gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk. Az etanolt 5 -
10% (v/v%) koncentracioban alkalmazva szamottevd enzimaktivitas
emelkedést tapasztaltunk a R. miehei, a Rhizopus microsporus var.
oligosporus és a Mucor fragilis torzsek esetében. A glikéoz 1%
koncentracioban torténé jelenléte a M. corticolus B-glikozidaz aktivitasat
gatolta legkevésbé. Néhany izolatum (R. miehei NRRL 5901 és ETH
M4918, Rh. microsporus var. oligosporus, Mucor racemosus f. chibinensis)
B-glikozidaz enzimjénél enyhe enzimaktivitds emelkedést tapasztaltunk
savas kozegben. A 75 °C-on elvégzett hdmérséklet tolerancia vizsgalatoknal

a legmagasabb maradék enzimaktivitast a R. miehei NRRL 5282 torzs
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enzimjénél figyelhettik meg. A cellobiéz szubsztrat a R. miehei B-

gliikkoziddzok esetében jelentds hdinaktivaciotol védo hatast biztositott.

A B-gliikozidaz enzimek izolaldsa

Az elbzetes vizsgalatok eredményei alapjan a R. miehei NRRL 5282
(Také és mitsi., 2010b; Krisch és mtsi., 2011), a M. corticolus SZMC 12031,
a Rhizopus niveus CBS 403.51, és a G. persicaria ATCC 201107
izolatumok altal termelt B-glikozidaz enzimek homogenitasig torténd
tisztitasat, illetve részletes jellemzését végeztik el. A gombatorzsek
buizakorpan torténd tenyésztésével nagy enzimaktivitasi nyers kivonatokat
sikertilt eléallitanunk, melyekbdl négy 1épésben SDS-PAGE homogenitasig
tisztitottuk a termelt enzimeket. Az enzimek specifikus aktivitdsara R.
miehei-nél 62,2 U mg™, M. corticolus-nal 118,5 U mg™, Rh. niveus-nal 70,6
U mg™, G. persicaria-nal pedig 121,1 U mg™ értékeket hataroztunk meg a
negyedik tisztitasi 1épés utan. Az izolalt enzimfehérjék molekulatomege az

elektroforetikus elvélasztast kovetéen 75 - 80 kDa volt.

A B-gliikozid4z enzimek biokémiai jellemzése

A tisztitott B-gliikoziddz enzimek biokémiai jellemzését az enzim
hidrolitikus aktivitasara hat6 szamos tényez0 figyelembe vételével végeztiik
el. A termofil R. miehei altal termelt B-gliikozidaz enzim aktivitasanak
hémérsékleti optimumat 65 °C, mig a tobbi izolatumét 50 °C koriil
allapitottuk meg. A vizsgalt B-glikozidazok koziil a R. miehei enzim
bizonyult termotoleransnak. Az enzimek hidrolitikus aktivitasanak pH
optimuma a pH 5,0 - 5,5 tartomanyra tehetd, azonban a R. miehei B-
gliikozidaz alacsony pH értéken (pH 3,0) is megdrizte aktivitasanak 20%-at.
A Rhizomucor B-gliikkozidaz pH 4,0 - 6,0, mig a t6bbi vizsgalt enzim pH 4,5
- 7,0 tartomanyban bizonyult stabilnak.



Az enzimek szubsztrat specifitisanak elemzésekor a szubsztratok
hidrolizise elsOsorban a f-(1—4) kotéseket tartalmazd szacharidokon
bizonyult jelentésnek, azonban enyhe enzimaktivitast a B-(1—2) kotést
tartalmazé szoforéz esetében is sikeriilt kimutatnunk. A R. miehei B-
glilkoziddz szamottevé mértékben hidrolizalta a P-galaktozid kdotéssel
rendelkez6 szubsztratokat is, tovabba az enzim kisebb mértékii a-glitkozidaz
és N-acetilglilkozaminidaz aktivitast is mutatott. Az eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy a R. miehei altal termelt enzim a széles szubsztrat
specifitastt B-glilkozidazok csoportjaba tartozik. Az enzimek jellemzése
soran meghataroztuk a tisztitott PB-gliikkozidazok pNPG szubsztratra
vonatkozo kinetikai paramétereit is.

A tisztitott enzimek nem, vagy csak meglehetdsen alacsony gliik6z
toleranciat mutattak, kozilik egyedil a M. corticolus B-glilkozidaz
emelhetd ki, mely a kezdeti hidrolitikus aktivitas 31%-4t 20 mg ml™ gliikoz
jelenlétében még megbrizte. A R. miehei, Rh. niveus és G. persicaria
enzimek aktivitasat az alacsony koncentracioban alkalmazott fruktéz enyhén
fokozta. A szachar6z viszont jelentdsen novelte a R. miehei enzim
aktivitasat, mig a Rh. niveus és a G. persicaria enzimét kisebb mértékben
novelte. A M. corticolus B-gliikozidaz altal katalizalt pNPG hidrolizis
jelentds emelkedést mutatott laktdz, fruktdz, galaktdoz és szacharoz
jelenlétében, mely az enzim magas transzgliikozidaz aktivitasat feltételezi.

Az enzimek biokémiai jellemzése soran szamos fémsd és reagens
gatl6 hatédsat is elemeztiik, melynek eredményei alapjan feltételezhetd, hogy
az enzimek megfeleld mitkddéséhez tiol-csoport jelenléte is sziikséges,
tovabba katalizisben betoltott fontos szerep valdszintisithetd a triptofan és az
aszparaginsav aminosavaknak is. Az alkoholok enzimaktivitasra gyakorolt
hatasanak vizsgalatakor a R. miehei enzimnél 30% emelkedést tapasztaltunk
a hidrolitikus aktivitasban 10% (v/v%) etanol jelenlétében, amit

valdsziniileg a felszabadult glilkéz mennyiségének, igy gatld hatasanak
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csokkenése okoz, mely az adott enzim nagyfoku transzgliikoziddz aktivitasat

feltételezi.

A B-gliikoziddz enzimek szintetikus aktivitasanak vizsgilata

A szintetikus aktivitas tanulmanyozasakor a tisztitott R. miehei és M.
corticolus B-glitkozidaz enzimeket vizsgaltuk részletesen, mely soran
kiilonbdzé monoszacharid donor és akceptor vegyiileteket alkalmaztunk. A
transzgliikozidaz aktivitas tanulméanyozasahoz az enzimek szubsztratjaként
cellobiozt hasznaltunk. A reakcido eredményeként cellotrioz, illetSleg
hosszabb inkubacids id6 utdn kevés mennyiségii cellotetradz megjelenését
mutattuk ki a reakcidelegyekben, ahol a keletkezett oligoszacharidok
mennyisége a donorként és akceptorként egyarant funkcionald cellobidz
mennyiségével egyenes  aranyban  ndvekedett. A legnagyobb
termékmennyiséget mindkét enzimnél magas szubsztrat koncentracid
alkalmazasa mellett (350 - 400 mg ml™) tapasztaltuk. A legtobb cellotrioz a
pH 4,0 - 6,0 tartomanyok kozé pufferelt reakcidelegyekben, R. miehei B-
gliikozidaznal 70 °C, mig M. corticolus enzimnél 50 °C hémérsékleten
keletkezett.

A laktéoz szubsztraton torténd szintézis tanulmanyozasakor a R.
miehei B-gliikozidaz esetén egy feltételezhetden szintetikus triszacharid
megjelenését mutattuk ki a reakcidelegybél (Krisch és mtsi., 2011). A R.
miehei enzim transzgalaktozidaz aktivitdsat is azonositottuk, igy a
keletkezett termék az egyes P-galaktozidazok, valamint a B-galaktozidaz-
szerli P-gliikozidazok transzgalaktoziddz aktivitdsanak vizsgalatakor
kimutatott galakto-oligoszacharid is lehet. A R. miehei enzimmel cellobi6z
vagy PNPG szubsztraton, etanol jelenlétében is tapasztaltunk

termékképzodést, melyet etil-gliikozidnak feltételeziink.



Antioxidans aktivitasi fenolok felszabaditasa glikozidokbdl (Krisch és
mtsi., 2011)

A tisztitott R. miehei B-gliikkozidaz antioxidans aktivitasu fenolokat
felszabaditd tulajdonsagat is megvizsgaltuk, melyhez a fenolokat nagy
mennyiségben tartalmazé, magas antioxidativ kapacitassal rendelkez6
meggy gyimodlesot alkalmaztuk. A B-glitkkozidazzal torténd kezelés alatt
jelentés koncentracid emelkedést tapasztaltunk a meggytorkdly kivonatban
talalhato  4-hidroxi-benzoesav, vanillinsav és sziringsav vegyiiletek

tekintetében.

A Rhizomucor miehei (NRRL 5282) B-gliikozidaz gén (bgl) klénozasa,
valamint molekularis és funkcionalis jellemzése (Vagvolgyi és mitsi.,
2007; Tako és mtsi., 2010b)

A B-gliikozidazok izolalasaval és jellemzésével parhuzamosan az
enzimet kodold gének azonositasat és funkcionalis jellemzését is
megkezdtik. Az eddigi munkank a termofil R. miehei NRRL 5282 torzs B-
gliikozidaz enzimet kodolo génjének (bgl) vizsgalatara terjedt ki részletesen.
A teljes R. miehei bgl gént, valamint a gént hatarolé régiokat IPCR technika
alkalmazasaval izolaltuk, majd a feltételezett BGL fehérjét kodolod szakasz
meghatarozasa utan annak aminosav szekvenciajat részletesen is elemeztiik.
Az azonositott fehérjeszekvencia a glikozid hidroldzok 3. csaladjan beliili 4.
alcsaladba sorolt, B-gliikozidaz aktivitassal rendelkez6 gomba enzimekkel
mutatta a legnagyobb hasonldsagot. Az elemzés soran azonositottuk a BGL
fehérjében talalhatd N-terminalis és C-terminalis doméneket, valamint
ismert gomba [-glikoziddzokkal torténd Osszehasonlitast kovetden
lehetséges katalitikus nukleofil és H" donor régiokat is meghataroztunk. A
tisztitott R. miehei B-glikozidaz fehérje tomegspektrometriai analizise az
izolalt enzimet a feltételezett R. miehei BGL fehérjeként azonositotta,

valamint megerésitette, hogy a tisztitott enzim a klonozott bgl gén Aaltal
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kodolt. Ugyancsak részletesen elemeztiik a gént hatarol6 régidkat is, ahol a
promoter és terminalis régiokban szdmos jellegzetes nukleotid szekvencia
motivumot azonositottunk.

A R. miehei B-gliikoziddz enzimet kodolo gén (bgl) kifejez6désének
vizsgalatdhoz expresszidos vektort készitettiink, melyben a Mucor
circinelloides gpdl (glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz) gén promoter
és terminalis régioival épitettiik Ossze a teljes bgl gént, majd az elkészitett
vektorral elvégeztik az MS12 M. circinelloides kett6s auxotrof (leuA” és
buizakorpan torténd tenyésztést kovetden a transzformansok fermentlevei és
nyers kivonatai az eredeti MSI12 torzsénél jelentésen magasabb
enzimaktivitdst mutattak, tovabba a nyers kivonatbdl részlegesen tisztitott
fehérjék elektroforetikus elvalasztasat kdvetden egy 0j sav megjelenését is
tapasztaltuk az egyik transzformans fehérjemintazataban.

A glikozid hidrolazok 3. csaladjan beliili 4. alcsaladba tartoz6 gomba
B-gliikozidazokkal filogenetikai vizsgalatokat is végeztiink, melybe a R.
miehei BGL mellett egyéb jaromsporas gomba hipotetikus fehérjéket is
bevontunk. A vizsgalatok eredményeként kapott konszenzus fa a

jaromsporas gomba B-gliikozidazok monofiletikus eredetét mutatja.

OSSZEFOGLALAS

1. Aczonositottunk jo extracellularis B-gliikozidaz termelé jaromsporas
gombakat.

2. Megvizsgaltuk az etanol, a glikkdz, a savas pH, valamint a hdmérséklet
B-glikoziddaz aktivitasra gyakorolt hatdsat a jO enzimtermeld
izolatumok szilard fazist fermentélds utani nyers enzimkivonataiban. A
vizsgalt pB-gliikozidazok ko6z6tt sav- és termotolerans enzimeket

azonositottunk.
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Izolaltuk a R. miehei NRRL 5282, a M. corticolus SZMC 12031, a Rh.
niveus CBS 403.51 és a G. persicaria ATCC 201107 torzsek altal
buzakorpa szubsztraton termelt B-glilkozidaz enzimeket.

Elvégeztiik a tisztitott B-glikozidaz enzimek biokémiai jellemzését az
enzim hidrolitikus aktivitasara hato SZ&mos tényez6
figyelembevételével.

Részletesen vizsgaltuk a tisztitott R. miehei és a M. corticolus f-
gliikoziddz enzimek szintetikus aktivitasat kiilonb6z6 monoszacharid
donor és akceptor vegyiiletek jelenlétében. A R. miehei B-glilkozidaz
esetén jelentGs transzgalaktozidaz aktivitast allapitottunk meg, igy
tudomasunk szerint elsdként azonositottunk transzgalaktozidaz
aktivitassal rendelkez6 fonalas gomba B-gliikozidazt.

Tanulmanyoztuk kiilonb6z6 antioxidans aktivitast fenolok R. miehei B-
glitkozidaz altali felszabadulasat glikozidokbol.

A R. miehei NRRL 5282 t6rzsb6l izolaltuk és jellemeztik az elso,
jaromsporas gombabdl szarmazo B-glikozidaz gént (bgl) és a
szabalyozd régidit. Génexpresszid vizsgalatokat végeztiink heterolog
rendszerben. Tudomasunk szerint els6ként izolaltunk és jellemeztiink
jaromsporas gombabol szarmazé B-gliikozidaz gént.

Filogenetikai vizsgalatokat végeztiink a glikozid hidrolazok 3. csaladjan

beliili 4. alcsaladba tartozé gomba B-gliikkozidazokkal.
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