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1. BEVEZETES

A Mucorales rend a jaromspdoras gombak (Zygomycetes) legismertebb és
legnagyobb csoportja. Az idetartozo fajok elsGsorban ndévényi és allati eredetli bomlo
szerves anyagokon el6forduld, talajbdl izolalhatd szaprotrof mikroorganizmusok. Sajatos
szexualis folyamataik, kiilonb6zd szabdlyzd mechanizmusaik vagy a gomba morfogenezis
tanulmanyozasa okan gyakran vizsgalt modellszervezetek. Szamos orvosi, ipari,
biotechnologiai és mezdgazdasagi szempontbol fontos organizmust talalunk kozottik. A
csoport sok mas tagja kiilonbozO biotechnoldgiai folyamatokban alkalmazott
extracellularis enzimek (pl. lipazok, protedzok) termeldjeként (Gottfredsen, 1990, Outtrup
és Boyce, 1990), illetve értékes bioldgiai aktivitassal rendelkezd (pl. szteranvazas)
vegyiiletek sztereospecifikus hidroxilaldjaként (Madyastha és Srivatsan, 1987) kertil ipari
felhasznélasra.

A B-glikozidazok (B-D-gliikkozid gliikkohidrolazok) jelentds szerepet jatszanak a
bioldgiai folyamatokban, gombaknal a cellulaz enzimrendszer fontos részét képezik. Ez az
enzim felelds a rovid szalu oligoszacharidok és a cellobidz gliik6zza torténd hidroliziséért.
Meghatarozott koriilmények kozott szintetikus aktivitasra is képesek, ami kiilonbozo
oligoszacharidok ¢és glikokonjugatumok szintézisét teszi lehetové (Palcic, 1999).
Oligoszacharidokat széles korben alkalmaznak gyogyaszati és diagnosztikai célokra,
valamint probiotikumként hasznosithatd baktériumok novekedésének serkentésére.
Enzimatikus szintézisiik transzglikozilacioval egy Iépésben megoldhatd, szemben a
bonyolultabb kémiai szintézissel (Flitsch, 2000). Ugyancsak elterjedt a B-gliikozidaz
enzimek hidrolitikus aktivitasanak biotechnologiai és ipari alkalmazasa is (pl. a
gyogyszeriparban, vagy az élesztékivonat gyartas soran).

Munkank célja mind az alapkutatasban, mind a biotechnologiai fejlesztésekben
felhasznalhat6, extracellularis B-gliikozidaz termeld jaromspdérds gombak azonositdsa, az
enzimaktivitas detektdldsa és jellemzése, az enzimet kodold gén klonozéasa, valamint
részletes molekularis és funkcionalis elemzése volt. A kodold gén megismerése lehetéséget
nydjt az enzim mennyiségének és aktivitdsanak javitdsara. Céljaink kozé tartozott a nagy
extracellularis aktivitassal rendelkezé jaromsporas gombak altal termelt B-gliikozidazok
homogenitasig torténd tisztitdsa, valamint az izolalt enzimek hidrolitikus és szintetikus

(transzgliikozid4z) aktivitasanak biokémiai jellemzése is.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A jaromsporas gombak fobb jellemzo6i

A jaromsporas gombak (Zygomycetes) a szarazfoldi gombak egyik nagy csoportja.
Ivaros szaporodasuk nem kotddik a viz jelenlétéhez. Tobbségilik szaprotrof, talajban,
korhadékban, rothadd gyiimolcsokon, zoldségeken, komposztban ¢él. Eléfordul néhany
parazita is, melyek elsdsorban rovarokon, férgeken és gombakon ¢loskodnek. Hifaik
altalaban conocitikusak, azaz nincs benniik valaszfal. Altalaban csak a gametangiumok és
a sporogén szervek kialakulasakor keletkeznek valaszfalak. Néhany csoportra jellemz6 a
morfoldgiai dimorfizmus, azaz a fonalas morfologia mellett képesek élesztdszerlien is
novekedni, féleg oxigénhidnyos, vagy magas hexo6z tartalmi kornyezetben. Sejtfalukat
els6sorban kitin és kitozan alkotja. Szaporodasuk ivartalan mdédon sporangiospdrakkal
(zigospoéra; gor zygos = jarom, iga), melyr6l ¢ gombak a neviiket is kaptak. A jaromspora
vastag faly, jellegzetes alaku képlet, gyakran révid hifakbol 4ll6 csomo burkolja. A csoport
igen sok tagja esetében a taxondmusok kiilonos hangsulyt helyeztek a vegetativ
szaporodassal kapcsolatos jellemzokre, ezért a legtobb hatarozokulcs szinte kizarolag az

crer

dolgozatban csak a Mucorales rend tagjaival foglalkozom.

2.2. A Mucorales rend

A jaromsporas gombak legtobb fajt magaban foglald csoportja a Mucorales rend.
Tagjai féleg szaprotrofok, talajban, korhadd ndvényi részeken, komposztalodod szerves
maradvanyokon fordulnak eld, bar akad koztiik néhany parazita is. A rendbe tartozé fajok
altalaban gyors novekedéstiek, €s nagy tomegii hifaképzésre képesek. A legtobb torzs a
raktarozott z6ldségek és gylimdlesok kartevdje, magas cukor- és sokoncentraciot elviseld
képességiik miatt konzervgyarakban is komoly karokat okozhatnak. A fajok homérséklet
igénye valtozatos, termofileket és pszichrofileket egyarant talalunk kozottiink. Ipari
alkalmazasuk jelentds; szamos torzset hasznalnak keményitohidrolizisre, valamint oxalsav,
fumarsav, tejsav, ecetsav és citromsav eldallitasra (Gottfredsen, 1990; Outtrup és Boyce,
1990). A kereskedelmileg fontos fumarsav eldallitasa Rhizopus stolonifer gombaval

torténik, mig mas Rhizopus fajok nagyon fontos tejsavtermeldk (Theron és Lues, 2010).



Noha a gyakorlatban a tejsav dontd mennyiségét baktériumokkal termeltetik, a gomba
segitségével eldallitott végsd termék konnyebben tisztithatd, mint a bakterialis uton nyert.
Mivel j6 enzimtermeldk, ezért extracellularisan kivalasztott enzimeiket a fermentacios ipar
szamos teriiletén alkalmazzak (pl. amilaz, lipaz, proteaz termeltetés; Lowe, 1992). A
protedz és lipadz enzimeiket elsGsorban a sajtkészitésnél hasznaljak (Alves és mtsi., 2002).
Ezen kiviil egyes torzseiket kémiai vegyiiletek biokonverzidjara alkalmazzék (szteroid

transzforméacio; hidrokortizon, prednizolon eléallitas).

2.2.1. A Rhizomucor nemzetség

A Rhizomucor nemzetséget a R. pusillus és a R. miehei termofil fajok alkotjak
(Schipper, 1978; Vagvolgyi és mtsi., 1999). A Mucor nemzetségtdl elsdsorban a termofil
jelleg és a rhizoid képzés miatt kiilonitették el. A R. miehei homotallikus organizmus, mig
a R. pusillus homo- vagy heterotallikus (Vastag és mtsi., 1998; Vastag és mtsi., 2000).

A Rhizomucor torzsek nagy jelentéségiick egyes biotechnologiai és élelmiszeripari
alkalmazasok okan is (pl. proteaz és lipaz termelés). A proteaz enzimeiket a sajtgyartas
soran hasznaljak, ugyanis savas aszpartil proteazuk a szarvasmarha renninhez (azaz a
sajtgyartdsnal a tej koalguldlasdra hasznalt kazeinbonté enzimhez) hasonléan
alkalmazhat6. A borju oltdéenzimnél nagyobb specifitasti és hatékonyabb, igy hasznélataval
jobb mindségii sajt nyerhet6 (Alves és mtsi., 2005). Tobb gombafaj izolatuma altal termelt
enzim nem specifikus proteinaz aktivitasat vizsgaltak meg, amely soran a R. miehei
bizonyult a legjobb mikrobialis rennin forrasnak (Bailey és Siika-aho, 1988). A proteazt
mosoészer adalékanyagként, és a bdriparban is hasznositjdk (Pandey és mtsi., 1999). A R.
miehei altal szekretalt enzimek koz¢é tartoznak a lipazok is (Huge-Jensen és mtsi., 1987). A
lipdzok a triacilglicerolok hidrolizisét és az észterek glicerolbdl és hossza szénlancu
zsirsavakbol torténd szintézisét katalizaljak. A lipazokat a vegyiparban tisztitoszer
adalékanyagként alkalmazzak (Huge-Jensen és mtsi., 1987). A Rhizomucor lipazok a
zsirsavakban és a ndvényi olajokban taldlhatd lipideket képesek gyorsan hidrolizélni.
Eltéréen az emlds és bakterialis lipazoktol, a R. miehei lipaz zimogén formaban
szintetizalodik, 24 aminosav hosszusagli szignal peptiddel, valamint 70 aminosavnyi
propeptiddel (Boel és mtsi., 1988), tovabba ez volt az els6 lipaz, melynek haromdimenzios
szerkezetét rontgen vizsgalatokkal hataroztak meg (Brady és mtsi., 1990). A R. miehei

lipaz génjét sikertilt kifejeztetni Aspergillus oryzae-ban is (Boel és mtsi., 1988).



2.2.2. A Mucor nemzetség

A Mucor nemzetségbe tartozo fajok jellemzden vildgos szinii telepeket képeznek,
melyek késébb, a spordk érésekor megbarnulnak, illetve megfeketednek. Indat és
rizoidokat nem fejlesztenek, az apofizis is hidnyzik. A legtobb Mucor faj 37 °C-on nem
képes novekedni, de a nemzetség tartalmaz néhany termotolerans fajt is (de Hoog €és mtsi.,
2000). A Mucor fajok tobbsége szaprotrof, ismertebbek a M. mucedo, M. circinelloides, M.
racemosus és a M. rouxii, amelyek laboratoriumi vizsgalatoknak is gyakori objektumai. A
jelen dolgozatban részletesen vizsgalt M. circinelloides, sok mas Mucor fajhoz hasonloan,
husos gylimolcsok €s raktarozott novényi eredetli élelmiszerek ismert raktari kartevéje. A
M. hiemalis, M. racemosus ¢s a M. baciliformis fajok kiemelked6 proteaz termelésiik miatt
ipari jelent6ségiick. A Rhizomucor fajokkal egyiitt a Mucor nemzetség tagjai a leginkabb

tanulmanyozott lipaztermeldk (Alves és mtsi., 2002).

2.2.3. A Rhizopus nemzetség

A Mucorales rend egyik jol ismert nemzetsége. Sporangiumaik apofizissel
rendelkeznek, a zigospora szuszpenzorai szemben allok, a sporangioférok eredésénél
rizoidokat és sztolonokat képeznek. Talajban, korhadd novényeken, élelmiszerek feliiletén
¢és poros felszineken gyakran megtalalhatok, de masodlagos ndvényi és opportunista
human patogének is lehetnek. Optimalis novekedési hémérsékletiik fajtol fliggéen 28 - 45
°C kozott van. Az egyik leggyorsabban és leglatvanyosabban szaporodd csoport. A
Rhizopus nemzetség ismertebb fajai a Rh. oryzae, a Rh. microsporus, a Rh. oligosporus és
a Rh. stolonifer.

Elelmiszeripari és biotechnologiai szempontbol egyarant nagy jelentdségiick.
kultaranak fontos Gsszetevoje a Rh. microsporus var. oligosporus (Hachmeister és mtsi.,
1993). A gomba enzimatikus tton részlegesen lebontja, atalakitja a kiindulasi alapanyagot.
Munkank soran a Rh. oryzae fajt tanulmanyozzuk részletesen, melynek torzsei kozt jo
tejsavtermelOket is azonositottak (Bai ¢és mtsi., 2003; Maas és mtsi., 2006). A Rhizopus
torzseket az élesztOk mellett alkoholok eldallitasaban is alkalmazzak (Taherzadeh és mtsi.,

2003).
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2.2.4. A Gilbertella nemzetség

A Gilbertella nemzetség egyetlen fajt foglal magaba (Hesseltine, 1960). A G.
persicaria raktari kartevéje lehet gyiimolcsoknek, zoldségeknek (pl. korte, sargabarack,
paradicsom). Jellegzetessége, hogy a sporangium egyetlen hosszanti iranyt hasadassal
nyilik fel. A sima fala spordk cstcsi részein vékony fonalszerli fiiggelékek vannak. A

viszonylag kevéssé vizsgalt jaromsporas fajok kozé tartozik.

2.3. A vizsgalt enzim: p-gliikozidaz

2.3.1. A glikozidazok

A glikozidazok (vagy karbohidrazok; EC 3.2.1) igen elterjedt hidrolitikus enzimek,
melyek a glikozidos kotéseket bontjak O-glikozidokban (Naumoff, 2011). A glikozidazok
bizonyos koriilmények kozott transzglikozilacion és reverz hidrolizisen Kkeresztiil
oligoszacharidok ¢és glikokonjugatumok szintézisére is képesek (Palcic, 1999; Ajisaka és
Yamamoto, 2002). Oligoszacharidoknak azokat a szénhidratokat tekintjiikk, melyekben 2 -
10 monoszacharid egység kapcsoldodik egymashoz O-glikozidos kotéssel (McNaught,
1996; Eggleston és Cote, 2003).

A glikozidazokat egyszerli glikozidokat (pl. oligoszacharidok) és poliszacharidokat
bontd enzimekre lehet felosztani. Az egyszert glikozidokat bont6 enzimek kozé tartozik az
a- ¢és B-galaktozidaz, a B-fruktozidaz, az a-gliikozidaz, valamint a munkéank sordn vizsgalt
B-gliikozidaz is. Az egyszerli glikozidokat bonto glikozidazok koziil a legalaposabban
tanulmanyozott enzim az élesztd invertaz, amelyik a szachar6zt hidrolizalja gliikozra és
fruktozra (Burger és mitsi.,, 1961; Andjelkovic és mitsi., 2010). A poliszacharid bontd
glikozidaz enzimek az élettanilag fontos tartalék és vaz poliszacharidok anyagcseréjében
jatszanak szerepet (Savoie és Gourbiére, 1987). A legfontosabbak az amilazok, melyek a

keményitd tipusu poliszacharidok hidrolizisét katalizalé enzimek.

2.3.2. A B-gliikozidazok altalanos jellemzdi

A B-gliikozidazok (EC 3.2.1.21; egyéb nevei: genciobidz, cellobidaz, emulzin, B-D-
gliikozidaz, B-gliikozid glikohidroldz, amigdalinaz, arbutinaz, elatraz) egy jol jellemzett,

bioldgiailag fontos enzimcsoportot alkotnak. Az enzim a gliikkoz p-térallasu glitkozidjainak
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hidrolizisét katalizélja, melynek eredményeként B-D-gliikkoz valik szabadda. A szubsztrat
specifitasa széles, a B-(1—4) kotés hasitasan kiviil egyéb gliikoz diszacharidokat, ugymint
a B-(1—6) kotést tartalmazo genciobiozt, a B-(1—2) kotést szofordzt, illetve a f-(1—3)
kotést tartalmazo laminaribidzt is képes bontani kisebb aktivitassal (Rojas €s mtsi., 1995).
A legfontosabb [B-gliikozidos kotéssel rendelkezd diszacharid a cellobidz, a cellobiaz
elnevezés innen ered. Egyes [-glikozidazok a diszacharidok mellett bizonyos
oligoszacharidok és aril-, illetve alkil-gliikozid vegyiiletek nem redukalo vég fel6li
hidrolizisét is katalizaljak (Decker és mitsi., 2001; Wallecha és Mishra, 2003). A gliikkoz
lanc novekedésével csokken az enzimaktivitas (Bisaria és Mishra, 1989; Kubicek és mtsi.,
1993).

A B-gliikoziddzok a prokaridtaktol kezdve a magasabb rendii emldsdkig minden
¢l6lénycsoportban jelen vannak. Szamos bioldgiai folyamatban jelentds szerepiik van, mint
pl. a raktarozott poliszacharidok lebontésa, sejtszintli szignalizacid, onkogenezis €s gazda-
patogén interakciok. Emberben a [B-gliikozidaz hiany felelés az ugynevezett Gaucher
szindromaért, amely egy ritka, recessziv 6roklésmenetli betegség (Fredrickson és Sloan,
1972). Az enzimdeficiens sejtek nem képesek hidrolizalni a glikozilceramidokat, igy azok
felhalmozddnak a szervezetben, és kiilonbozd belsé szervek (1€p, maj, nyirokcsomok)
megnagyobbodasat okozzak (Barton és mtsi., 1990).

A termeld szervezettdl, valamint az enzim tulajdonsagaitol fiiggden a B-gliikozidaz
sejten beliil (intracellularisan), illetve kiviil (extracellularisan) is elhelyezkedhet. A
bakterialis és az élesztd B-glikozidaz enzimek fbleg intracellularis elhelyezkedésiiek, a
fonalas gombak azonban néhany kivételtdl eltekintve (pl. Trichoderma reesei BGLII;
Saloheimo és mitsi., 2002) a sejten kiviili térbe szekretaljak az enzimet (Bhatia és mtsi.,
2002). Sejtfalhoz kotott B-gliikozidazok szintén ismertek gombaknal, melyeket tobbek
kozott a Pichia etchellsii (Roy és mitsi., 2005), a Neurospora crassa (Eberhart és Beck,
1970), a T. reesei (Messner és Kubicek, 1990), a Trichoderma viride (Usami és mtsi.,
1990), valamint az Aspergillus kawachii (Iwashita és mtsi., 1998) izolatumok esetében
sikeriilt azonositani. A fonalas gombaknal valoszinlileg a tenyésztési koriilmények is
befolyasoljak a termelt B-glilkoziddz enzim elhelyezkedését. Az enzimek nagyobb része
folyadék tenyészetnél sejtfalhoz kotott, mig szilard fazisti fermentécionadl oldott allapotban
talalhaté (Oda és mtsi.,, 2006). Feltételezhetden bizonyos természetes eredetii celluloz
szubsztratok jelenlétében a fonalas gombak altal termelt B-gliikozidaz sejten kiviili térbe
torténd szekrécioja indukalhatd, valamint a sejtfalhoz gyengébben kotott enzimek is

felszabadulhatnak. Ezt az elképzelést kiilonb6z6, p-gliikozidazok izolalasaval,
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jellemzésével, illetve az enzim aktivitdsaval kapcsolatos vizsgdlatok is alatdmasztjak

(Borgia és Mehnert, 1982; Saloheimo és mtsi., 2002).

2.3.3. A B-gliikozidazok osztalyozasa

A B-gliikoziddzok heterogén csoportot alkotnak a hidrolitikus enzimeken beliil,
osztalyozasukra nincs egyszerii, széles korben alkalmazhatdé modszer. Az irodalomban
altalaban szubsztratspecifitasuk vagy nukleotid szekvencidjuk alapjan kiilonboztetik meg
Oket (Henrissat és Bairoch, 1996). A szubsztratspecifitas alapjan az enzimek (1) aril -
gliikkoziddzokra (aril-gliikozid hasités), (2) cellobidzokra (cellobidz hidrolizis), illetve (3)
sz¢les szubsztratspecificitasii enzimekre oszthatok fel. A legtobb B-glikkoziddaz az utdbbi
kategoriaba sorolhatd. Az enzimek osztalyozasanak érdekében szamos tovabbi tanulmany
sziiletett (Beguin, 1990; Rojas és mitsi., 1995), azonban ezeket mar szinte teljesen
felvaltottak a nukleotid szekvencidkon alapuld rendszerek (Henrissat és Bairoch, 1996).
Ennek alapja a nukleotid szekvenciak dsszehasonlitasain kiviil a hidrofob klaszter analizis
(HCA), amely a fehérjék térszerkezetének hasonlosagait vizsgalja. Szdmos B-gliikozidazon
végzett HCA vizsgdlat azt mutatta, hogy az o-hélixek és a P-lemezek hasonlo
elhelyezkedéstieck a harmadlagos szerkezetben, illetve, hogy szamos igen konzervalt
aminosav helyezkedik el az aktiv centrum mellett. Az ilyen osztalyozas az enzimek
strukturalis sajatsagait, evolucids kapcsolatait, illetve katalitikus mechanizmusait is
tiikrozi.

A kozel 2500 glikozid hidrolazt 88 csaladba soroljak. A B-gliikozidazok a glikozid
hidrolazok 1. és 3. csaladjdban kaptak helyet. Mindkét csaladba ugynevezett ,,megtartd”
enzimek tartoznak, amelyek nem valtoztatjdk meg az anomer konfiguraciot. Az 1. csalad
dsbaktériumokban, novényekben és emldsokben megtalalhatd B-gliikkoziddzokat tartalmaz,
amelyek jellegzetes B-galaktoziddz aktivitdst is mutatnak. Szdmos ide tartozd enzim
haromdimenzios szerkezete is ismert (Hakulinen és mtsi., 2000; Zouhar és mtsi., 2001),
mely segit megérteni széles szubsztratspecifitasukat, miikddésiiket és fobb szerkezeti
vonasaikat.

A glikozid hidrolazok 3. csaladjanak megkozelitdleg 100 ismert tagja van, melyek
koziil a legtobb mikrobialis eredetli B-glilkoziddz. A csalddba tartozd enzimek koziil
tudomasunk szerint egyedil az arpa p-glikan exohidrolaznak (Exol) ismert a
haromdimenzios szerkezete (Varghese és mitsi., 1999). Az arpa Exol szerkezetét

felhasznalva azonban szamos 3. csaladba tartozOd enzim haromdimenzios szerkezetét is
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modellezték (Harvey és mtsi., 2000). A 3. csalad enzimei az AB és AB’ osztalyokra
oszthatéak tovabb. Mindegyik enzim két domaint tartalmaz (A és B), ahol a B domain
tartalmazza a vélt aktiv centrumot (az SDW motivum D aminosava). Az AB’ osztalynal a
B domain lényegesen Kisebb, azonban a konzervalt szekvenciak még megmaradtak (Faure
¢s mtsi., 1999). Molekularis szinten a 3. enzimcsalad génjei 6t eltérd régiot tartalmaznak:
N-termindlis rész, N-terminalis katalitikus domain, nemhomolog régi6, C-terminalis

domain (funkcidja ismeretlen) és a maradék C-terminalis rész.

2.3.4. A B-gliikkozidazok katalizalo folyamata

A PB-glikoziddz enzimek az egyszerli gliikkozidok gliikkdzza torténd hidroliziséért
felel6sek, valamint bizonyos koriilmények kozott szintetikus aktivitasra is képesek, ami
kiilonboz6 oligoszacharidok ¢és gliikokonjugatumok szintézisét teszi lehetové. A B-

gliikozidazok katalizal6d folyamatat a 1. dbra szemlélteti.

Hidrolizis

A B-gliikozid4z enzim a ciklikus aldézok glikozidos hidroxilcsoportja és egy masik
Osszetevo (cukor; amino-alkohol; aril-alkohol; primer, szekunder, vagy tercier alkohol)
hidroxil csoportja kozotti glikozid kdtések hidrolizisét katalizalja.

A glikozilacio folyaman nukleofil timadas éri a szubsztrat glikozid anomer (Ci)
kozpontjat, ami egy kovalensen kotott a-glikozil-enzim intermediert képez (Withers és
Street, 1988), igy a C; konfiguracidja megfordul (1. abra). Az enzim masik aktiv része sav-
bazis katalizatorként H" iont szolgaltat a glikozidos hidroxilcsoport oxigénjének, ezaltal az
aglikon (diszacharidok esetén masik glikon) csoport tavozasat segiti el6. A glikozil-enzim
intermedier az anomer centrumnal tamadd vizmolekuldk hatasara hidrolizal, a reakcio

eredményeként B-gliikoz keletkezik.

Reverz hidrolizis vagy transzglikozilacio

A B-glikoziddzok &ltal katalizalt szintézis reverz hidrolizisen vagy
transzglikozilacion keresztiil torténhet. A reverz hidrolizis folyamatanal a szubsztrat H
atomja az R lanc helyén talalhaté (1. abra). Az enzim-glikozil intermedier egy R’OH
komplexszel 1ép reakcidba, ahol az R’ egy masik cukor, igy a termodinamikai kontroll alatt
allo reakcid eredményeként diszacharid termék keletkezik. A transzglikozildcional a

szubsztrat H atomja helyén egy R lanc taldlhat6. Egy mésik nukleofil (viz, illetve aril- vagy
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alkil-alkohol; R’OH) enzim-glikozil intermedierrel képzett reakcidja egy 0j glikozidot fog
eredményezni. A termék szerkezetének mindségét a viz és az akceptor R’OH enzim-

glikozil intermedierrel valo kolcsdonhatasa hatarozza meg, amely kinetikai kontroll alatt all.

1. Enz
F=H, plikozil-, aril- vagy alkil czoport
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1. abra. A B-gliikozidazok katalizalé folyamata (Bhatia és mtsi., 2002).

inverzidjahoz vezet az enzim-glikozil intermedierben (2). Az ezt kovet6 reakcidk viz vagy cukor (aril- vagy
alkil glitkozidok) jelenlétében a B-formula megtartasahoz vezetnek, hidrolizist (3) vagy szintetikus
folyamatot eredményezve (4).

Az oligoszacharidok B-gliikoziddz enzim katalizalt gyors szintézise rendszerint
valamilyen diszacharid szubsztrat (cellobidz, laktdz, genciobidz) transzglikozildcidjaval
vihetd véghez (Gusakov és mitsi., 1984; Boon ¢és mtsi., 1999; Kono és mtsi., 1999). A -
glikoziddazok 4ltal cellobiéz  szubsztraton katalizalt oligoszacharid  szintézis
(transzgliikozilacid) feltételezett mechanizmusénak lényegét a 2. abra szemlélteti. A
termodinamikai kontroll alatt allé reverz hidrolizis soran a di- és oligoszacharidok
szintézise meglehetdsen lassu, illetve a keletkezett termékek mennyisége is alacsony

(Bucke, 1996; Plou és mitsi., 2007). Transzglikozilacié esetén a termék mennyisége
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megkozelitheti a 40%-ot (M/v%), szemben a termodinamikailag kontrollalt folyamatok
20% (m/v%) koriili termelékenységével. A reakcididét azonban szigortian kontrollalni kell,
hogy a hidrolizis ne dominalhasson (Bruins és mtsi., 2003). A monoszacharidokbol torténd
di- és oligoszacharid szintézis a gombak intracellularis B-gliikozidazainal lehet jelent6s,
melyek a sejten beliili szabad glikéz mennyiségét transzglilkozidaz aktivitasuk
segitségével alacsony szinten tartjak, ezzel eldsegithetik az extracellularis B-glilkozidazok
szekréciojat (Pal és mtsi., 2010).

Kiemelked6 szintetikus aktivitassal rendelkezé B-gliikkozidazt irtak le a Sclerotinia
sclerotiorum fonalas gombaban (Smaali és mtsi., 2004a), valamint az anaerob Piromyces
E2 izolatum esetében (Harhangi és mitsi., 2002). A S. sclerotiorum B-gliikozidaz enzimmel
az egyes gliiko-oligoszacharidok ¢s alkil-gliikozidok szintézisét részletesen is

tanulmanyoztak (Smaali és mtsi., 2007).

cellobioz glitkoz

OIO_’O cellobidz
O —— 00

glitkoz

cellotrioz

O —— 0-0-0

glitkoz

cellotetradz

O —— 0-0-0-0

glitkoz

2. abra. A transzgliikozilaci6 feltételezett mechanizmusa cellobidéz szubsztraton (Saibi és mtsi., 2007).
A B-gliikozidaz a cellobiozt két gliikoz molekulara hasitja (hidrolitikus aktivitas), amelyek tovabbi
oligoszacharidok épitdegységeiként szolgalnak. Egy gliikoz molekula kapcsolasa a cellobidzhoz cellotridzt
eredményez, amelybdl egy tovabbi gliikoz beépiilésével cellotetradz keletkezik.

2.3.5. A katalitikus folyamatokban résztvevé aminosavak

A B-gliikozidazok szubsztrattal torténd kolcsonhatdsanak mechanizmusa kevésbé
ismert. Ez kiilondsen az aglikon részre vonatkozik, amely a szubsztratok tekintetében nagy
diverzitdst mutat, tovabbd felelds a szubsztrat specifitds finom eltéréseiért is. A
katalitikusan inaktiv kukorica B-gliikoziddz kristdlyszerkezetének ismerete azonban
iranyvonalat szolgaltathat az enzim és az aglikon oldalrész kdlcsonhatasanak vizsgalatdhoz
(Czjzek és mtsi., 2000). Az emlitett komplex szerkezeti adatai azt mutatjak, hogy a
szubsztrat aglikonjat egyik oldalrol triptofan (Trp378), masik oldalrol fenilalanin (Phel198,
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Phe205 és Phe466) fogja kozre. Ezen aminosavak varialédasa adja a B-gliikozidazok
szubsztrat Specifitdsdnak eltéréseit, ezzel nagyon fontos szerepet adva e négy aminosavnak.
A Kkatalitikus folyamatokban résztvevé aminosavak kiilonb6z6 modszerekkel
(kinetikai jel6lés, szekvencia illesztés, specifikus aminosavak kémiai modositasa, hely-
specifikus mutagenezis) torténd azonositasa betekintést nyujt az egyes [-glikozidaz
enzimek hidrolitikus és szintetikus aktivitasaiba. A hidrofob aminosavak, a karboxilsav
oldallanccal rendelkez6 aminosavak, valamint a hisztidin és a cisztein Szerepe
meglehetdsen jol ismert a kiilonb6zo B-gliikozidazok katalitikus folyamataiban.

A Clostridium papyrosolvens B-gliikkozidaz N-bromszukcinimiddel (NBS) tortént
kémiai modifikacioja a triptofan (Trp) aminosavakat a katalitikus aktivitassal hozta
Osszefliggésbe, ahol az NBS a triptofan indolgytriijének irreverzibilis oxidaciojat
katalizalja (Sharmila és mtsi., 1998). A Streptomyces fajokban a katalitikus nukleofil el6tt
egy konzervalt MGW356 motivumot sikeriilt azonositani. A konzervalt aminosavak gytiriii
valoszintileg szubsztrat koté helyek lehetnek, valamint az aromas aminosav oldallancok és
a szacharid kozotti szénhidrat-protein koteléket erdsithetik (Perez-Pons és mtsi., 1995). Az
Agrobacterium fajok B-gliikozidazainal hely-specifikus mutacio segitségével véghezvitt
vizsgalatokban megallapitottak, hogy a tirozin (Tyr298) aminosav a katalizis
szempontjabol nélkiilozhetetlen, ugyanis a szabad enzimben a kozeli nukleofil glutaminsav
(Glu358) deprotonalt allapotat stabilizalja (Gebler és mitsi., 1995). Ennek kovetkeztében a
hidroféb aminosavak kozvetve, vagy kozvetleniil (szubsztrat kotés és orientacid) dontd
szerepet jatszanak a -gliikoziddzok aktivitasaban.

A karboxilcsoport (-COOH) oldallancot hordozé aminosavak szerepe nagyrészt
tisztazott az egyes P-gliikozidaz enzimek katalitikus aktivitasaban. A karboxilcsoport
kémiai modifikacioja karbodiimiddel érhetd el (Chan és mtsi., 1988), igy példaul az 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid az Asp/Glu karboxil csoportjanak modosulasat
katalizalja. A 3. csaladba sorolt Aspergillus wentii B-gliikozidaz enzimnél a konzervalt
SDW motivumokban megtalalhaté aszparaginsavat (D) egy lehetséges nukleofil régioként
azonositottak (Bause és Legler, 1980).

A tropusi  Botryodiplodia theobromae gomba [-glikozidaz hidrolitikus
aktivitdsanak vizsgéalatakor megallapitottdk, hogy az enzim aktiv centrumanal lejatszodo
katalitikus folyamatokat valdsziniileg egy karboxil- és egy hisztidin imidazol csoport
ionizacios allapota befolyasolja (Umezurike, 1977). Az Arthrobotrys conoides és a T.

reesei gombakkal folytatott kutatdsok ugyancsak megerdsitették az enzim aktiv
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centrumanal elhelyezkedd hisztidin katalitikus aktivitasban betdltott szerepét (Kumble és
mtsi., 1992; Mata és mtsi., 1993).

A cisztein aminosav szubsztratkGtésben betoltott szerepét a T. reesei B-gliikozidaz
enzimnél vizsgaltak, ahol a cisztein aminosavakat para-kloro-merkuri-benzoesav (pCMB)
kémiai agens segitségével sikeriilt lekotnilik, igy az enzim tio-gliikozil intermedier nem
tudott kialakulni, ami az enzim inaktivaciojat eredményezte. Amikor azonban a kémiai
modositas el6tt inkubaltak az enzimet a szubsztrattal, a pCMB nem tudott koétédni az
aminosavhoz, mely a cisztein enzimaktivitasban betoltott szerepét erdsiti meg (Mata és
mtsi., 1993).

A katalizisben szerepet jatszd kulcsmolekulak felfedezése 1j utakat nyitott meg a -
glilkoziddzok hidrolitikus és szintetikus folyamatainak megismeréséhez. A technika
fejlodésével 1) glikoszintazok tervezése és haszndlata valt lehetdvé. Mutaciok segitségével
sikerlilt a kutatoknak egy olyan enzimet (gliikoszintaz) eléallitani, ami hidrolitikus
aktivitassal nem rendelkezik, ellenben magas szintetikus aktivitdst mutat (Vocadlo és
Withers, 2000; Withers, 2001). Mutans Pyrococcus furiosus Cel B fehérjével folyd
kutatdsokban fokozott oligoszacharid szintézist sikeriilt megerdsiteni ott, ahol a mutaci6 az
enzim aktivitast, az enzim kinetikat és a szubsztrat specifitast befolyasolja. A Phe426 Tyr
aminosavra cserélédése az oligoszacharid termelés fokozodasahoz vezet, illetve a metionin
lizinre cseréldédése a Cel B altal katalizalt transzglikozilacios reakcioban egy megnovelt pH
optimumot eredményez. A Met424—Lys/Phe426—Tyr kettds mutansok alacsonyabb
laktdz koncentracidonal jobb transzglikozilacids aktivitast mutattak, mint a vad tipusa

enzim (Hansson és mtsi., 2001).

2.4. A B-gliikozidaz és a cellulaz enzimrendszer

A B-gliikozidazok baktériumokban és gombakban a cellulaz enzimrendszer fontos
részét képezik, ahol a rovid szala oligoszacharidok ¢és a cellobioz gliikk6zza torténd
hidroliziséért felelések. A celluloz a Fold legelterjedtebb makromolekulaja, mely a
novényi sejtfal alkotdelemeként a leggyakoribb 0sszetevdje a ndvényi biomasszanak. A
cellul6z a névényi szarazanyag tomegben kb. 35 - 50% koncentracioban taldlhaté meg
(Lynd és mtsi., 1999). A természetben a celluloz csak ritkan fordul el6 tiszta allapotban, a
legtobb esetben egyéb strukturalis biopolimerek (hemicelluléz és lignin) kézé adgyazva
talalhato (Marchessault és mtsi., 1993). A linearis celluloz biopolimerben a gliikoz

molekulék B-(1—4) glikozidos kétéssel kapcsolodnak egymashoz.
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Az oldhatatlan celluldoz hidrolizisének, ¢és hasznositisanak érdekében a
mikroorganizmusok szabad, vagy sejthez kotott extracelluldris celluldzokat termelnek. A
celluldz enzimrendszer alkotorészeit a katalitikus mitkodés modja, valamint ujabban az
enzimek szerkezeti tulajdonsagai alapjan osztalyozzak (Henrissat és mtsi.,, 1998). Az
enzimaktivitasok harom f0 tipusa talalhatdé meg a teljes cellulaz enzimrendszerben: (a) az
endoglukanazok vagy 1,4-B-D-gliikan-4-gliikkanohidrolazok (EC 3.2.1.4), (b) az
exoglukandzok, ezen beliil 1,4-B-D-gliikdn gliikanohidrolazok (cellodextrinazok, EC
3.2.1.74) ¢és 1,4-B-D-gliikan cellobiohidrolazok (cellobiohidroldzok, EC 3.2.1.91), illetve
(c)a B-glﬁkozidézok vagy B-glﬁkozid gh’ikohidrolézok (EC 3.2.1.21). Az endogh’ikanézok
oligoszacharidokat, és ezzel egyiitt lj lancvégeket hoznak létre. Az exogliikkanazok a
celluléz poliszacharid redukalé ¢és nem redukdldo végeinek hasitdsaval gliikozt
(glikanohidrolazok), vagy cellobidzt (cellobiohidrolazok) szabaditanak fel. A f-
gliikozidazok a cellodextrinek, valamint az endo- és exogliikanazt gatld cellobioz gliikk6zza
torténd hasitasat végzik (Lynd és mtsi., 2002). A cellulaz enzimrendszer miikodési

mechanizmusét a 3. abran szemléltetjiik.

HO
2:(\ ¢ b
@ HO HO HO
}|U 9 O )
Q11 OH OH
HO H( ) Endogliikaniz ( C o
OH OH OHn
1€ ()“
HCS p
OH
HU Exogliikaniz

Celluléz HO
HO HO
“” p-gliikozidaz
oH -— UH
OH
H
OH

Gliikoz
Cellobioz

3. abra. A cellulaz enzimrendszer mitkodési mechanizmusa (Karmakar és Ray, 2011).

A gombdk cellulaztermelését, valamint cellulaz enzimrendszerét tobbek kozott a
Phanerochaete chrysosporium (Szabo és mtsi., 1996; Khan és mtsi.,, 2007), az
Acremonium cellulolyticus (lkeda és mitsi., 2007), a Penicillium funiculosum (Castro és

mtsi., 2010), a Penicillium brasilianum (Jorgensen és mitsi., 2003), az Aspergillus niger
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(Wang és mtsi., 2004; Sohail és mtsi., 2009), a Trichoderma viride (Jiang és mtsi., 2011)
és a T. reesei (Kubicek és mtsi., 1993; Nidetzky és mtsi., 1994; Juhasz és mtsi., 2005)
fajoknal vizsgaltak részletesen. A gomba cellulaz enzimrendszer biokémiai hatterérol és a
mikrobialis cellulazok ipari alkalmazasar6l ugyancsak szamos tanulmany jelent meg

(Coughlan, 1990; Wood, 1992; Sukumaran és mtsi., 2005; Singh és mtsi., 2007).

2.5. Azonositott gomba B-gliikozidaz gének

A gombdk jol ismert B-gliikkoziddz termeldk, az enzimet kodold géneket szamos
fonalas és ¢lesztd gombandl azonositottdk és klonoztdk. Az expresszid vizsgalatarol
azonban csak kevés tanulmany késziilt el, ami a glikozilacié komplexitasanak és a
szerkezeti gének magas intron tartalmanak tudhat6 be. Gomba B-gliikkozidazokat T. reesei
(Barnett és mtsi., 1991; Murray és mtsi., 2004), A. oryzae (Takashima és mitsi., 1999),
Saccharomyces cerevisiae (Dan és mitsi., 2000) és Pichia pastoris (Dan és mtsi., 2000)
eukariota expresszids vektorokba, valamint a Talaromyces emersonii (Morrison és mitsi.,
1990) és a Ph. chrysosporium (Li és Renganathan, 1998) B-gliikkozidazokat Escherichia
coli baktériumba sikeriilt klonozni.

A legtobb klonozott B-gliikozidaz extracellularis elhelyezkedésii, de néhany, mint
példaul az A. kawachii rekombinans BGLA a gazda S. cerevisiae periplazmatikus terében
lokalizalodik (Iwashita ¢és mtsi., 1999). A napjainkban elvégzett gombagenom
szekvenalasok, valamint az egyes gének azonositasa tobb, B-gliikozidaz enzimet kodold
gén jelenlétét feltételezik. A T. emersonii fonalas gomba B-gliikozidaz gének vizsgalatakor
egy feltételezhetGen intracellularis (bgll), és egy extracellularis (avenl) elhelyezkedésii
enzimet kodolo gént fedeztek fel (Collins és mitsi., 2007). A bgll a glikozid hidrolaz 1.,
mig az avenl a 3. csaladba sorolt B-gliikozidazok kodold génjeivel mutatott homologiat.
Jaromsporas gombdknal a jelen munkéban izoléalt génen kiviil ismereteink szerint nem irtak
le B-gliikozidaz enzimet kodold géneket.

Az élesztd B-gliikozidazokrdl viszonylag kevesebb ismeret all rendelkezésiinkre,
igy a kodold gének koziil is csak néhanyuk izolalasat és klonozéasat valositottdk meg.
Eleszté B-glitkozidaz géneket S. cerevisiae vagy Candida sp. eukariéta gazdakban (Skory
és Freer, 1995; Skory és mitsi., 1996), illetve a Candida wickerhamii és a P. etchellsii p-
gliikkozidaz génjeit E. coli prokariota expresszioés rendszerekben sikeriilt kifejeztetni
(Pandey és Mishra, 1997; Sethi és mtsi., 2002; Roy és mitsi., 2005; Bhatia és mtsi., 2005).

Az E. coli baktériumban expresszaltatott Pichia enzimek altalaban intracellularis (P.
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etchellsii BGLI), vagy periplazmatikus (P. etchellsii BGLII) elhelyezkedéstiek, illetve
ujabb vizsgalatok soran sejtfalhoz kotott formait is felfedezték (Roy és mtsi., 2005). A
Saccharomycopsis fibuligera éleszt6 S. cerevisiae gazdaban klonozott BGL1 és BGL2

enzimje az extracellularis térbe szekretalodik (Machida és mtsi., 1988).

2.6. Tisztitott és jellemzett gomba B-gliikozidaz enzimek

B-Gliikozidaz enzimeket szamos fonalas gomba esetén tisztitottak és biokémiailag
jellemeztek (Eyzaguirre és mitsi., 2005), melyek koziil néhany enzim hémérséklet és pH
optimumat az 1. tablazatban foglaltuk ossze. Erdemes megemliteni, hogy a tédblazatban
ismertetett enzimek koziil a Fusarium oxysporum altal termelt B-gliikozidaz magas
transzglikozidaz aktivitassal (Christakopoulos és mtsi., 1994a), valamint az A. oryzae
gomba HGT-BG enzimje magas gliikdz toleranciaval rendelkezik (Riou és mtsi., 1998).
Ugyancsak gliikoz tolerans enzimet azonositottak az A. niger CCRC 31494 torzsnél is
(Yan és Lin, 1997). A fonalas gombak koziil az Aspergillus és a Trichoderma nemzetségek
B-gliikozidaz enzimjeit tanulmanyoztak legrészletesebben. Az 1. tablazatban felsorolt
Aspergillus fajokon kiviil az A. phoenicis, A. carbonarius, A. nidulans, A. japonicus, A.
niger és A. terreus fajoknal tisztitottak és jellemeztek B-gliikozidazt (Buachidze és mtsi.,
1987; Sanyal és mtsi., 1988; Kwon és mtsi., 1992; Watanabe és mtsi., 1992; Jéger és mtsi.,
2001).

A termofil és a mezoterm gombak altal termelt cellulaz enzimek, a hdstabilitas
kivételével, molekularis jellemzbiket tekintve nagyfok hasonldésagot mutatnak
(Maheshwari és mtsi., 2000). A jelen dolgozatban vizsgalt R. miehei jaromsporas gomba
izolatumokon kiviil a p-glikozidaz enzimeket egyéb termofil gombak esetében is
tanulmanyoztak, melyek koziil a Humicola grisea var. thermoidea, a Humicola insolens, a
Humicola lanuginosa, a Sporotrichum thermophile, a T. emersonii, valamint a
Thermoascus aurantiacus B-gliikozidazok fobb jellemz6i szintén az 1. tablazatban
talalhatok. A tisztitott és jellemzett p-glikoziddzok a 45 - 250 kDa méretli
molekulatomegtdl, a 9 - 50%-ig terjedd szénhidrat tartalomig nagy valtozatossagot
mutatnak. A pB-merkaptoetanol a H. insolens altal termelt B-gliikozidaz aktivitasat noveli,
tovabba a natrium-lauril-szulfat (SDS) gatldo hatasaval szemben is ellenallova teszi az
enzimet (Rao és Murthy, 1991). A higitott enzim aktivitisa 8 M hugysav jelenlétében is
megmarad. A Chaetomium thermophile var. coprophile izolatum altal termelt enzimek

koziil egy sejfalhoz kotott, és egy extracellularis B-gliikozidazt is izolaltak és jellemeztek
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(Lusis és Becker, 1973). A vizsgalatok soran a szekretdlt enzim jelentdsen magasabb
stabilitasat tapasztaltdk. A molekulatomeg, a pH és hdmérséklet optimum, a hdstabilités,
valamint a transzglikozilacios aktivitas tekintetében eltérd enzimeket azonositottak a Sp.
thermophile gombatorzsnél, melyek kozott intracellularis és sejtfalhoz kotott formak
egyarant eléfordultak (Canevascini és Meyer, 1979; Bhat és Bhat, 1997). A sejtfalkotott
enzimek feltételezhetden a sejtfal bioszintézisben, valamint celluldz enzimekkel komplexet

alkotva a szolubilis celluloz hidrolizisében vesznek részt (Gaikwad ¢és Maheshwari, 1994).

1. tablazat. Néhany izolalt és jellemzett gomba B-gliikozidaz enzim.

Molekula- H Hémérséklet
Az enzim eredete tomeg P OmErsex e Forris
optimum optimum (°C)
(kDa)
Acremonium persicinum 128 5,5 50 Pitson és mtsi., 1997
Aspergillus oryzae N .
HGT-BG 43 50 50 Riou és mtsi., 1998
Aspergillus sojae 118 5,0 60 Kimura és mtsi., 1999
Fusarium oxysporum 110 50-6,0 60 Christakopoulos és misi.,
1994a
Humicola grisea var. 156 4,0-45 60 Filho, 1996
thermoidea
Humicola insolens 55 6,0-6,5 60 Souza és mtsi., 2010
Humicola lanuginosa 110 4,5 60 Anand esigls;;hayathll,
Penicillium decumbens 120 45-50 65-70 Chen és mtsi., 2010
Penicillium pinophilum 120 3,5 32 Joo és mitsi., 2010
Periconia sp. 116 55 70 Harnp wha;%cogal es mtst.,
Scytalidium thermophilum 40 6,5 60 Zanoelo és mtsi., 2004
Sporotrichum thermophile 240 54 65 Bhat és Bhat, 1997
Stachybotrys sp. 85 50 50 Amouri ¢s Gargouri,
2006
Talaromyces emersonii 135 4,1 70 CoughlarllgeggMCHale’
Termitomyces clypeatus 56 54 45 Ghorai és mtsi., 2010
Thermoascus aurantiacus 98 4,2 71 Khandke és mtsi., 1989
Trichoderma koningii 69,1 50 50 Lin és mtsi., 2010
Trichoderma reesei
B-glikkozidaz I 71 4,6 65-70 Chen és mtsi., 1992
B-glitkozidaz II 114 4,0 60

Ugyancsak szamos B-gliikozidazt tisztitottak és tanulmanyoztak élesztégombak
esetén is. Egyes B-glikozidazok az iz- és aromaanyagok jelentds részét add terpén
vegyiiletek szabadda tételére képesek, igy foként a must- €s borgyartds sordn eléforduld
¢lesztdk, ezen belill is a S. cerevisiae altal termelt B-glilkozidaz enzimeket vizsgaltak
részletesen (Rosi és mtsi., 1994; Spagna és mtsi., 2002; Hernandez és mtsi., 2003). A

kiilonb6z6 terpén vegyiiletek felszabaditasara felhasznalhat6, alacsony pH értéken is aktiv
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enzimet a Candida molischiana éleszténél irtak le (Vasserot és mtsi., 1991), valamint ezen
faj egy izolatumanal az oldott cellodextrinek hidrolizisére képes enzimet is azonositottak
(Gonde és mtsi., 1985). Elesztd B-gliikoziddzokat tisztitottak és jellemeztek tovabba a
Saccharomyces fragilis és a Saccharomyces dobzhanskii izolatumoknal, ahol a két enzim a
hoéstabilitas, valamint bizonyos szintetikus szubsztratok iranti affinitas kivételével hasonlo
biokémiai tulajdonsagokkal rendelkezett (Fleming és Duerksen, 1967). A Debaryomyces
hansenii ¢leszténél glilkoz és etanol jelentétében is magas hidrolitikus aktivitast mutato,
intracellularis B-gliikkoziddz enzimet azonositottak, mely kiilonb6z6 terpén vegyiiletek
glikozidos kotésbdl torténd felszabaditasara képes, igy a borgyartas folyamatai soran

izfokoz6 adalékanyagként alkalmazhat6 (Yanai €s Sato, 1999).

2.7. A jaromsporas gombak f-gliikozidaz termelése

A jaromsporas gombak szamos biotechnologiai és ipari jelentdségli enzim nagy
mennyiségben torténd termeldiként ismertek, koziilik egyes fajokat jo celluldz enzim
forrasként azonositottak (Tomme és mtsi., 1995). A jaromspdérds gombdk cellulaz
enzimrendszerét illetden ugyanakkor kevés adat all rendelkezésiinkre, jollehet
fermentacios kisérletek soran szamos Mucorales rendbe tartozé gombatorzsnél jelentds
enzimaktivitast sikeriilt kimutatni (Lotfi és mtsi., 2010).

A R. pusillus cellulolitikus aktivitasanak vizsgalatakor a hidrolitikus enzimek
bontottak a nativ cellulozt, a karboximetil cellulozt és a cellobiozt (Somkuti és mitsi.,
1969), tovabba a R. miehei izolatummal végzett szénasszimilacidos kisérletekben a
cellobidz és egyéb diszacharidok meglehetdsen jO szénforrasnak bizonyultak (Vastag és
mtsi., 1998). A jaromsporas gomba cellulaz enzimrendszerek vizsgalata soran egy Rh.
oryzae, egy M. circinelloides, valamint egy R. miehei torzs altal termelt endogliikanaz
enzimet is azonositottak és jellemeztek (Murashima és mtsi., 2002; Saha, 2004; Boyce és
Walsh, 2007).

Néhany jaromsporas gomba B-gliikkoziddz enzimjét mar tisztitottak és jellemezték,
azonban egyéb fonalas gombakhoz viszonyitva ez egy kevésbé feltart teriilet. A B-
gliikozidaz aktivitasat tobbek kozott M. racemosus-ban vizsgaltdk mélyrehatobban (Borgia
¢s Sypherd, 1977). Az enzim szolubilis és sejtfalkotott formajat egyarant sikertiilt izolalni,
ahol mindkét enzimet egy kb. 91 kDa tomegl glikoproteinnek azonositottadk (Borgia és
Mehnert, 1982). Az aminosav Osszetételilk és az N-termindlison elhelyezkedd lizinjiik

azonos, valamint kb. 10% szénhidratot tartalmaznak. Kitozanaz litikus enzimmel az
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ozmotikusan stabil sejtekbdl felszabaditott [-gliikoziddz mennyiségének mérése azt
mutatta, hogy a sejt B-gliikkozidaz tartalméanak tobb, mint 80%-a a plazmamembran kiilsé
részén helyezkedik el.

A M. circinelloides LU M40 izolatumnal egy 94,8 kDa molekulatomegi
extracellularis B-gliikoziddz (linamaraz) enzimet azonositottak, melynek homérsékleti
optimuma 40 °C, pH optimuma pedig 5,5 koriil volt (Petruccioli és mtsi., 1999). Egy
korabbi kutatasban azonban két kiillonbozo extracellularis B-gliikkoziddz enzim jelenléte
volt kimutathaté az azota mar a Rhizomucor nemzetségbe sorolt Mucor miehei YH-10
gombatorzsnél (Yoshioka és Hayashida, 1980).

A Rhizopus nemzetségbe tartozo fajok koziil ismereteink szerint minddssze egy
karboximetil celluloz szénforrason tenyésztett Rh. oryzae izolatum B-gliikkozidaz enzimjét
tisztitottak homogenitdsig (Takii és mtsi., 2005). Az izolalt enzim molekulatomege 105
kDa, hidrolitikus aktivitasanak hémérsékleti optimumat 50 °C, mig pH optimumat 5,0
értékben allapitottak meg.

A kutatasaink a jaromspdras gombak kozé tartozd Mucorales renden beliili
izolatumok, koztiik néhany termofil torzs B-glilkoziddz enzimjének vizsgélatara iranyultak.
A termofil gombak egyik, és talan legfontosabb biotechnologiai jelentdsége a bioldgiai
folyamatokban résztvevd kiilonboz6 enzimek, koztik a celluldzok, termelése. A
lignocelluloz  biomasszabdl  torténd  bioetanol  eldallitasi  koltsége  termofil
mikroorganizmusok alkalmazasaval nagymértékben csokkenthetd, ugyanis a keletkezett
gliikoz és xiloz etanolla fermentdldsa hatékonyabb, illetve a folyamat végén az etanol

konnyen és gyorsan eltavolithato a rendszerbdl (Kumar és mtsi., 2009).

2.8. A B-gliikkozidazok gyakorlati alkalmazasa

A B-glikozidaz enzimek nagy jelentéséggel birnak a gyakorlati alkalmazas
szempontjabol is, mely soran az enzim hidrolitikus és szintetikus aktivitasa egyarant
kiaknazhato.

A celluloz gliikk6zza torténd enzimatikus hidrolizise biotechnoldgiai szempontbol is
nagy jelentdségli (Bhat, 2000; Lynd és mtsi., 2002). A B-glikozidaznak a cellulaz
enzimrendszer részeként jelentds szerepe van az olcso, ipari, vagy mezOdgazdasagi hulladék
alapanyagbdl torténd bioetanol eldallitasban (Prasad és mtsi., 2007; Chen és mitsi., 2007,
Hardiman ¢és mtsi., 2010). A B-gliikkozidaz taplalék-kiegészitoként torténd alkalmazasa is

elényos lehet, ugyanis egyszerii-gyomra allatoknal (sertés, baromfi) a cellulaz
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enzimrendszer egyéb enzimeit kiegészitve segiti a celluloz lebontasat (Leclerc és mitsi.,
1987; Zhang ¢és mtsi.,, 1996). A T. reesei gombabol szarmaz6 enzim preparacid (Gn.
Barlican), amely cellul6oz hidrolizal6 enzimeket tartalmaz, tokéletesen alkalmazhat6
taplalék-kiegészitoként is (Coenen és mtsi., 1995).

Szamos ¢élelmiszer (sz616, bor, alma, kiilonboz6é gylimolceslevek) tartalmaz illékony
terpén szarmazékokat ugyaniugy, mint nem illékony, szagtalan gliikkozid prekurzorokat,
melyekbdl az értékes aromaanyagok szarmaztathatok. A prekurzorban talalhato aglikon
rész lehet illékony fenolszarmazék (pl. vanillin), nyilt lanca vagy ciklikus alkohol (pl.
hexanol, benzilalkohol), valamint terpén (pl. nerol, linalol, geraniol és citronellol) (Gunata
és mtsi., 1985). A glikozid kotések B-glikozidaz enzimmel torténd hidrolizisekor az
aglikon rész levalik, igy kiilonbozé aromaanyagok szabadulhatnak fel, mely folyamat a
természetben vagy nagyon lassan megy végbe, vagy nem szabadul fel a teljes illatanyag
rezervoar. Kiilsé forrasbol szarmazéd B-gliikkozidaz hozzaadasa azonban segitheti az iz- és
illatanyagok szabadda valasat, ami a borgyartds folyamatainal lehet eldnyds tényezo
(Cabaroglu és mtsi., 2003; Palmeri és Spagna, 2007). Az aromaért felelds komponens
kotott allapotbol torténd felszabaditasara meglehetdsen sok kisérletet végeztek el, amelyek
eredményeképpen a muskotdly bor mindségének javitasara egy glikoz tolerans C.
molischiana B-gliikkozidaz enzimet alkalmaznak a gyakorlatban (Gueguen és mtsi., 1997).
Egyes sziciliai borok antioxidans hatasu transz-rezveratrol tartalmat A. niger p-gliikozidaz
enzim hozzdadasaval nagymértékben sikeriilt emelni (Todaro és mtsi., 2008).

A taplalkozas jelentdsen hozzajarul az egészségi mutatok valtozasdhoz, ezért egyre
nagyobb szerep jut a ndvényi eredetli természetes antioxidansoknak (Ramarathnam és
mtsi., 1995). A kedvez$ hatasokat tobbek kozott az antioxidans tulajdonsagokkal
rendelkezd fenol jellegli vegylileteknek tulajdonitjdk (Kahkonen és mtsi., 1999), melyek
két modon fejthetik ki hatasukat; reakcioba léphetnek kozvetleniil a szabad gyokokkel és
kioltjdk azok hatédsat, vagy egylittmiikodve segitik a szervezet antioxidans enzimeinek
miikédését (Vattem és mtsi., 2005). Az antioxidans hat4su fenol vegyiiletek tumor ellenes,
gyulladascsokkentd, vérnyomascsokkentd és trombodzis gatld hatasa jol ismert (Hertog és
mtsi., 1993; Le Marchand ¢s mtsi., 2000), illetve a gyomor-bélrendszert érintd fertézések
megeldzésében 1s szerepiikk lehet azaltal, hogy megakadalyozzak a koérokozok
megtapadasat a bélfalon (Sharon és Ofek, 2002). A szervezet szamara a glikolizalt
polifenolok bioldgiai elérhetdsége alacsony, ugyanis nem képesek atjutni a bélfalon
(Duthie és mtsi., 2003). Ahhoz, hogy ezeknek a vegyiileteknek a passziv felszivodasa

megtorténjen a vékonybélben, a glikozidos kotések B-gliikozidazok 4ltali felbontasara van
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szlikség, ezaltal a felszabadult aglikon mar képes athatolni a sejthartyan (Scalbert és
Williamson, 2000). Az antioxidans hatasu természetes fenolok mennyisége a glikozidos
kotések egy részének szervezetbe keriilés elotti bontasaval megndvelhetd (Vattem €s mtsi.,
2005). Néhany hagyomanyos tavol-keleti étel eldallitasaban évezredek ota alkalmazzak a
szilard fazist fermentéciot, melynek eredményeként nemcsak az ételek eltarthatdsaga és
ize javul, de az Gjabb kutatasok szerint az antioxidans hatés is novekszik (Randhir és mtsi.,
2004). Ez a fermentacioban résztvevd gombak szénhidrat-hidrolizal6é enzimeinek, koztiik a
B-gliikozidaznak koszonhetd (McCue és Shetty, 2003). A kasszava fermentacidjakor
hozzaadott B-glikkoziddz enzim eldsegitheti a mérgezd cianogén gliikkozid vegyiiletek
lebontasat is (Essers és mtsi., 1995).

Egyes gylimolcs- és zoldségfeldolgozds utdn visszamaradt ndvényi eredetii
hulladékok (szar, mag, héj) hasznositdsdban is fontos szerepet jatszik a B-gliikozidaz
(Correia és mitsi., 2004). Ezekbdl a glikozidos fenolokban gazdag maradvanyokbol a
szervezet szdmara konnyen felvehetd szabad fenolok eldallitasara alkalmazzdk a -
gliikoziddz enzimet (Vattem és Shetty, 2002). A folyamat végén magas antioxidans
aktivitassal rendelkezd szabad fenolok extrahédlhatok a fermentumbol, amelyek természetes
eredetli kiegészitoként mas élelmiszerekhez adhatok (Zheng és Shetty, 2000; Vattem és
Shetty, 2003). A fermentaciot folyadék, illetve szilard fazisu rendszerben egyarant
hatékonyan lehet alkalmazni.

A B-glikozidazok szintetikus aktivitasanak eredményeképpen kiilonb6zo
oligoszacharidok és glikokonjugatumok képzédhetnek (Wymer és Toone, 2000). Bizonyos
oligoszacharid termékek szintézisét néhany, gombak altal termelt B-gliikozidaz enzimmel
mar részletesen tanulmanyoztak (2. tdblazat), azonban jaromsporas gombakbol szarmazd
enzimekkel ilyen vizsgalatokat még nem végeztek. A szintézis kémiai folyamatai nagyon
lassan mennek végbe, azonban a szintetikus termékek gyogyszer-, és élelmiszeriparban
torténd alkalmazésa az enzim magas szelektivitasanak kdszonhetden igen elterjedt (Varki,
1993; Perugino és mitsi., 2004). Termostabil enzimekkel magas hémérsékleten inkubalt
reakcidelegyekben a donor szubsztratokat nagyobb koncentracioban lehet alkalmazni,
kicsapodasuk elkeriilhetd, igy a reakcid soran nagyobb mennyiségli szintetikus termék
keletkezhet. A termofil Caldocellum saccharolyticum baktérium altal termelt, termostabil
B-glikozidaz enzimmel példaul magas homérsékleten, nagy laktdoz koncentracional
jelentésen tobb oligoszacharid szintetikus termék keletkezett, mint a kereskedelmi

forgalomban kaphat6 A. oryzae B-galaktozidaz enzimmel (Stevenson és mitsi., 1996).
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2. tablazat. Oligoszacharidok szintézise gomba B-gliikozidaz enzimekkel (Bhatia és mtsi., 2002).

Az enzim eredete Szubsztrat A r ealfcw . Termékek A l:eakcm A termeikgek) Forras
koriillményei tipusa mennyisége
Gliikoz, Genciobidz, Izocellotridz (20 - 30
Asperaillus foetidus Cellobidz 40 °C, Izocellotridz, Transz- mM), Gusakov és mtsi.,
perg (0,1-0,2M) pH 4,5 >3 egységbol allo glikozilacid Genciobioz (20 - 30 mM), 1984
oligoszacharidok egyéb (40 - 60 mM)
Asperaillus niger Cellobidz 50 °C, Cellotridéz, Genciobidz, Transz- Genciobidz + Cellotrioz Yan és Liau,
perg g (15%) PH 5,0: 24 h Gliikoz glikozilacio (30% mol/mol) 1998
. . a) Reverz
Dichia etchellsii a) Glikéz 35 °C, >3D fzaggagﬁoékﬁé hidrolizis foleg >3 egységb6l all6 Pandey és Mishra,
b) Cellobioz pH 6,0; 12 h  €gyscgbol b) Transz- oligoszacharidok 1997
oligoszacharidok e,
glikozilacio
Cellobioz Christakopoulos és
T (16% viw) 45 °C, Gliikéz, Transz- Kiindulasi szubsztrat 15 - mé’i
ysp Genciobiz pH 7,0: 16 h Cellotrioz glikozilacio 20%-a 1994
(40% v/w)
BGL-I — Genciobioz
Trichoderma Cellobidz o (féleg), Laminaribioz, ) . .
pseudokoningii + 351;8 ﬁ’ Szofordz Ii-ll;':zniigcié BGL-II esetében > BGL-I Dongigss)én tst.,
(S38) BGL-I és BGL-II Glikoz BGL-II — Trehaldz, g
Cellotrioz




A bioszintetikus reakciokban elterjedtté¢ valt az alkil-glikozidok, mint szerves
oldoszerek haszndlata, melyek B-gliilkoziddzok altali enzimatikus szintézise egy lépésben
megoldhat6, szemben a bonyolultabb kémiai modszerekkel (Palcic, 1999; Flitsch, 2000).
Az 1j generacios alkil-gliikozidok biodegradalhatd, emulgealhat6, illetve antimikrobialis
hatassal rendelkezd, semleges toltést feliiletaktiv vegyiiletek (Douglas és Vulfson, 1995;
Ismail és mtsi., 1999), ezért szamos ¢élelmiszer- és vegyipari folyamat soran nagy
jelentdséggel rendelkezhetnek (Rantwijk és mtsi., 1999). A bioldgiai membranban vald
kitiné  oldhatosaguk  koOvetkeztében a  hexil-, heptil-, és  oktil-gliikozidokat
gyogyszerhordozd molekuldkként hasznaljak (Kiwada és mtsi., 1985, Shinoyama és mtsi.,
1991). A butil-glikkozidok prekurzorokként vald gyogyszeripari felhasznalasa elterjedt,
tovabba még folyékony kristaly generatorokként is alkalmazzak (Castro és mtsi., 1997). A
primer alkoholokat kivéve, a B-glikkozidaz-katalizalt reakciokban a szekunder, tercier és
aril-alkoholok, a monoterpének és a diolok is a gliikozil csoport akceptorai. A Py. furiosus
gliikkoziddz enzimek altal szintetizalt organoszilikon alkoholok gliikkozidjai mezdgazdasagi
vegyszerekként, illetve gyogyszerekként is felhasznalhatoak (Fischer és mtsi.,, 1996). A
monoterpén alkoholok gliikozidjainak enzimatikus szintézise az élelmiszeriparban valtott
ki érdeklodést (Gunata és mtsi., 1994). Kiilonboz6 aril-glikozidok és még szamos
természetes vegyiilet szintézisét Sulfolobus solfataricus termostabil B-glikozidazzal is
sikeriilt elérni (Tricone és Pagnotta, 1995).

A glikozidazok szamos anyagcsere Dbetegségben (diabetes), virus- és
baktériumfertézésben, illetve a rak kialakuldsdban vehetnek részt, igy a kiilonb6zo B-
glilkozidaz inhibitorok tanulményozasa egy érdekes teriilete az alkalmazott kutatdsoknak
(Borges de Melo és mtsi., 2006). Ezek a potencidlis és szelektiv glikozid4z inhibitorok
oOriasi szerepet kaphatnak a védekezés tekintetében, tovabba alkalmazhatok az enzimek

aktiv centrumanak feltérképezése soran is (El Ashry és mtsi., 2000).
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3. CELKITUZESEK

A fonalas gombak jo B-gliikozidaz termel6ként ismertek, szamos gomba enzimet
izolaltak ¢és elemeztek is, azonban jaromsporas gombak [-gliikkozidaz enzimeinek
biokémiai és biotechnologiai szempontbol fontos tulajdonsagairol, valamint az enzimeket
kodolo génekrél és a géneket hatarold régiokrol jelenleg kevés informacié all
rendelkezésiinkre. Néhany fajbol ugyan izoldltak mar egy-egy enzimet, de szélesebb
spektrumu, a gyakorlati alkalmazas szempontjabol 1ényeges vizsgalatokat nem végeztek.

A kutatasi program fontos célkitiizése az alapkutatasokban és egyes biotechnologiai
folyamatokban felhasznalhato, jo extracellularis B-glitkozidaz termeld jdromsporas gombak
azonositasa, az enzimaktivitds vizsgélata, valamint a magas [B-glilkoziddz aktivitassal
rendelkezé torzsek altal termelt enzimek izolalasa és biokémiai jellemzése volt. Céljaink
koz¢é tartozott tovabba az enzimeket kodold gének azonositasa, klonozasa, valamint

részletes molekularis és funkcionalis elemzése is.

Ennek érdekében a kovetkez6 konkrét célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1. A rendelkezésiinkre all6 Mucor, Rhizomucor, Rhizopus ¢és Gilbertella nemzetségbe
tartozo izolatumok extracellularis B-gliikkozidaz termelésének tesztelése folyadék és
szilard fazisu tapkozegekben, lehetdség szerint 1), igéretes termeld torzsek

azonositasa.

2. A jo enzimtermeld izolatumok esetén kiilonbozd, biotechnoldgiai szempontbol
fontos faktorok (pl. etanol vagy gliikkoz jelenléte, savas kornyezet, illetve magas
homérsékleten torténd inkubalas) hatdsanak vizsgéalata a nyers kivonatok -

glilkozidaz aktivitasara.

3. Néhany nagy extracellularis enzimaktivitassal rendelkezd jaromsporas gomba altal

termelt B-gliikkoziddz enzim homogenitasig torténd tisztitasa.

4. A tisztitott extracellularis [-gliikoziddz enzimek hidrolitikus aktivitdsanak

biokémiai jellemzése, a hidrolizis koriilményeinek optimalizalésa.
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5. Néhany tisztitott B-gliikkozidaz altal katalizalt oligoszacharid szintézis vizsgalata, a
reakcio koriilményeinek optimalizdldsa az 1d0, a homérséklet ¢és a pH
fliggvényében, cellobidz szubsztraton. A szintetikus aktivitas vizsgalata egyéb

donor, illetve akceptor vegyliletek felhasznalasaval.

6. Antioxidans aktivitassal rendelkez6 novényi eredetli fenolok glikozidokbol torténd,

B-gliikozidaz altal katalizalt felszabadulasanak vizsgalata.

7. A PB-glikozidaz enzimet kodold bgl gén azonositasa, klonozasa, molekularis €s
funkcionalis jellemzése kiilonb6z6, magas extracellularis enzimtermeléssel
rendelkezd jaromsporas gombakban. Az izoldlt gének kifejez0désének vizsgalata

heterolog rendszerben.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Alkalmazott torzsek

A vizsgalatokban Osszesen 95 jaromsporas gombatorzs, koziilik 16 Gilbertella
persicaria, 9 Rhizomucor miehei, 17 Rhizomucor pusillus, 13 Rhizopus oryzae, 11
Rhizopus stolonifer var. stolonifer, 6 Rhizopus stolonifer var. reflexus, 3 Rhizopus
stolonifer, 2 Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis, 1 Rhizopus microsporus var.
oligosporus, 1 Rhizopus niveus és 16 Mucor (M. circinelloides f. jansenii, M. circinelloides
f. lusitanicus, M. corticolus, M. guillermondii, M. indicus, M. microsporus, M. minutus, M.
nederlandicus, M. psychrophilus, M. racemosus f. chibinensis, M. racemosus f.
sphaerosporus, M. strictus, M. amphibiorum, M. azygosporus, M. fragilis, M. zonatus)
izolatum extracellularis B-gliikozidaz termelését teszteltik. A torzsek a Szegedi
Tudomanyegyetem Természettudomanyi és Informatikai Kar Mikrobiologiai Tanszékének
torzsgylijteményében alltak rendelkezésiinkre (Szeged Microbiological Collection,

http://www.sci.u-szeged.hu/microbiology/). A felhasznalt torzsek részletes adatait,

valamint az azonositasukhoz sziikséges kodokat az 1. sz. melléklet tartalmazza. Az
izolatumok fenntartasa malatas taptalajon tortént két havonkénti atoltassal, a torzseket 4 °C
hémérsékleten taroltuk.

A B-gliikozidaz enzimet kodold gén azonositasahoz és klonozasahoz a R. miehei
NRRL 5282 izolatumot hasznaltuk. A gén klonozasakor az Escherichia coli TOP10F vagy
XL1-Blue jelzésii baktériumtorzseket hasznaltuk.

A transzformacios kisérletekhez az MS12 M. circinelloides kett6s auxotrof (o-
izopropilmalat izomeraz, leuA™ és orotidin-5’-monofoszfat dekarboxilaz, pyrG™ mutans)

torzset (Velayos és mtsi., 1997) hasznaltuk.

4.2. Taptalajok és tapoldatok

Malatés taptalaj: 0,5% élesztékivonat, 0,5% malataoldat, 1% D-gliik6z, 2% agar

Minimal tapoldat/taptalaj (YNB): 0,05% YNB (Yeast Nitrogen Base), 0,15% (NH4),SOx,

0,15% Natrium-L-glutaminat, 1% D-gliikdz, taptalaj eldallitasdhoz 1,5% agar
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Cellobiézos minimal tapoldat: 0,05% YNB, 0,15% (NH4):SO4, 0,15% Natrium-L-

glutaminat, 1% cellobi6z (Sigma)

Szilard fazist tidpkozeg: 5 g buzakorpa (kereskedelmi forgalomban kaphato), 5 ml

desztillalt viz

Fermentéciés taptalaj: 130 g buzakorpa (kereskedelmi forgalomban kaphat6), 130 ml

desztillalt viz

LB-taptalaj (1000 ml, pH 7,0): 1% NaCl, 1% tripton, 0,5% élesztokivonat, 1,5% agar

LB-tapoldat: 1% NaCl, 1% tripton, 0,5% élesztékivonat

Elesztékivonat-gliikdz tapoldat/taptalaj (YEG): 1% D-gliikkoz, 0,5% élesztokivonat, 1%

KH,POy, taptalaj eldallitasdhoz 1,5% agar

Elesztékivonat-pepton-gliikkoz tapoldat (YPG): 1% D-gliikéz, 1% pepton, 0,5%

¢lesztékivonat

4.3. Felhasznalt oldatok, pufferek és reagensek

Az enzimek tisztitdsanal és jellemzésénél alkalmazott oldatok

Acetat puffer (0,1 M, pH 5,0): 0,1 M natrium-acetat, 96%-os ecetsav a megfelel6 pH
eléréséig.

Acetat puffer (50 mM, pH 5,0): 50 mM natrium-acetat, 96%-0s ecetsav a megfelel6 pH
eléréséig. Az oldatot 0,22 um porusméretii sziirén (Millipore) atsziirt vizzel készitettiik.
Elual6 puffer (pH 5,0): 50 mM natrium-acetat, 96%-os ecetsav a megfeleld pH eléréséig.
Mcllvaine-féle pufferoldat (Mcllvaine, 1921): 0,2 M Na;HPO4 x 2H,0, 0,1 M citromsav x
H.0.

Dinitro-szalicilsav reagens: 1% dinitro-szalicilsav, 1% NaOH, 0,2% fenol, 0,05% Na,SO3

Poliakrilamid gél el6hivasara hasznalt oldatok
Coomassie festooldat: 0,0025% Coomassie Brilliant Blue R-250, 40% metanol, 7%

crc
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CacCl; oldat: 0,1 M CaCl..

Glicerin oldat: 70% glicerin desztillalt vizben oldva.

TCM puffer: 10 mM trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan (Tris; pH 7,5), 10 mM CaCl,, 10
mM MgCl,.

X-Gal (Fermentas): 20 mg ml™ dimetilformamidban oldva.

IPTG (Fermentas): 20 mg ml™ steril desztilllt vizben oldva.

Ampicillin (Sigma): 50 mg ml™ térzsoldat steril desztillalt vizben oldva.

E. coli sejtekbdl torténd plazmid DNS tisztitasahoz hasznalt oldatok

Oldat 1: 5 mM gliikoz, 25 mM Tris (pH 8,0), 10 mM etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA).
Oldat 2: 0,2 M NaOH, 1% SDS.

Natrium-acetat puffer: 3 M natrium-acetat torzsoldat, 75% jégecetben és 25% desztillalt
vizben oldva (pH 4,5).

Mini Plus vagy Midi Plus (Viogene) plazmid izolal6 készletek.

A genomi DNS izolaldsdhoz hasznalt anyagok
Lizis puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 20 mM EDTA, 1% N-lauril-szarkozin.
RNaz (Sigma): 10 mg ml™ térzsoldat 10 mM Tris-HCI és 15 mM NaCl oldatban oldva.

PCI: fenol - kloroform - izoamilalkohol 25:24:1 aranyt keveréke.
CI: kloroform - izoamilalkohol 24:1 aranyu keveréke.
CsCl gradiens centrifugalashoz: 47,75% CsCl, 1,5%-0s bisz-benzimid (10 mg ml™).

DNS gélelektroforézishez hasznalt anyagok

TAE puffer: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6), 1 mM Na,EDTA.
Etidium-bromid torzsoldat (Sigma): 10 mg ml™ desztillalt vizben oldva.
Mintapuffer (pH 8,0): 40% szacharo6z, 0,25 M bromfenolkék, 0,2 M EDTA.

Protoplasztképzéshez és transzformacidhoz felhasznalt oldatok

Protoplasztalo oldat: 10 mM natrium-foszfat puffer, 0,8 M szorbitol, 1,5% csigaenzim.
Natrium-foszfat-puffer (0,1 M): 25 mM Na,HPO,4, 75 mM NaH,PO,.
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SMC puffer: 50 mM CaCl,, 10 mM 3-N-morfolin-propanszulfonsav (MOPS), 0,8 M
szorbitol.

PMC puffer: 40% polietilén-glikol 4000 (PEG 4000), 10 mM MOPS, 0,6 M szorbitol, 50
mM CaCl..

DNS blottoldshoz hasznalt oldatok

SDS oldat: 10% SDS.

Depurinal6 oldat: 0,25 M HCI.

Denaturald oldat: 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl.
Neutralizal6 oldat (pH 8,0): 0,5 M Tris, 1,5 M NaCl.
20x SSC (pH 7,0): 3 M NaCl, 0,3 M natrium-citrat.

Hibridizéldshoz hasznalt oldatok és reagensek

Hibridizacios puffer: 5x SSC, 0,1% Na-lauril-szarkozin, 0,02% SDS, 1% blokkolo reagens
(Roche).

1. detektalo puffer (pH 7,5): 0,1 M maleinsav, 0,15 M NaCl.

2. detektalo puffer: 1,4 % blokkold reagens (Roche) 1. detektalasi pufferben.

3. detektalo puffer (pH 9,5): 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl..

4.4. Tenyésztési koriilmények a B-gliikkozidaz termelés teszteléséhez

A kiemelked6 B-gliikozidaz termelést mutatod izolatumok azonositdsdhoz folyadek
és szilard fazisu fermentacios tenyésztési koriilményeket alkalmaztunk.

A folyadék fazishan végzett enzimaktivitds vizsgalatoknal a 15 ml cellobiozos
minimal tapoldatot tartalmazé Erlenmeyer lombikokat 10° mennyiségli sporaval oltottuk
be, majd az egyes izolatumoknak megfelel6 novekedési homérsékleten (18 °C, 25 °C vagy
37 °C), folyamatos razatas mellett (200 rpm), 6 napig inkubaltuk a tenyészeteket. A
folyadék tenyészetek fermentlevébdl naponta 500 pl mennyiségli mintat vettiink, melyet
ezutan 30 percig 16200g-n centrifugaltunk, majd a feliiluszot -20 °C-on az enzimaktivitas
mérésekig taroltuk.

A szilard fazisu fermentécios teszteknél desztillalt vizzel nedvesitett buzakorpat
hasznaltunk tapkozegként, melyet minden torzs esetében 10° mennyiségli sporaval
oltottunk be. Az egyes tenyészeteket az izoladtumoknak megfeleldé ndvekedési

hémérsékleten (25 °C vagy 37 °C) inkubaltuk 6 napig. A szilard fazisu fermentéacio alatt
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naponta egy-egy tenyészeten vizes kivonast végeztiink. Az egyes lombikokba 30 ml steril
desztillalt vizet mértiink, melyet ezutdn 4 °C hémérsékleten, 3 6ran at allni hagytunk. A
kivonat szlirése utan a szlirletbl 1 ml mennyiséget 16200g-n 10 percig centrifugaltunk,
majd az igy kapott nyers enzim kivonatot -20 °C-on az enzimaktivitds mérésekig taroltuk.
A méréseket minden esetben higitott kivonatokban végeztiik el, annak érdekében, hogy az
esetlegesen jelen levd szennyezd anyagok ne zavarjdk a reakcido eredményének

megjelenitését.

4.5. A B-gliikkozidaz enzimek vizsgalatahoz alkalmazott médszerek

4.5.1. A B-gliikkozidaz aktivitdsdnak meghatarozasa

Az enzim hidrolitikus aktivitisanak meghatarozisa

A B-gliikozidaz enzim hidrolitikus aktivitasat para-nitrofenil-p-D-gliikopiranozid
(pNPG, Sigma) kromogén szubsztrat felhasznalasaval allapitottuk meg. A mintakbol 180
PNPG-t adtunk. Az elegyet 50 °C-on, 30 percig inkubaltuk, majd a reakciot 50 ul 0,1 M-0s
natrium-karbonattal allitottuk le. A felszabadult p-nitrofenolt ASYS Jupiter HD (ASYS
Hitech) mikrotiter lemez leolvaso segitségével 405 nm hullamhosszon mértiik. EQy U az az
enzimmennyiség, amely percenként 1 pmol p-nitrofenolt szabadit fel adott reakcid

kortilmények kozott.

Az enzim szintetikus aktivitdsdnak meghatirozdsa

A szintetikus  aktivitds eredményeként keletkezd oligoszacharidok és
glikokonjugatumok detektalasat ¢és mennyiségi meghatirozasat izokratikus HPLC
(nagyfelbontasu folyadék kromatografia) technika segitségével végeztiik. A méréseket egy
modularis HPLC berendezésen (Shimadzu) vittiik véghez, mely a kovetkezd miiszer
Osszedllitast tartalmazta: SCL-10AVP vezérld, LC20-AD pumpa, DGU-14A gaztalanito,
SIL-10ADVP mintaadagolo, CTO-10ASVP oszlop termosztat, RID-10A detektor. Az
oszlopra (YMC-Pack Polyamine II; 250 x 4,6 mm, S-5 um, 12 nm; YMC) minden esetben
10 pl mennyiségli mintat vittiink fel, majd az eludlast 35 °C homérsékletiire beallitott
oszlop termosztat mellett, 1 ml perc™ aramlési sebességgel végeztiik. A vizsgalatok soran
»A” eluensként acetonitrilt, mig ,,B” eluensként 0,22 pm pérusméretli szlir6n atsziirt

desztillalt vizet hasznaltunk, melyeket a gyartd6 (YMC) utasitasdnak megfeleléen 60:40
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(A:B) aranyban alkalmaztunk. A kiilonboz6 reakcioelegyekben keletkezett termékek
detektalasa refraktiv index detektorral tortént.

cellotridz, cellotetradz és laktoz; Sigma) nyolc 1épcsében, felezd 1éptékii higitasi sort
készitettink (50 mg mlI™-t6l 195 pg mi'-ig), majd a mérést kovetden a kalibracio
kiértékelését, €s a kalibracios egyenes szerkesztését a HPLC berendezés szoftverének

segitségével végeztiik.
4.5.2. Az enzimek vizsgélata nyers kivonatban

A kisérletekben a tesztek soran jo B-gliikoziddz termeldnek bizonyuld izolatumok
esetén, szilard fazisti fermentdlds utdni nyers kivonatokban vizsgaltuk az enzimet. A
reakcidelegyeket 30 percig inkubaltuk 50 °C-on. Az inkubaciods id0 letelte utan a reakciot 2
ml Na-karbonattal allitottuk le, majd a felszabadult p-nitrofenol intenzitasat 405 nm

hullamhosszon mértiik (DU-65 Spektrofotométer, Beckman).

Az etanol és gliikoz hatdsdnak vizsgalata

A reakcioelegyek Osszetétele:
Etanol: 0,1 U mlI™ enzim, 0,7 mM pNPG, 0,1 M acetat puffer (pH 5,0), 5,
10, 15, 20, 25, 30% etanol;
Glikoz: 0,1 U ml™? enzim, 0,7 mM pNPG, 0,1 M acetat puffer (pH 5,0), 1%
gliikoz;
Gliikéz és etanol gatlas: 0,1 U ml? enzim, 0,7 mM pPNPG, 0,1 M acetat
puffer (pH 5,0), 1% gliik6z, 10% etanol.

Savtolerancia vizsgalatok

A reakcioelegy Osszetétele: 0,1 U ml? enzim, 0,7 mM PNPG, 0,1 M acetat puffer
(pH 4,0 vagy pH 6,0).

Homérséklet tolerancia vizsgalatok

Az enzimeket 60 °C, vagy 75 °C homérsékleteken kezeltiik 5 percig, majd jeges
vizfiirdében szobahdémérsékletiire hiitottiik. Ezutan a kovetkezd reakcidelegyet allitottuk
ssze: 0,1 U ml™ kezelt enzim, 0,7 mM pNPG, 0,1 M acetat puffer (pH 5,0). Kontrolként a

nem hdkezelt nyers extraktumot hasznaltuk.
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Cellobioz védd hatas vizsgalatok

A nyers enzimkivonatokhoz 10% koncentracidban cellobiozt adtunk, majd az
elegyet 60 °C vagy 75 °C homérsékleteken inkubaltuk 5 percig, végiil jeges vizfiirdoben
szobahOmérsékletlire hiitottiikk. Ezutan a kovetkezo reakcioelegyet allitottuk 6ssze: 0,1 U

ml™ kezelt enzim, 0,7 mM pNPG, 0,1 M acetat puffer (pH 5,0).
4.5.3. A B-gliikozidazok tisztitasanak folyamata

A B-gliikoziddz nagy mennyiségben torténd tisztitdsahoz 3 literes, fermentacios
taptalajt tartalmazd Erlenmeyer lombikokban szilard fazisu fermentaciot végeztiink,
be. A tenyészeteket az izolatumoknak megfeleld novekedési homérsékleten (25 °C vagy 37
°C) 6 napon keresztiil inkubaltuk; a rendszerbe minden masodik napon 60 ml steril
desztillalt vizet juttattunk.

Az inkubacids id6 letelte utan 800 ml 0,1 M-os acetat puffert (pH 5,0) adtunk a
tenyészetekhez, majd 12 o6ran 4t tartd, 4 °C-on torténd inkubélds utin 0,5 mm
porusatmérdjii sziron durvaszlirést végeztiink. Ezutdn a szlrletet két egymast kdvetd
Iépésben centrifugaltuk (5040g, 15 perc; SORVALL-RC-5B, GSA rotor). A kapott
feliiliszot, azaz a nyers kivonatot hasznaltuk tovabb. A nyers kivonatban ammoOnium-
szulfattal torténd frakcionalt kis6zast végeztiink, végig jeges vizfiirdében tartva az oldatot,
melyet a teljes feloldas utan 4 °C-on, 12 oran at allni hagytunk. Az oldat centrifugalasa
(5040qg, 15 perc; SORVALL-RC-5B, GSA rotor) utan a keletkezett csapadékot a lehetd
legkisebb térfogati acetat pufferben (0,1 M, pH 5,0) vettiik fel. A 75 és 85% telitettség
kozott kapott frakcid csapadéka mutatta a legmagasabb pNPG hidrolizist, igy ezzel a
koncentralt enzimkivonattal dolgoztunk tovabb. A kisozasi Iépések utani tomény
enzimkivonat tovabbi tisztitasat Sephadex G-100 toltetli oszlopon (Sigma; 4 - 150 kDa; 27
x 400 mm) végeztiik. Az oszlopot elézetesen 50 mM-os acetat pufferrel (pH 6,0) mostuk,
majd ugyanezzel a pufferrel 0,5 ml perc’ aramlasi sebesség mellett elualtunk. A
legmagasabb enzimaktivitdst mutatd frakciokat egyesitettiik, majd Macro-Prep HQ
anioncser¢ld oszlopra (BioRad; 12,6 x 40 mm) vittiik fel, melyet el6zéleg 50 mM-0s acetat
pufferrel (pH 6,0) mostunk. Az enzimet 1 ml perc™ atfolyasi sebességgel, 0 - 1 M NaCl
linedris gradiensben torténd valtoztatasaval elualtuk. A B-gliikozidaz izolalas végso 1épését

Sephacryl S-200HR oszlopon (GE Healthcare; 5 - 250 kDa; 16 x 60 mm) végeztiik. Az
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oszlopot elébb elualé pufferrel (pH 5,0) mostuk, majd ugyanezzel a pufferrel 0,5 ml perc™
aramlési sebesség mellett eludltunk.

A tisztitdsi folyamat minden 1épése utan, PNPG kromogén szubsztrat
alkalmazasaval, a 4.5.1. fejezetben leirt modon mértiik az egyes frakcidkban a f-
gliilkozidaz hidrolitikus aktivitasat. A tisztitasi 1épések utani fehérjekoncentracio
meghatarozasat Qubit Fluorometer (Invitrogen) és Quant-iT Protein Assay Kit (Invitrogen)
segitségével végeztiik a gyartd utasitasainak megfeleléen. A miszer kalibralasat 0 ng ul‘l,
végeztik.

Az izolalt fehérje tisztasagat ¢és molekulatomegét denaturald poliakrilamid
gélelektroforézis (SDS-PAGE) alkalmazasaval vizsgaltuk. Az elvalasztast vertikalis futtato
kadban (XCell SureLock Mini-Cell, Novex) elhelyezett NuPage Bis-Tris gélen
(Invitrogen), NuPage 2-N-morfolin-etanszulfonsav (MES) SDS futtatoé puffer (Invitrogen)
felhasznalasaval, a gyarto utasitasainak megfelelden végeztiik. Az elektroforézis utan a gélt
lassan razatva festettiik. Ezt kdvetden az 1. el6hivo oldatban egy 6ran, majd a 2. el6hivo
oldatban négy o6ran keresztiil lassu keverés mellett mostuk. A hattér kitisztuldsa utan a gélt
UVP BioDoc-IT rendszer segitségével fotoztuk.

A tisztitott fehérje azonositasa érdekében a tripszinnel torténd emésztést kdvetden
kapott peptideket (Hellman és mtsi., 1995) HPLC-ESI ioncsapda tomegspektrométer
alkalmazasaval vizsgaltuk. A folyadékkromatografia - tomegspektrometria (LC-MS)
analizist az MTA Szegedi Biologiai Kutatokézpontjaban milkédé Proteomikai

Kutatdcsoport segitségével végeztiik.
4.5.4. Reakcioelegyek a hidrolitikus aktivitas jellemzéséhez

Az inkubdlasi 1d0 letelte utan, p-nitrofenol szubsztrat alkalmazésa esetén a reakciot
2 ml Na-karbonattal allitottuk le, majd a felszabadult p-nitrofenol intenzitasat 405 nm
hulldmhosszon mértiik (DU-65 Spektrofotométer, Beckman). A kisérleteket harom

parhuzamos, fiiggetlen méréssel végeztiik.

A hémérséklet optimum é€s stabilitds vizsgalata

A hémérséklet optimum vizsgalatahoz alkalmazott reakcioelegy: 0,1 U mI™ enzim,
0,7 mM pNPG, 0,1 M acetat puffer (pH 5,0). Az elegyeket 20, 30, 40, 50, 60, 70 és 80 °C
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hémérsékleten inkubaltuk 30 percig. A hostabilitds vizsgalatdhoz alkalmazott
reakcidelegy: 0,1 U ml™ enzim, 0,1 M acetat puffer (pH 5,0). A 20, 30, 40, 50, 60, 70 és 80
°C homérsékleten, 4 6ran at torténd inkubalast kovetden 0,7 mM pPNPG szubsztratot

adtunk az elegyekhez, majd 50 °C-on inkubaltunk tovabb 30 percig.

A pH optimum és stabilitas vizsgalata

A pH optimum vizsgalatahoz alkalmazott reakcidelegy: 0,1 U mI™* enzim, 0,7 mM
pPNPG, 50 mM Mcllvaine-féle pufferoldat (pH 2,2 - 8,0; Mcllvaine, 1921). Az elegyeket
30 percig inkubaltuk 50 °C-on. A pH stabilitas vizsgalatdhoz alkalmazott reakcioelegy: 0,1
U ml? enzim, 50 mM Mcllvaine-féle pufferoldat (pH 2,2 - 8,0). A reakcidelegyeket 24
oran at 4 °C-on tartottuk, majd 0,7 mM pNPG szubsztrat hozzaadasat kovetéen 30 percig
inkubéltunk 50 °C-on.

Alkoholok enzimaktivitisra gyvakorolt hatasanak vizsgalata

A reakcidelegyek Osszetétele: 0,1 U ml? enzim, 0,7 mM PNPG, 0,1 M acetat puffer
(pH 5,0), 5, 10, 15, 20, 25% (v/v%) etanol, vagy metanol, vagy izopropanol. A
reakcioelegyeket 30 percig inkubaltuk 50 °C-on.

Kiilonbozd mono- és diszacharidok hatdsanak vizsgalata

A reakcidelegyek dsszetétele: 0,1 U ml™ enzim, 0,7 mM pNPG, 0,1 M acetat puffer
(pH 5,0), 10, 20, 30, 40, 50 mM gliikoz, vagy 5, 10, 15, 20% (m/v%) laktdz, arabindz,
fruktoz, galaktdz, szacharoz, xiloz. A reakcidelegyeket 30 percig inkubaltuk 50 °C-on.

Lehetséges gatloszerek vizsgalata

A reakcidelegyek dsszetétele: 0,1 U ml™ enzim, 0,7 mM pNPG, 0,1 M acetat puffer
(pH 5,0), 5 mM HgCl,, CuSOy, ZnCl,, MnCl,, CaCl,, MgSO,4, NaCl, KCI, CoCl,, vagy 10
mM NBS, dimetil-szulfoxid (DMSO), EDTA, SDS, vagy 10 - 100 mM gliikonsav-6-
lakton. A reakcioelegyeket 30 percig inkubaltuk 50 °C-on.

Szubsztrat specifitas vizsgalatok

A kiilonb6z6é szacharidok hidrolizisének vizsgalatakor a cellobidz, szacharoz,
szalicin, trehaloz, amigdalin, celluldz, pusztulan, laminarin, szofor6z, laktéz, maltéz, B-D-
glilkan és pachyman szubsztatokat teszteltik a kovetkezd reakcioelegyben: 0,1 U ml?
enzim, 0,1 M acetat puffer (pH 5,0), 0,2% (m/v%) szacharid szubsztrat. A
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reakcioelegyeket 30 percig inkubaltuk 50 °C-on. Az inkubalast kdvetéen a nem redukald
szacharidokat tartalmaz6 reakcidelegyekhez 1:1 aranyban dinitro-szalicilsav reagenst
adtunk, majd 15 perc forralas utan ASYS Jupiter HD (ASYS Hitech) mikrotiter lemez
leolvaso segitségével 570 nm hulliamhosszon mértiink. Az eredmények megfeleld
kiértékeléséhez elkészitettik a glikoz kalibracidos egyenesét, melynek egyenlete: y =
1,1556x — 0,0112. A kalibraciés pontok illeszkedésének pontossaga 99,98%. A redukalo
diszacharidokbdl felszabaduld gliikkozt gliikkéz oxidaz/peroxidaz reagens (Sigma)
felhasznalasaval hataroztuk meg a gyarto utasitdsainak megfelelden.

Az aril-glikozid szubsztratok hidrolizisének vizsgalatakor a p-nitrofenil-N-acetil-p-
D-gliikkozaminid,  p-nitrofenil-a-D-maltohexaozid,  p-nitrofenil-p-D-cellobiozid, p-
nitrofenil-a-D-galaktopiranozid,  p-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid,  p-nitrofenil-a-D-
mannopiranozid, o-nitrofenil-p-D-gliikopiranozid, p-nitrofenil-B-D-xilopiranozid és p-
nitrofenil-a-D-gliikopiranozid ~ (Sigma)  szubsztatokat  teszteltik a  kovetkezd
reakcidelegyben: 0,1 U ml™ enzim, 0,1 M acetat puffer (pH 5,0), 0,7 mM aril-glikozid
szubsztrat. A reakcidelegyeket 30 percig inkubaltuk 50 °C-on, majd a felszabadult p-
nitrofenolt ASYS Jupiter HD (ASYS Hitech) mikrotiter lemez leolvaso segitségével 405
nm hullamhosszon mértiik. Az eredmények kiértékelésekor a pPNPG bontéasa soran kapott

optikai denzitas értékeket alkalmaztuk kontrollként.

Enzimkinetikai vizsgalatok

A telitési gorbe felvételéhez a kovetkezo reakcidelegyet allitottuk dssze: 0,1 U ml™*
enzim, 0,1 - 2 mM pNPG, 0,1 M acetat puffer (pH 5,0). A reakcioelegyeket 30 percig
inkubaltuk 50 °C-on. A telitési gorbe logaritmikus szakaszanak Lineweaver-Burk-féle
linearizalasa utan hataroztuk meg a Michaelis-Menten allando (Kp) és a Vmax értékeket

(Lineweaver és Burk, 1934).

4.5.5. Reakcidelegyek a szintetikus aktivitas jellemzéséhez

Az inkubdlast kovetden a reakcidot minden esetben 5 perc 100 °C-on torténd
forralassal allitottuk le, majd a mintakat a mérésekig szobahdmérsékleten taroltuk. A
kisérleteket jelen esetben is hdrom parhuzamos, fliggetlen méréssel végeztik. Az
inkubacidos hémérséklet vizsgalatan kiviil a reakcidelegyeket 50 °C-on, 24 oOrdn &t

inkubaltuk.
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Inkubéacios hdmérséklet és idd

A reakcioelegyek dsszetétele: 1 U mlI™ enzim, 50 mM acetat puffer (pH 5,0), 35%
(m/v%) cellobidz. A reakcidelegyeket 30, 40, 50, 60 és 70 °C hémérsékleteken 12, 24 és
72 oraig, illetve 50 °C-on 1 hétig inkubaltuk.

A cellobidz szubsztrat koncentrici6 valtoztatasa

A reakcidelegyek osszetétele: 1 U ml™ enzim, 50 mM acetét puffer (pH 5,0), O -
40% (m/v%) cellobi6z (5 egységenként valtoztatva).

A szintézis vizsgalata kiilonbdz6 pH tartomanyokon

A reakcioelegyek Gsszetétele: 1 U ml™ enzim, 50 mM Mcllvaine-féle pufferoldat
(pH 3,0 - 8,0), 35% (m/v%) cellobioz.

A szintézis vizsgalata etanol jelenlétében

A reakcioelegyek osszetétele: 1 U ml™ enzim, 50 mM acetat puffer (pH 5,0), 30%
(V/Iv%) etanol és 10% (m/v%) cellobioz, vagy 10% (m/v%) gliikoz, vagy 90 mM pNPG.

Laktoz szubsztrat alkalmazasa

A reakcioelegyek Osszetétele: 1 U ml™? enzim, 50 mM acetat puffer (pH 5,0), O -
40% (m/v%) laktoéz (5 egységenként valtoztatva).

Transzgalaktozidaz aktivitas vizsgalata

A reakcioelegyek dsszetétele: 1 U ml™ enzim, 50 mM acetat puffer (pH 5,0), 90
mM p-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid és 10% (m/v%) szachardz, vagy 30% (v/v%) etanol.

4.5.6. Antioxidans aktivitasu fenolok felszabaditasa glikozidokbdl

A fenolos vegyiiletek glikozidos kotésbdl torténd felszabaditdsanak vizsgalatdhoz 5
g fagyasztva szaritott gyiimdlestorkolybdl 60 ml desztillalt vizzel kivonatot készitettiink,
melybdl 5 ml térfogatot 1 U mennyiségi tisztitott R. miehei R8 B-gliikozidazzal kezeltiink
50 °C homérsékleten. A reakcidelegybdl az inkubacios id6 elsd, masodik és otodik
ordjaban 1 - 1 ml térfogati mintat vettiink.

A fenolos vegyiiletek detektalasahoz és mennyiségi meghatarozasdhoz a Tiizen és

Ozdemir (2003) altal alkalmazott linearis gradiens HPLC moédszer modositott valtozatat
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hasznaltuk. A méréseket egy modularis HPLC berendezésen (Shimadzu) vittik véghez,
mely a kovetkez6 miiszer Osszeallitdst tartalmazta: SCL-10AVP vezérld, LC20-AD
pumpa, DGU-14A gaztalanitd, SIL-10ADVP mintaadagolo, CTO-10ASVP oszlop
termosztat, SPD-10AVP UV-VIS detektor. Az oszlopra (Prodigy ODS 3 C18; 100 A, 5 p,
250 x 4,6 mm; Phenomenex) minden esetben 10 pl mennyiségli mintat vittiink fel, majd az
elualast 25 °C hémérsékletiire beallitott oszlop termosztat mellett, 1 ml perc’ aramlasi
sebességgel végeztik. Az elicié soran az ,,A” (ecetsav:desztillalt viz, 2:98) és a ,,B”
(ecetsav:acetonitril:desztillalt viz, 2:30:68) oldatok keverékét alkalmaztuk mozgd
fazisként. A HPLC analizis teljes futasi ideje 40 perc volt, melyben az ,,A” oldat aranyat
90%-106l 0%-ra, mig a ,,B” oldat aranyat 10%-rol 100%-ra valtoztattuk 30 perc alatt, majd a
maradék 10 percben a ,,B” oldatot 100%-ban alkalmaztuk. A reakcidelegyben talalhato
fenolos vegyliletek detektaldsat 220 nm hulldmhosszon végeztiik.

hidroxi-benzoesav, vanillinsav, sziringsav, p-kumarsav, fahéjsav és kvercetin; Sigma)
nyolc 1épcsében, felezé 1éptékii higitasi sort készitettiink (10 mg ml™-té1 39 pg ml™-ig),
majd a mérést kdvetden a kalibracid kiértékelését, és a kalibracids egyenes szerkesztését a

HPLC berendezés szoftverének segitségével végeztiik.
4.6. A B-gliikkozidaz gén vizsgalatahoz alkalmazott modszerek
4.6.1. Genomi DNS izolalas

A genomi DNS tisztitasdhoz a YEG tapoldatban 5 napig razatott tenyészetbdl a
micéliumot lesziirtiik és folyékony nitrogén jelenlétében dorzsmozsarban elporitottuk. A
feltaras utan, a micélium minden grammjahoz 2,5 ml lizis puffert adtunk. Ezt kdvetden az
elegyet ilivegbottal Ovatosan addig kevertiik, amig homogén nem lett, majd RNaz
hozzaadasa utan 20 percig 65 °C-on, idonként ovatosan megkeverve inkubaltuk. Ezutan
hagytuk kihlilni szobahOmérsékletlire, majd centrifugaltuk (10 perc, 8000g, 4 °C,
SORVALL-RC-5B, GSA rotor), hogy a sejttormeléket eltavolitsuk. A feliiluszohoz azonos
mennyiségli PCI-t adtunk, majd 4 °C-on, enyhe kevertetés (45 rpm) mellett 2 - 3 6ran
keresztiil, a fazisok elkeveredéséig kevertettiik. Centrifugalas utan (8000g, 15 perc, 4 °C,
SORVALL-RC-5B, GSA rotor) a vizes fazist azonos mennyiségii CI-vel mostuk. Ujabb
centrifugalast (8000g, 15 perc, 4 °C, SORVALL-RC-5B, GSA rotor) kovetden a vizes

fazishoz 2,5 térfogat mennyiségli izopropanolt adva DNS-t kicsaptuk. Centrifugélés

42



(13000g, 20 perc, 4 °C, SORVALL-RC-5B, GSA rotor) utan a mintat beszaritottuk, majd
desztillalt vizben visszaoldottuk. A vizes fazist esetenként CsCl gradiens centrifugalassal
(1773269, 40 6ra 20 °C, 70.1 Ti rotor/ Beckhman C8-70M) tovabb tisztitottuk (Iturriaga és
mtsi., 1992).

4.6.2. A kisérletek soran alkalmazott inditdszekvenciak

A R. miehei bgl gén izolalasahoz és klonozasahoz felhasznalt inditészekvenciakat a
3. tdblazatban tiintettiik fel.
A hibridizacios kisérletekhez a BGL1 és BGL2 inditoszekvenciak, valamint a

,,PCR DIG Probe Synthesis Kit” (Roche) alkalmazasaval készitettiik a génprobat.

3. tablazat. A R. miehei bgl gén izolalasahoz és klonozasahoz alkalmazott inditoszekvencidk. Az alahuzott
szakaszok a restrikcios hasitohelyeket jelolik.

Inditészekvencia Szekvencia (5’ - 3°) Felhasznalas

BGL1 GGCTCGAGGGYYTNGAYATG R. miehei bgl

BGL2 GGCTGCAGACNARRTANGGRAA gén szakasz
felszaporitisa

BGL3 GGCTCAGGCACTGTCGAC

BGL4 GCCTTCGTCTTGTCCCAACTTGTA

BGL5 GACGTCCTCTTTGGTGATGTCAAC

BGL6 AGCTGGTTGTAGCTACACATAATG inverz-PCR

BGL7 GTCTTTCCTACACCACCTTTGAGT

BGLS8 GTTACCAATGTAGTGTTTGGCAGT

BGL9 AGTACACTTTGCATATTGGTGCTA

BGL10 CGGCTACGCCTTGCATAGCTGAC

BGL17 CTCGCGGCCGCTTAGTAAAGATAGCTACGGCGCT R. miehei bgl

BGL19 GGATCGATATGTTTGCAAAGACTGCGTTG gen
felszaporitasa

4.6.3. Alkalmazott PCR technikak és reakciokoriilmények

A bgl gén izolalasahoz alkalmazott PCR (polimeraz lancreakcio) technikakat T3
Thermocycler (Biometra), valamint MJ Mini (Bio-Rad) késziilékeken végeztiik.

A R. miehei bagl gén szakasz felszaporitisa

A reakcidelegyet 25 ul végtérfogatban allitottuk 6ssze a kovetkezdk szerint: 50 ng
genomi DNS, 0,2 mM dNTP mix (Fermentas), 1x Dupla-Taq puffer (Zenon), 2,5 mM
MgCl; (Zenon), 0,2 uM - 0,2 uM primer (BGL1-BGL2; 3. tablazat), 2 U Dupla-Taq DNS

polimeraz (Zenon).
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Az alkalmazott reakciokoriilmények:

94 °C 2 perc 1 ciklus kezdeti denaturacio
94 °C 30 masodperc denaturacio

40 °C 1 perc } 5 ciklus primer kotédés

72 °C 2 perc lancszintézis

94 °C 30 masodperc denaturacio

51°C 1 perc } 25 ciklus primer k6tédés

72 °C 2 perc lancszintézis

72 °C 10 perc 1 ciklus végso lancszintézis

A teljes R. miehei bgl gén felszaporitdsa

A teljes R. miehei bgl gén, valamint a gént hatarold régiok meghatarozasahoz
inverz-PCR (IPCR) technikat alkalmaztunk (Ochman és mtsi., 1988). A tisztitott genomi
DNS-b6l1 10 - 10 pg mennyiségeket, egyenként 120 pul dssztérfogatban, Xbal, Hindlll, Pstl
¢és Xhol (Fermentas) restrikcios enzimekkel daraboltunk. Egy éjszakan at torténd inkubalas
utan az emésztett DNS-t PCI 25:24:1 aranyu oldattal tisztitottuk, majd ezt kovetéen a
feliiliszot CI 24:1 aranyt eleggyel extrahaltuk. A vizes fazisbdl 2,5 térfogat mennyiségii
96%-0s etanollal kicsaptuk a DNS-t (2 o6ra, -20 °C), melyet centrifugalast kovetden
(16000g, 20 perc; Heraeus Pico 17, Thermo Scientific) 70%-os etanollal mostunk. Az
ismételt centrifugalassal (16000g, 5 perc; Heraeus Pico 17, Thermo Scientific) iilepitett
DNS-t vakuum alatt szaritottuk, melyet ezutan 17 pl steril desztillalt vizbe visszaoldottunk,
majd a DNS fragmenteket T4 ligaz enzim (Fermentas) segitségével dnmagukkal ligaltuk (4
°C, 18 ¢ra). A cirkularizalt DNS-t ezutan PCI és CI felhasznaldsaval tisztitottuk, 96%-0s
etanollal kicsaptuk, majd centrifugalast kovetéen (16000g, 20 perc; Heraeus Pico 17,
Thermo Scientific) 70%-os etanollal mostuk, melyet ismételt iilepités (16000g, 5 perc;
Heraeus Pico 17, Thermo Scientific) utdn 10 pl mennyiségi steril desztillalt vizben
szuszpendaltunk fel. Az igy kapott DNS mintdkat hasznaltuk templatként az IPCR
vizsgalatokban, melyek reakcidelegyeit 25 ul végtérfogatban, a kovetkezOk szerint
allitottunk 6ssze: 50 ng cirkularizalt DNS, 0,4 mM dNTP mix (Fermentas), 1x Dupla-Pfu
puffer (2 mM MgSO;-al kiegészitve; Zenon), 0,6 uM - 0,6 uM primer, 2 U Dupla-Pfu

DNS polimeraz (Zenon). Az IPCR soran alkalmazott reakciokoriilmények:

94 °C 2 perc 1 ciklus kezdeti denaturacid

94 °C 15 masodperc denaturacio

55°C 30 masodperc } 10 ciklus primer kotodés

68 °C 3 perc lancszintézis

94 °C 15 masodperc denaturacio

55°C 30 masodperc 20 ciklus primer kotodés

68 °C 3 perc + 5 masodperc lancszintézis
ciklusonként

68 °C 7 perc 1 ciklus végso lancszintézis
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4.6.4. DNS elvalasztas agardz gélen

A nukleinsav mintdkhoz mintapuffert adtunk, majd a vart fragmentek és a gél
méretétdl illetve a kisérlettdl fliggden 0,7 - 2,5%-o0s gélben, 80 - 110 V fesziiltséggel, 1 - 4
oran keresztiil végeztik az elvalasztast. Mind az agardzgél elkészitéséhez, mind
futtatopuffernek TAE oldatot hasznaltunk. Az elvalasztott molekulakat etidium-bromidos
festést (0,5 pg ml?) kovetéen, UV fényben detektaltuk. A fragmentek méretének

meghatarozasahoz 1 kb-os DNS Iétra (Fermentas) molekulastly markert hasznaltunk.

4.6.5. DNS izolalas agardz gélbdl

A visszaizolalni kivant DNS fragmentumokat tartalmazé gél részletet steril szikével
UV lampa alatt vagtuk ki a 0,7 - 0,8 % agardzt tartalmazo gélb6l. A DNS-t a ,,DNA
Extraction Kit” (Fermentas) vagy a ,,Gel-M Gel Extraction System Kit” (Viogene)

készletek segitségével nyertiik ki a gyart6 utasitdsainak megfelelden.

4.6.6. Génklonozas soran alkalmazott modszerek

A restrikcios emésztéseket és ligalasokat sztenderd modszerek szerint végeztiik
(Sambrook és mtsi., 1989). A DNS szakaszokat pBluescript Il SK+ (Stratagene), vagy a
pUC18 (Fermentas) klonozé vektorokba T4 DNS ligaz (Fermentas) segitségével, 4 °C
hémérsekleten, 16 oran at torténd inkubalassal épitettiik. Az IPCR vizsgalatok soran kapott
DNS szakaszokat az ,,InsT/Aclone PCR Product Cloning Kit” (Fermentas) készletben
talalhato pTZS57R/T vektorba épitettiik, a gyarto utasitdsainak megfelelden.

Az E. coli sejtekbdl torténd plazmid DNS tisztitasahoz a ,,Viogene Mini-M Plasmid
DNA Extraction System” (Viogene), illetve a ,,Viogene Midi-V100 Plasmid DNA
Extraction System” (Viogene) készleteket hasznaltuk a gyarto utasitasainak megfelelen.

Vektorok izoldlasdhoz néhany esetben az altalunk készitett 1-es és 2-es jell
oldatokat is alkalmaztuk. Az E. coli sejteket ampicillin tartalmi LB tapoldatban, 37 °C
hémérsekleten, 12 o6rdn 4t inkubdltuk. Az Eppendorf csében torténd centrifugaldst
kovetéen (16000g, 2 perc; Heraeus Pico 17, Thermo Scientific) a sejteket 150 ul 1-es
oldatban szuszpendaltuk, majd 10 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk. Az elegyhez
200 pl 2-es oldatot adtunk, melyet ezutan 5 percig jeges vizfiirdében inkubaltunk, majd
150 pl 3 M-os natrium-acetat hozzdadasa utdn 25 percig 4 °C-on allni hagytuk. Ezt
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kovetden centrifugaltuk (16000g, 10 perc; Heraeus Pico 17, Thermo Scientific), majd a
feliiluszohoz 2,5 térfogat izopropanolt adtunk. A 25 perc centrifugalas (16000g; Heraeus
Pico 17, Thermo Scientific) utan a kicsapodott DNS-t 300 ul 70%-os etanollal 6vatosan
mostuk, ismét centrifugaltuk (16000g, 5 perc; Heraeus Pico 17, Thermo Scientific), majd

beszaritas utan 50 pl mennyiségl steril desztillalt vizben feloldottuk.

4.6.7. Kompetens Escherichia coli sejtek készitése

Az E. coli TOP10F vagy XL1-Blue jelzésti baktériumtorzsek LB tapkozegben, 16
oran at nevelt tenyészetébol 1 ml mennyiséget 100 ml LB tapoldatba oltottunk, majd a
baktérium tenyészetet Agg=0,5 - 0,6 érték eléréséig 37 °C-on, 200 rpm rézatds mellett
inkubaltuk. Centrifugalast (2160g, 10 perc, 4 °C; SORVALL-RC-5B, SS-34 rotor)
kovetden a sejteket a frissen leoltott tenyészet térfogataval azonos mennyiségii, 0,1 M-0s
CaCl; oldatban felszuszpendaltuk. Centrifugalas (2160g, 10 perc, 4 °C; SORVALL-RC-
5B, SS-34 rotor) utan az el6z06 1épést megismételtiik, majd 1 6rds jeges vizfiirdoben térténd
inkubaciot kovetden ismét centrifugaltuk a sejteket (2160g, 10 perc, 4 °C; SORVALL-RC-
5B, SS-34 rotor). A kitilepedett sejteket 1/20-nyi térfogatt hideg, 20% (v/v%) glicerint
tartalmazo, 0,1 M-os CaCl, oldatban felszuszpendaltuk, majd -70 °C hdémérsékleten

fagyasztva taroltuk.

4.6.8. Az Escherichia coli sejtek transzformacidja

200 pl fagyasztva tarolt kompetens sejtet jégen felolvasztottunk, majd 100 ul TCM
puffert és 5 - 10 pl ligadtumot (PCR terméket tartalmazo plazmidot) adtunk hozza. Ezutan
az elegyet 25 percig jégen, majd 3,5 percig 37 ©°C-on inkubaltuk. 10 percig
szobahOmérsékleten allni hagytuk, majd ezt kovetdéen a sejteket IPTG és X-Gal
jelenlétében, ampicillin tartalma LB taptalajra szélesztettiik. A Petri-csészéket 37 °C-on,
16 oOrdn at inkubaltuk, majd az inszert DNS-t is tartalmazd plazmidokat hordozé

transzforménsokra szelektaltunk (kék-fehér szelekcional a fehér telepekre).

4.6.9. Szekvenciak meghatarozasa és elemzése

A kiilonb6z6 gombakbol szarmazd B-glikozidaz enzim aminosavszekvencidinak

Osszehasonlitasat  a  ,,Multalin 54.1>”  program segitségével  végeztik
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(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html). A vizsgalatainkban elemzett DNS

szakaszok szekvenalasat az MTA Szegedi Biologiai Kutatokdzpontjaban (ABI 373 tipust
automata szekvenator, Applied Biosystems) végeztettiik.

A nukleotid szekvenciak analizisét nemzetk6zi adatbazisokban (NCBI, National
Center for Biotechnology Information; EMBL, European Molecular Biology Laboratory)
fellelheté szekvencia adatokkal, a BLAST ¢és FASTA programok felhasznalasaval
végeztiik (Altschul ¢és mtsi., 1997). Az enzimfehérje jellemzéséhez a ,ProtParam”
(Gasteiger ¢és mtsi., 2005), mig a szignal peptid meghatarozasdhoz a ,,SignalP” (Bendtsen
¢s mtsi., 2004) programokat alkalmaztuk. A domain keresést és meghatarozast a ,,Motif
Scan (MyHits)” program segitségével végeztiik (Pagni és mtsi., 2007). A fehérje szerkezet
meghatarozds vizsgalatok, 4rpa Exol (NCBI azonositd: AAD23382) templat
felhasznalasaval, a ,,Swiss-Modell” (Arnold ¢és mtsi., 2006) alapjan késziiltek; a
haromdimenzios latvanyterv, valamint a fehérje szekvencia és szerkezet dsszehasonlitds a
Structure based Sequences Alignment Program” (STRAP;

http://www.charite.de/bioinf/strap/) alkalmazasaval késziilt. A programokhoz a svajci

,»Expasy” szerveren (http://www.expasy.ch) keresztiil fértiink hozza.

A filogenetikai vizsgalatok elvégzéséhez sziikséges [-gliikoziddz enzimek
aminosav szekvenciait az NCBI GenBank adatbazisbdl nyertiikk. A jaromsporas gomba
feltételezett B-gliikozidaz enzimek aminosav szekvencia adatait a M. circinelloides (DoE

Joint Genome Institute; M. circinelloides CBS277.49 v2.0; http://genome.jgi-

psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html), a Phycomyces blakesleeanus (DoE Joint Genome
Institute P. blakesleeanus NRRL1555 v2.0; http://genome.jqgi-

psf.org/Phybl2/Phybl2.home.html) és a Rh. oryzae (Broad Institute; Rh. oryzae Database;

http://broadinstitute.org/annotation/genome/rhizopus_oryzae/MultiHome.html) izolatumok

genomszekvencia adatbazisaiban értiik el. Az altalunk kivalasztott kiilcsoportok a glikozid
hidrolaz 3. csaldd (Harvey ¢és mitsi., 2000) focsoportjait képviselik. A szekvencidkat a
kovetkezd stratégia szerint illesztettiik: eldszor egy eldzetes illesztés alapjan szamolt
Neighbour-Joining fa alapjan kijeldltiink nagyobb szekvencia-hasonlosagot mutato
csoportokat, amelyeket ezutan kiilon-kiilon illesztettiink a ProbCons algoritmussal (Do és
mtsi., 2005). A ProbCons-al val6 illesztés soran 10 tanulasi ciklust és 25 utdlagos iterativ
finomito 1épést engedélyeztiink. Ezutan, a kapott illesztéseket "profile" modban illesztettiik
a MUSCLE algoritmus segitségével (Edgar, 2004). A kapott illesztésbol MrBayes 3.1.2
program segitségével becsiiltiink torzsfakat (Ronquist és Huelsenbeck, 2003). A legjobban

illeszkedé evoluciés modellt az analizis soran Reversible-Jump MCMC (Markov Chain
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Monte Carlo) algoritmus segitségével becsiiltik. A Markov lancokat harommillio
generacion at futtattuk, minden szazadik generaciot elmentve mintaként. A ,,burn-in”
értékét 10000 faban allapitottuk meg, és a ,poszt-burn-in” fakbol 50% tobbségi
konszenzus filogramot szamoltunk; 0,95 feletti poszterior valdszinliséget fogadtunk el

szignifikans tdmogatottsdgnak.

4.6.10. Southern-hibridizacio

A R. miehei B-glikozidaz gén kopiaszamanak meghatarozasahoz Southern-
hibridizacios vizsgalatokat végeztiink. A tisztitott genomi DNS-b6l 5 ug mennyiségeket 12
oran at Smal, Scal, Pvull, Xbal, Kpnl és Apal restrikciés enzimekkel emésztettiink, ezt
kovetden az emésztett mintdkat 0,8%-o0s agar6z/TAE gélen valasztottunk el.

Agaroz gélelektroforézist kovetden a gélt depurinald oldatban 20 percig kezeltiik,
majd desztillalt vizes oblitést kovetden denaturald oldatba helyeztiik. 30 perces denaturald
kezelést kdvetden a gélt 30 percre neutralizal6 oldatba tettiikk. Az igy eldkezelt gélt 16 o6ran
keresztiil 20x SSC oldat segitségével blottoltuk a hibridizaciés membranra (Hybond-N+,
Fluka), majd a DNS-t UV fény (2 - 3 perc) segitségével rogzitettiik.

A hibridizaciés membrant legalabb két oran at, kevésbé szigoru koriilmények
kozott 55 °C-on, mig szigorubb feltételek esetén 65 °C-on hibridizacios pufferrel
eldhibridizaltuk, majd 16 o6ran at 55 °C, vagy 65 °C-on, jelolt probat tartalmazo
hibridizacios oldattal (20 ng ml™) hibridizaltunk. A préba jel6léséhez minden esetben a
nem radioaktiv digoxigenines jeldlést alkalmaztuk (PCR DIG Probe Synthesis Kit, Roche)
a gyartd utasitasainak megfeleléen. A jelolt probat hasznalat el6tt minden esetben
denaturaltuk (10 perc 100 °C-os, majd 10 perc jégben torténd inkubacio). A hibridizacids
membrant szobahémérsékleten kétszer 5 percig 2x SSC, 0,1% SDS oldattal, majd kétszer
15 percig 0,5x SSC, 0,1% SDS oldattal 55 °C-on (kevésbé szigora koriilmények), vagy
0,1x SSC, 0,1% SDS oldattal 65 °C-on (szigortbb feltételek) mostuk. Ezt kdvetéen az 1.
detektald pufferrel 1 percig, majd a 2. detektalo pufferrel 30 percig, majd a 2. detektald
puffernez adott 4 ul alkalikus foszfat antitest-konjugatummal (Anti-Digoxygenin-AP,
Roche) jabb 30 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. Kétszer tizendt perces mosast (1.
puffer) kdvetéen a detektalast 3. pufferhez adott 200 ul NBT/BCIP (DIG DNA Labeling
and Detection Kit, Roche) reagenssel végeztiik.
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4.6.11. Az expresszios vektor szerkesztése

A R. miehei B-gliikozidaz enzimet kodolo gén kifejezdédésének vizsgalatara a pTM8
jelzést plazmidot szerkesztettiik. Az elkészitett vektorban a gpd1 (glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz gén, EMBL azonosit6: AJ293012) prométer €s terminalis (gpd1P és gpdlT;
Wolff és Arnau, 2002) régidinak szabalyozasa ala helyeztilk a R. miehei bgl gént. Az
expresszios vektor épitéséhez a pPT43 (Papp €s mtsi., 2006) plazmidot hasznaltuk, amely a
gpdl promoter és terminalis régioit tartalmazza pBluescript 11 SK+ (Stratagene) klonozo
vektorba épitve. A transzformansoknak hordozniuk kell egy (vagy tobb) szelekciot
biztositd gént. Rendelkezésiinkre allt egy leucin és uracil auxotrofidval markerezett M.
circinelloides mutans torzs (MS12), illetve az uracil auxotrofiat komplementalo gént
hordoz6 plazmid: az orotidin-5’-monofoszfat dekarboxilazt kodolo pyrG gén (Benito és
mtsi., 1992) pSP73 (Fermentas) vektorba épitve (pTM7; Lukacs és mtsi., 2009).

A teljes R. miehei bgl gént Notl és Clal restrikcios helyeket tartalmazo
inditoszekvenciak (BGL17 és BGL19, 3. tablazat) segitségével izolaltuk, majd pBluescript
Il SK+ (Stratagene) vektorba klonoztuk. Ezt kovetden Clal és Xbal enzimekkel a bgl gént
kivagtuk, melyet ezutan pPT43 plazmidba épitettiink. Az igy kapott vektor Pvull enzimmel
torténé emésztése utan megkaptuk a M. circinelloides gpdl promoéter és terminalis

régioival Osszeépitett bgl gént, melyet ezutan a pTM7 jelzésii plazmidba épitettiink.

4.6.12. A Mucor circinelloides protoplasztok képzése

A protoplasztalashoz a M. circinelloides MS12 leucin és uracil auxotrof torzsének
sporangiosporait  ¢élesztokivonat-gliikoz  tiptalaj (YEG)  felszinére  helyezett
celofankorongra vittiikk fel oltdé korong segitségével, majd a Petri-csészéket 16 - 20 oran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk (Nagy €s mtsi., 1994). A celofanon nevelt fiatal
telepeket a protoplasztdld oldatba helyeztilk, majd 2 - 3 6rdn at szobahOmérsékleten
inkubaltuk. A sejtfal oldasara sajat készitésti, Helix pomatia litikus enzimet (,,csigaenzim”)
alkalmaztunk. A protoplasztalé enzimoldat a protoplasztok stabilizalasa érdekében 0,8 M
szorbitolt tartalmaz. A protoplasztokat steril gézen torténd szlrés utan centrifugaltuk
(2160g, 15 perc, 4 °C, Hettich Rotanta 460R), majd 2 ml SMC pufferrel t6rténé mosas és
centrifugalas (2160g, 15 perc, 4 °C, Hettich Rotanta 460R) utan 200 pl SMC pufferben
vettiik fel.
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4.6.13. A Mucor circinelloides protoplasztok transzformacioja

Az altalunk alkalmazott modszer a van Heeswijk és Roncero (1984) altal leirt
polietilén-glikol ~ (PEG)  medialt transzformacié  modositasa.  Kétszaz  ul
protoplasztszuszpenzidhoz egységenként 10 ul (kb. 5 pg) pTMS8 plazmid DNS-t, valamint
20 pl PMC puffert adtunk. A mintakat fél oran at jégen tartottuk, ezt kdvetden tovabbi 2,5
ml PMC puffert adtunk hozza, majd 25 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A
protoplasztokat 20 ml SMC pufferrel felhigitottuk, majd centrifugaltuk (2160g, 15 perc, 4
°C, Hettich Rotanta 460R). A kiiilepedett protoplasztokat 5 ml, 0,8 M szorbitolt tartalmazo
YPG tapoldatban vettiik fel, majd fél o6ran at 25 °C-on inkubaltuk (protoplasztok
regeneracidja). Ismételt centrifugalast (2160g, 15 perc, 4 °C, Hettich Rotanta 460R)
kovetden a kiiilepitett sejteket kis mennyiségi SMC pufferben (0,5 ml) felvettiik, majd 0,8
M szorbitollal kiegészitett YNB fedo agarral (1% agar tartalma) dsszekeverve 0,8 M
szorbitolt tartalmazo YNB alaptaptalajokra (2% agar tartalm() 6ntottiik. A Petri-csészéket
a transzformans telepek megjelenéséig (4 - 5 nap) szobahdémérsékleten inkubaltuk. A
transzformansokat a recipiens torzs uracil auxotréfidjanak komplementacidjaval
szelektaltuk. A szelekcio, valamint a transzformansok fenntartasa soran alkalmazott YNB

taptalajokat 200 pg ml™ leucinnal egészitettiik ki.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Jaromsporas gombak B-gliikozidaz termelésének tesztelése

A B-gliikozidaz termelés vizsgalatakor a Gilbertella, Mucor, Rhizomucor ¢és
Rhizopus nemzetségek 95 izolatumat teszteltiik szénforrasként 1% cellobidzt tartalmazo
minimal tapoldatban. Az eredmények alapjan (1. sz. melléklet) kivalasztottuk az egyes
nemzetségek tagjai koziil a legjobb enzimtermelbket, igy Osszesen 16 (6 Mucor, 4
Rhizomucor, 3 Rhizopus és 3 Gilbertella) izolatummal dolgoztunk tovabb. A 16 torzs
esetén, folyadék tenyészetben meghatarozott térfogati aktivitas értékeket a 4. tablazatban
tintettiik fel. A legnagyobb enzimaktivitast a Rhizopus oryzae izolatum mutatta (28,15 U
ml™) folyékony tapkozegben. Erdemes megemliteni, hogy egy Trichoderma viride torzs B-
glilkozidaz termelésének folyadék tenyészetben torténd tesztelésekor, buzakorpa szubsztrat
¢és szojaliszt nitrogénforras alkalmazasa mellett a legnagyobb enzimaktivitasra minddssze
19,92 U ml*? térfogati aktivitast tapasztaltak (Haq és mtsi., 2006).

A folyadék tenyésztés alapjan kivalasztott 16 torzs extracellularis B-gliikkozidaz
aktivitasat szénforrasként buzakorpat tartalmazo kozegben is megvizsgaltuk, ugyanis a
fonalas gomba eredeti B-gliikozidaz enzimek szilard fazisu fermentacios rendszerekben
nagyobb mennyiségben termelédhetnek, amihez a cello-oligoszacharidokban gazdag
mezdgazdasagi hulladék buzakorpa jol alkalmazhatd szubsztrat (Sun és mtsi., 2008). A
buzakorpan torténd tenyésztés soran meghatarozott enzimaktivitas értékeket ugyancsak a
4. tablazatban tiintettiik fel. A szilard fazisu fermentacid a folyadék tenyészetnél altalaban
jelentdsen nagyobb enzimaktivitast eredményezett. A folyadék tenyészet cellobioz tartalma
¢és a buzakorpa celluloz tartalma (11 m/m%) alapjan szamitott (Amrein és mtsi., 2003; He
¢és mtsi., 2006) termékhozamban tobb mint tizszeres ndvekedés figyelheté meg Gilbertella
persicaria, Rhizomucor miehei (C15, R11, R17), Mucor fragilis, M. racemosus f.
chibinensis és Rhizopus microsporus var. oligosporus izolatumok esetén, buzakorpa
szubsztrat alkalmazasakor. A szilard fazisu tenyészetben torténd novekedés a természetes
koriilményekhez kozelebb 4ll, igy feltételezhetden az enzimek szekrécidja is a természetes
allapotban tapasztalt enzimtermeléshez hasonlo, tovabba a szilard fazist fermentacio alatt
a hidrolitikus enzimek felszabadulhatnak a katabolit represszidé hatdsa alol, ami ezen
enzimek magasabb szintli kifejezédéséhez is vezethet (Hu és mtsi., 2009). Az Aspergillus
oryzae P-glikozidaz folyadék tenyészetben sejtfalhoz kotott allapotban talalhatd, mig

szilard fazisu fermentacioban a tapkozegbe szekretalodik (Oda és mtsi., 2006).
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4. tablazat. A tesztek soran jelentds B-gliikozidaz aktivitassal rendelkez6 jaromsporas gomba izolatumok.

Térfogati aktivitas Hozam
|zol4tum Kéd® T‘i"s%gjj;emé“y fe‘:ﬁ;’;': sze‘:::nii‘lf)“ i‘;‘gi‘:‘;‘: Szildrd fézist fermentcié
Umlt Ug?cellobiéz U g™ celluloz Ug™* buizakorpa

Gilbertella persicaria Gl ATCC 201107 2,54 70,9 254 3864 4254
Gilbertella persicaria G2 ATCC 201108 2,74 59 274 3215 354
Gilbertella persicaria Gl14 SZMC 11098 3,16 58,6 316 3193,7 351,6
Mucor amphibiorum M81 CBS 763.74 1,04 1 104 54,5 6
Mucor azygosporus M82 CBS 292.63 0,77 1,6 77 87,2 9,6
Mucor fragilis M13 CBS 236.35 0,85 41,6 85 2267,2 249,6
Mucor guillermondii M83 CBS 174.27 1,78 1 178 54,5 6
Mucor racemosus f. chibinensis M84 CBS 636.67 0,24 6,2 24 337,9 37,2
Mucor corticolus M21 SZMC 12031 5,78 94,9 578 5172,1 569,4
Rhizomucor miehei C15 SZMC 11029 1,25 29,7 125 1618,7 178,6
Rhizomucor miehei R8 NRRL 5282 3,70 38,3 370 2087,4 229,8
Rhizomucor miehei R11 NRRL 5901 0,46 29,2 46 15914 175,2
Rhizomucor miehei R17 ETH M4918 2,15 42 215 2289 252
Rhizopus microsporus var. oligosporus Rh31 NRRL 2710 0,85 18,4 85 1002,8 110,4
Rhizopus oryzae Rh28 NRRL 2908 28,15 17,8 2815 970,1 106,8
Rhizopus niveus Rh40 CBS 403.51 9,92 151 992 823 90,6

A 4. napon mért M. azygosporus, illetve a 2. napon mért M. fragilis enzimaktivitas értékeken kiviil a feltiintetett aktivitasok az inkubacios id6 hatodik napjan meghatarozott
értékek. A folyadék tenyészetekben a Rh. oryzae, a Rh. niveus, valamint a Gilbertella és Mucor izolatumokat 25 °C, mig a Rh. microsporus var. oligosporus és a Rhizomucor
torzseket 37 °C optimalis novekedési homérsékleteken inkubaltuk. A szilard fazisu fermentaciok esetében a legnagyobb enzimaktivitas értékeket a tenyésztési homérséklettol
fliggetleniil tiintettiik fel. * A dolgozatban torténd azonositishoz sziikséges kod.



Az Aspergillus niger NIAB 280 torzs p-gliikozidaz termelését cellobiozt,
kukoricacsovet, a-cellulozt és buzakorpat szubsztratként tartalmazo szilard fazisu
rendszerekben is megvizsgaltak, ahol a buzakorpat tartalmaz6 tenyészetben tapasztaltdk a
legmagasabb térfogati aktivitast (35 U ml'l) ¢és termékhozamot (462 U g'1 buzakorpa;
Rajoka és mtsi., 2006). Az altalunk elvégzett tesztekben a G. persicaria G1 és a Mucor
corticolus torzsek ugyancsak magas enzimaktivitdst és termékhozamot (4254 U g™ és
569,4 U g buzakorpa) mutattak ugyanezen a szubsztraton (4. tablazat). Az Aspergillus
awamori, A. oryzae és A. niger izolatumok buzakorpan toérténé B-gliikkozidaz termelésének
tesztelésekor egyedill az A. oryzae és az A. niger egyiittes tenyésztése soran tapasztaltak
ennél 1ényegesen nagyobb termékhozamot (1475 U g™ buzakorpa; Raza és mtsi., 2011).

A j6 PB-glikozidaz termelést mutatd izolatumok kozil 10 torzs esetében az
inkubécios hémérséklet enzimtermelésre gyakorolt hatdsat is megvizsgaltuk (4. abra). 25
°C-on kiemelkedd enzimtermelést a G. persicaria, valamint a Rhizopus niveus és a Rh.
oryzae izolatumok mutattak. A G. persicaria optimalis novekedési hdmérséklete a 25 - 30
°C kozotti tartomanyban talalhato. A R. mieheli, illetve a Rh. microsporus var. oligosporus
termofil gombak (optimdlis ndvekedési hdomérsékletik 30 °C felett van) ezen a
hémérsékleten lassan novekednek, [-glikozidaz termelésiik pedig meglehetésen
alacsonynak mutatkozott (4A. abra).

A tenyészetek 30 °C-on torténd inkubalasa soran a Gilbertella és a R. miehei (R8 és
R17) izolatumok bizonyultak a legjobb termeldnek. A kisérletekben alkalmazott négy
hémérséklet koziil a Rhizomucor torzseknél itt tapasztalhato a legmagasabb enzimaktivitas.
A Rh. oryzae és a Rh. niveus izolatumok kivonataiban a 25 °C-on mért aktivitashoz
hasonlo értékeket kaptunk. Altalanosan azt tapasztaltuk, hogy 30 °C hémérsékleten mind a
szobahdmérsékletet (mezofil), mind a magasabb hdmérsékletet kedveld (termofil) torzsek
egyarant jO B-gliikkozidaz termelést mutattak (4B. abra).

40 °C-on a termofil R. miehei izolatumok kivonatai mutattdak a legnagyobb
aktivitast, ezen beliil is a C15 klinikai izolatum bizonyult a legjobb termelének. Erdemes
megemliteni, hogy jelentds enzimtermelést sikeriilt kimutatni a Rh. oryzae, a Rh.
microsporus var. oligosporus, valamint a Rh. niveus gombak kivonataiban is (4C. abra).

A termofil R. miehei izolatumokat 50 °C hOmérsékleten is teszteltiik, ahol
ugyancsak kiemelkedd [-gliikozidaz termelést tapasztaltunk; az R11 térzs mutatta a
legmagasabb enzimaktivitast (4D. dbra). Az 50 °C hdmérsékleten, buzakorpa szubsztraton
tenyésztett R. miehei YH-10 izolatumnal szintén magas enzimtermelést tapasztaltak

(Yoshioka és Hayashida, 1980).
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4. abra. Jaromsporas gombak B-gliikozidaz termelése 25 °C (A), 30 °C (B), 40 °C (C) és 50 °C (D)
hémérsékleten, buzakorpan tenyésztve (az inkubacids id6 hatodik napjan mért enzimaktivitas értékek).
1 — Gilbertella persicaria G1; 2 — G. persicaria G2; 3 — G. persicaria G14; 4 — Rhizomucor miehei R8; 5 —
R. miehei R11; 6 — R. miehei R17; 7 — R. miehei C15; 8 — Rhizopus microsporus var. oligosporus; 9 —
Rhizopus oryzae; 10 — Rhizopus niveus.

5.2. A B-gliikozidaz enzimek vizsgalata nyers kivonatban

A PB-glikoziddz enzimek tovabbi tisztitasra és részletes jellemzésre torténd
kivalasztasahoz kiilonbozé eldkisérletek elvégzését tartottuk sziikségesnek, melyeknél az
etanol, a glik6éz (kompetitiv gatloszer), a savas pH, valamint a hdémérséklet
enzimaktivitidsra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. A kisérletek sordn, szilard fazist
fermentaciot kovetden, a 4. tablazatban felsorolt izolatumok nyers enzimkivonataiban jelen

levo B-gliikozidaz enzimeket teszteltiik.

Az etanol és gliikdz hatasanak vizsgilata

A B-gliikozidazok etanol érzékenységének vizsgalata a borgyartas folyamataiban
torténd alkalmazhatosag szempontjabol fontos (Cabaroglu és mtsi., 2003). A Rhizomucor,
a Rh. oryzae (Rh28), a Rh. microsporus var. oligosporus (Rh31) és a M. fragilis (M13)
izolatumok 4altal termelt [-gliikoziddzok esetén alacsony koncentracioju etanol
alkalmazasakor jelentds enzimaktivitas emelkedést tapasztaltunk (5. &bra). Erdemes
megemliteni, hogy a Rhizomucor enzimeknél magas etanol koncentracio (30%, v/v) esetén
IS megmaradt az enzimek aktivitasanak 60%-a. Az egyéb Mucor és Rhizopus, illetve a

Gilbertella izolatumok enzimaktivitasat mar alacsony koncentracioban is gatolta az etanol.
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Az etanol enzimaktivitasra gyakorolt hatdsaval

foglalkozunk.

részletesen az 5.4.6.
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5. abra. A Rhizomucor (A), Mucor (B), Rhizopus (C) és Gilbertella (D) B-gliikozidazok aktivitasanak

s

A glikoz (1%, m/v) erds gatloszernek bizonyult a Gilbertella, Rhizopus és
Rhizomucor B-glilkozidazok esetében (5. tablazat). A vizsgalt torzsek kozil a Mucor
izolatumok enzimjeinél tapasztaltunk enyhe toleranciat a gliikozra, kiilondsen a M.
guillermondii, a M. fragilis és a M. corticolus izolatum esetében (30,8%, 30,2% és 36,8%
maradék aktivitas). A glilkéz enzimaktivitasra gyakorolt gatld hatasaval részletesen az
5.4.4. fejezetben foglalkozunk.

Az etanol, mint a transzgliikkoziddz aktivitas akceptora, befolyasolhatja a hidrolizis
termékeként keletkezd glilkdz kompetitiv gatldo hatasat, ennek kovetkeztében a két anyag
egylittes hatasat is megvizsgaltuk azoknal az enzimeknél, melyeknél az el6z6 kisérletekben
enzimaktivitds emelkedést tapasztaltunk etanol jelenlétében. A tesztek soran vizsgalt
izolatumoknal minden esetben alacsonyabb gatlast tapasztaltunk glikoz (1%, m/v) és
etanol (10%, v/v) egyiittes jelenlétében, mint gliikoz egyediili alkalmazasakor (6. tablazat).
Erdemes megemliteni, hogy etanol hozzaadasa utan a gliikoz gatlo hatasa a R. miehei (RS,
C15) és a Rh. oryzae izolatumok esetében érvényesiilt a legkevésbé. Az etanol jelenlétében

torténd transzglikozilacio vizsgalataval részletesen az 5.5.2. fejezetben foglalkozunk.
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5. tablazat. A gliikoz, a savas pH ¢€s a hkezelés hatdsa az izolatumok enzimaktivitasara. A maradék aktivitas
a kezeletlen kontroll (100%) aktivitasanak szazalékos aranya.

Maradék aktivitas (%)

Izolatumok Glikoz2 pH40° _ 75°C° _ 75°C°

Gilbertella persicaria G1 8 43,3 2,9 2,2
Gilbertella persicaria G2 7,5 44,1 0,5 7,5
Gilbertella persicaria G14 8,3 44,2 1 0

Mucor amphibiorum 25,0 79,4 57 12,8
Mucor azygosporus 22,0 62,4 6,4 0

Mucor fragilis 30,2 98,4 2,1 0,7
Mucor guillermondii 30,8 27 7,4 13,3
Mucor racemosus f. chibinensis 15,7 119,6 6,8 0,36
Mucor corticolus 36,8 74,2 0,2 3.4
Rhizomucor miehei C15 13,0 89,6 10,7 92,8
Rhizomucor miehei R8 13,8 79,7 29,1 60
Rhizomucor miehei R11 12,8 105,6 7,5 82,8
Rhizomucor miehei R17 13,9 113,9 4.4 79,8
Rhizopus microsporus var. oligosporus 14,7 104,2 8 26,1
Rhizopus oryzae 13,5 88,5 10,5 11,1
Rhizopus niveus 6,2 45,1 12,6 8,1

*Gliikoz koncentracio: 10 mg ml™. "Maradék aktivitas a pH 6,0 értéken mért aktivitis szdzalékos arénya.
°Nyers extraktum 5 percig tartd hokezelése. YCellobiéz hozzaadasaval 5 perces hokezelés.

6. tablazat. Az etanol enzimaktivitasra gyakorolt hatasa gliikdz jelenlétében. A relativ aktivitas az 1%
(m/iv%) glitkozt tartalmazoé kontroll (100%) aktivitasanak szdzalékos aranya (etanol koncentracio: 10 v/v%).

Izolatumok Relativ aktivitas

(%)
Rhizomucor miehei R8 217,4
Rhizomucor miehei R11 203,1
Rhizomucor miehei R17 194,2
Rhizomucor miehei C15 215,4
Rhizopus oryzae 222,2
Rhizopus microsporus var. oligosporus 149,7
Mucor fragilis 155,6

Sav- és homeérséklet tolerancia vizsgalatok

A savas pH enzimaktivitdsra gyakorolt hatasdnak vizsgdlatdhoz pH 4,0 értékre
beallitott acetat puffert hasznaltunk. A maradék aktivitas kiszamitasakor a pH 6,0 értéken
meért aktivitas adatokhoz viszonyitottunk. A R. miehei R11 és R17, a Rh. microsporus var.
oligosporus ¢és a M. racemosus f. chibinensis torzsek [-gliikozidazainal enyhe
enzimaktivitas emelkedést tapasztaltunk pH 4,0 értéken, ami ezen enzimek acidofil jellegét
sugallja (5. tablazat); az enzimek homogenitasig torténd tisztitasa, valamint pH optimum és
stabilitds tartomanyainak pontos megallapitasa folyamatban van. Az eddig ismert
jaromsporas gomba fB-gliikozidazok pH optimuma pH 5,0, vagy ennél kissé¢ magasabb
tartomanyokban van, tovabba széles pH stabilitassal rendelkeznek, igy ezen enzimek savas
koriilmények kozott végbemend biotechnologiai folyamatokban szintén alkalmazhatok

(Yoshioka és Hayashida, 1980; Borgia és Mehnert, 1982; Petruccioli és mtsi., 1999; Takii
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és mtsi., 2005). Az alkohol- és a savtolerancia a borgyartas soran iz- és aromaanyag
felszabaditoként alkalmazott enzimek fontos tulajdonsaga. A savas pH a M. guillermondii
és a R. miehei R17 izolatumok p-glikozidiazainak enzimaktivitisat gatolta a
legerételjesebben. A G. persicaria izolatumok altal termelt enzimek kézepes savtoleranciat
mutattak.

A homérséklet tolerancia vizsgalatoknal 75 °C-on 5 percig hokezeltik a nyers
kivonatokat, mely a legtobb torzsnél szamottevé enzimaktivitas csokkenést okozott (5.
tablazat). A legmagasabb maradék enzimaktivitast a R. miehei R8 torzsnél figyelhettiik
meg (29,1%).

Cellobioz védo hatas vizsgalatok

A B-gliikoziddz enzimek rendszerint egy hdmérséklet tolerancidban szerepet jatszo
szénhidrat lanccal rendelkeznek, melynek hasitasa a hdstabilitas csokkenését eredményezi
(Woodward ¢és Wiseman, 1982). A helyes konformacid megtartasaval a szubsztrat
megvédheti az enzimet a hdinaktivaciotol (Harnpicharnchai és mitsi., 2009). Ennek
vizsgélatdhoz 5 mM cellobi6z jelenlétében megismételtik a 75 °C-os hdkezelést (5.
tablazat). A R. miehei izolatumok ebben a rendszerben termotoleransnak bizonyultak; mind
a négy torzsnél 60% feletti maradék aktivitast tapasztaltunk. A tobbi izolatum

enzimaktivitasat szamottevéen nem befolyasolta a cellobidz hozzaadasa.

5.3. A B-gliikozidaz enzimek izolalasa

A B-gliikozidazok tisztitasat a R. miehei R8, a M. corticolus M21, a G. persicaria
G1 és a Rh. niveus Rh40 izolatumokbol kezdtiik meg. A gombatorzsek buzakorpan torténd
tenyésztésével nagy enzimaktivitasu nyers kivonatokat sikertilt eléallitanunk, melyekbol
négy lépésben SDS-PAGE homogenitasig tisztitottuk a termelt enzimeket. Az egyes
tisztitasi 1épések wutani Osszfehérje koncentraciok, valamint a csapadékokban ¢és
feliiluszokban kimutatott B-gliikkozidaz aktivitas értékeit a 2. sz. mellékletként csatolt
tablazatok tartalmazzak.

Ammonium—szulfatos kicsapdas. A nyers kivonat ammonium-—szulfattal torténd
frakcionalt kisozasat kovetéen a legnagyobb enzimaktivitast a 70% és 85%
sokoncentraciok kozotti tartomanyon kapott csapadékban mutattuk ki.

Meéretkizardsos és anioncserélé kromatogrdfia. A Kisozasi 1épések utan a

legnagyobb enzimaktivitast mutatdé tomény frakcid tovabbi tisztitdsa méretkizarasos és
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anioncseréld kromatografiai modszerekkel tortént harom 1épésben (Sephadex G-100,
Macro-Prep HQ anioncseréld oszlop, Sephacryl S-200HR). A tisztitasi folyamat minden
Iépése utan Osszfehérje koncentracot, valamint enzimaktivitast mértiink. A tisztitott
enzimek specifikus aktivitisara R. miehei, M. corticolus, Rh. niveus és G. persicaria
izolatumoknal rendre 62,2, 118,5, 70,6 és 121,1 U mg'1 értékeket mértiink a negyedik 1épés
utan.

Az egyes tisztitasi 1épések soran létrehozott kivonatokban, illetve frakciokban
talalhatd fehérjék elvalasztasat SDS poliakrilamid gélen végeztiik. Az elektroforetikus
elvalasztas és a festés utan a B-glikoziddz enzim tisztuldsa az enzimaktivitas értékek és a
kapott mintazat 0sszehasonlitasaval kovethetd. A kiilonb6zé kromatografids modszerek
utani  legnagyobb  enzimaktivitdsu  frakciokban taldlhatdé  fehérjék  denaturald
gélelektroforézist kovetd elektroforetikus mintdzata a 6. dbran lathato.

A jelen vizsgalatokkal egy idoben folytatott molekularis elemzések soran izolalt R.
miehei R8 B-gliikozidaz génbdl levezetheté aminosavsorrend alapjan kovetkeztetni tudtunk
az enzimek feltételezett molekulaméretére. A harmadik kromatografias 1épést koveto,
legmagasabb aktivitast mutatd frakciok elektroforetikus elvalasztasa utan a 75 - 80 kDa
koriil kivehetd hatarozott savokat feltételezziik a keresett enzimfehérjéknek, melyek koziil
a R. miehei izolatumbdl tisztitottnak az LC-MS analizisét is elvégeztiikk. A kapott LC-MS
eredményekkel az 5.7.2. fejezetben foglalkozunk részletesen. Tudomasunk szerint
munkankat megel6z6en minddssze a M. racemosus (oldott és sejtfalkotott; kb. 91 kDa;
Borgia és Mehnert, 1982), a M. circinelloides LU M40 (94,8 kDa; Petruccioli és mitsi.,
1999), a Rh. oryzae MIBA348 (105 kDa; Takii és mtsi., 2005), valamint a R. miehei YH-
10 (Yoshioka és Hayashida, 1980) jaromsporas gombakbol tisztitottak B-gliikozidazokat.
Az utobbi izolatumnal szintén Két enzimet azonositottak, melyeknek molekulatomegére
vonatkozoan nincs rendelkezésiinkre 4116 adat.

A tisztitott R. miehei és G. persicaria p-gliikozidazok izoelektomos pontjait Novex
pH 3,0 - 10,0 IEF (Invitrogen) gél felhasznalasaval allapitottuk meg, mely az eldbbi
izolatum enzimjénél 4,6, mig az utodbbi torzsnél 4,9 koriili értéknek bizonyult. Az eddig
tisztitott egyéb jaromspdras gomba B-gliikozidazok izoelektromos pontjairdl nincs pontos
adatunk, azonban szintén savas tartomanyban mért értékkel rendelkezd enzimeket
azonositottak az Aspergillus kawachii (4,5; Iwashita és mtsi., 1998), az Aspergillus
aculeatus (3,5; Sakamoto és mtsi., 1985), az A. niger (3,2; Yan és Lin, 1997), valamint az

Acremonium persicinum (4,3; Pitson és mtsi., 1997) altal termelt enzimeknél is.
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6. abra. A Rhizomucor miehei (A), a Mucor corticolus (B), a Rhizopus niveus (C) és a Gilbertella persicaria
(D) B-glikkozidaz enzimek tisztulasanak folyamata denaturalo gélelektroforézissel kovetve.
1: Sephadex G-100 utan; 2: Macro-Prep HQ anioncseréld utan; 3: Sephacryl S-200HR utan; M: SeeBlue Plus
2 molekulaméret sztenderd (Invitrogen). A nyil a tisztitott B-glilkozidaz enzimeket jeloli.

5.4. A B-gliikkozidaz enzimek biokémiai jellemzése

A tisztitott R. miehei R8, M. corticolus M21, Rh. niveus Rh40 és G. persicaria G1
B-gliikkozidaz enzimek biokémiai jellemzését az enzim hidrolitikus aktivitasara hatd szamos
tényezé figyelembe vételével végeztilk. Az enzimaktivitas valtozasat pPNPG szubsztrat,
valamint dinitro-szalicilsav és gliikoz oxidaz/peroxidaz reagensek felhasznalasaval

kovettik.
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5.4.1. Hémérséklet optimum ¢és stabilitas

Az enzimaktivitds hémérsékleti optimumanak és stabilitdsanak megallapitasat 20
°C ¢és 80 °C kozotti homérsékleti tartomanyban végeztilk. Az optimum méréseknél a
maradek aktivitast szazalékban adtuk meg, 100%-nak tekintve a legmagasabb értéket. A
stabilitasi vizsgalatoknal relativ aktivitast hataroztunk meg, a viszonyitasi alap az azonos
hémérsékleten 30 perces reakcididével mért érték volt. A vizsgalt térzsek altal termelt B-
gliikozidaz enzim hémérsékleti optimumara eltéré eredményeket kaptunk (7. abra); az

optimum elérése utan az enzimaktivitas gyorsan lecsokkent.
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7. abra. A Rhizomucor miehei (A), a Mucor corticolus (B), a Rhizopus niveus (C) és a Gilbertella persicaria
(D) izolatumok altal termelt B-gliikozidaz enzimek hémérséklet optimuma és stabilitasa.

A termofil R. miehei izolatum altal termelt B-gliikkoziddz enzim aktivitasanak
optimumat 65 °C kortil allapitottuk meg (7A. abra). Az optimalis hdmérsékleten az enzim
nem bizonyult stabilnak, ezért a kés6bbiekben 50 °C hémérsékleten végeztiik a méréseket.
A vizsgalt B-gliikozidazok koziil a Rhizomucor enzim termotoleransnak mutatkozott.

A M. corticolus, a Rh. niveus és a G. persicaria enzimek homérsékleti optimumat
egyarant 50 °C koriil hataroztuk meg (7B, C, D. abra). A M. corticolus és a G. persicaria
enzimekkel Osszehasonlitva a Rh. niveus B-gliikozidaz kissé magasabb homérsékleti

stabilitdst mutatott. Az elébbi két enzim 40 °C hdmérsékletig megdrzi stabilitasat, viszont
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50 °C felett az enzim mar nem stabil, a 4 o6ras inkubacié alatt elveszitette aktivitasat. A Rh.
niveus esetében azonban 50 °C-on még 35% relativ enzimaktivitas értéket tapasztaltunk.
Tisztitott és jellemzett jaromsporas gomba B-gliikkozidaz enzimeknél a M. circinelloides
esetén 40 °C, mig a Rh. oryzae MIBA348 izolatumnal 50 °C hémérsékleteken allapitottak
meg az optimumot (Petruccioli és mtsi., 1999; Takii és mtsi., 2005); az enzimek 60 °C

korili inaktivacios hOmérséklettel rendelkeztek.

5.4.2. pH optimum ¢és stabilitas

Az enzimaktivitasok pH optimumat és stabilitasat a pH 2,2 és pH 8,0 kozotti
tartomdnyban vizsgaltuk.

A vizsgalt izolatumok altal termelt B-glikkozidaz enzimek pH optimuma a pH 5,0 -
5,5 tartoményba esett (7. tablazat). A tesztek soran pH 7,5 értéken mar nem tapasztaltunk
enzimaktivitast egyik enzimnél sem. A R. miehei B-gliikozidaz azonban alacsony pH
értéken (pH 3,0) is megodrizte aktivitdsanak 20%-at, melyet a tobbi enzimnél nem
tapasztaltunk. A legtobb mikrobialis forrasbol szarmazo B-glitkkozidaz pH optimuma savas
értékeken taladlhatod, azonban aktivitasukat széles pH tartomanyban megérzik. A tisztitott
Rh. oryzae B-gliikozidaz pH optimumat 5,0, mig a M. circinelloides linamaraz enzimét pH
5,5 korill hataroztadk meg (Takii és mtsi., 2005; Petruccioli és mtsi., 1999). Erdemes
megemliteni, hogy a R. miehei YH-10 gombatorzs altal termelt B-glitkozidaz esetében pH
8,0 koriili optimumot regisztraltak (Yoshioka és Hayashida, 1980), mely nagymértékben
eltér az altalunk vizsgalt R. miehei izolatumnal tapasztalt pH 5,0 értéktol.

7. tablazat. A kiilonboz6 izolatumok altal termelt $-gliikozidaz enzimek pH optimuma és stabilitasa.

Rhizomucor Mucor n " Gilbertella
s : Rhizopus niveus e
miehei corticolus persicaria
Optimum 5,0 5,0 55 55
Stabilitas 4,0-6,0 45-70 45-70 45-70

A Rhizomucor B-gliikozidaz pH 4,0 - 6,0, mig a tobbi vizsgalt enzim pH 4,5 - 7,0
tartomanyban az azonos pH értéken, 30 perces reakcioidovel mért aktivitas 80 - 100%-at
megdrizte, azaz stabilnak bizonyult (7. tdblazat). Az eddig vizsgalt jaromspdras gomba [3-
gliikkozidazok 2,5 - 10,0 (R. miehei YH-10; Yoshioka és Hayashida, 1980), 3,0 - 7,1 (M.
circinelloides; Petruccioli és mtsi., 1999), valamint 3,8 - 7,1 (Rh. oryzae; Takii és mtsi.,
2005) tartomanyokon aktivak.
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5.4.3. Szubsztrat specifitas vizsgalatok

A B-glikozidaz a B-(1—4) glikozidos kdotéseket hidrolizélja, ugyanakkor képes
lehet a B-(1—2), a B-(1—3) és a B-(1—6) kotések bontasara is. Az enzimek szubsztrat
specifitasanak elemzésekor kiilonboz6é kotéssel kapcsolddod oligo- és poliszacharidok,
illetve aril-glikozidok jelenlétében vizsgaltuk az altalunk tisztitott R. miehei, M. corticolus,
Rh. niveus és G. persicaria enzimek hidrolizalo képességét. A szubsztrattdl fiiggben az
enzimek aktivitasat a felszabadult gliikkoz (dinitro-szalicilsav vagy gliik6z oxidaz/peroxidaz
reagensek), vagy p-nitrofenol (405 nm) fotometrias mérésével allapitottuk meg.
Kontrollként a cellobidz és a pNPG hidrolizisénél tapasztalt optikai denzitas értéket vettiik
alapul.

A hidrolizis mértéke elsésorban a B-(1—4) kotéseket tartalmazd szacharidokon
bizonyult jelentdsnek, azonban enyhe enzimaktivitast a B-(1—2) kotést tartalmazo
szofor6z esetében is sikeriilt kimutatnunk (8. tablazat). Egyik enzimnél sem volt mérhetd
aktivitds szachardz, szalicin, trehaldz, amigdalin, B-D-gliikdn, pusztulan (oldhatatlan (-

gliikkan), pachyman ¢és laminarin (oldhat6 B-1-3 gliikan) esetében.

8. tablazat. Kiilonb6z6 szubsztratok Rhizomucor miehei (R8), Mucor corticolus (M21), Rhizopus niveus
(Rh40) és Gilbertella persicaria (G1) p-gliikozidazokkal végzett hidrolizisének mértéke.

Hidrolizis mértéke (%)

Szubsztrat Kotés tipusa R8 M21 Rh40 Gl
Szacharidok
Cellobidz B-(1—4) glikozid 100 100 100 100
Laktoz B-(1—4) galaktozid 23 n. a. n. a. n. a.
Celluléz B-(1—4) gliikozid 2 1 5 3
Szofor6z B-(1—2) gliikozid 6 7 17 15
Maltoz a-(1—4) gliikozid 14 n. a. n. a. n. a.
Aril-glikozidok
p-nitrofenil-B-D- T
gliikopiranozid B-gliikozid 100 100 100 100
p-nitrofenil-a-D- T
gliikopiranozid a-glikozid 14 1 7 1
p-nitrofenil-N-acetil-p-D- T
gliikézaminid B-glikozid 14 0,2 0,4 0,2
p-nitrofenil-B-D- T
cellobiozid B-gliikozid 12 12 6 15
p-nitrofenil-o-D- o-galaktozid 17 1 5 0,7
galaktopiranozid
p-nitrofenil-B-D- B-galaktozid 69 0 2 0

galaktopiranozid

n. a.: nincs adat
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A B-glikozidaz enzimek néhany képviseléje a laktozt glilkdzra és galaktdzra
hidrolizalja, azaz galaktozidaz aktivitassal is rendelkezik (Ishikawa és mtsi., 2005).
Vizsgalataink soran a R. miehei enzim szamottevé mértékben hidrolizalta a B-galaktozid
kotéssel rendelkezé laktoz és p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid szubsztratokat is (8.
tablazat). A Mucor, a Rhizopus és a Gilbertella enzimekkel egyediil a szintetikus p-
nitrofenil-B-D-galaktopiranozid szubsztrat hasitasat teszteltiik, ahol nem, vagy csak nagyon
enyhe mértékben tapasztaltunk enzimaktivitast. Erdemes megemliteni, hogy a R. miehei B-
gliikkozidaz kisebb mértékben az a-gliikkozid ko6tést tartalmazo maltoéz és p-nitrofenil-a-D-
gliikkopiranozid szubsztratokat is képes hidrolizalni. Tudomdsunk szerint eddig csak
néhany, a-gliikozid kotést is bontani képes gomba [-gliikozidazt izolaltak; a Botrytis
cinerea és az A. oryzae esetében talaltak hasonld tulajdonsaggal rendelkez6 enzimet
(Gueguen ¢és mitsi, 1995; Riou és mtsi., 1998). A PB-glikozidaz enzimek N-
acetilgliikozaminidaz aktivitassal is rendelkezhetnek (Mayer és mtsi., 2006), melynek
vizsgalatat p-nitrofenil-N-acetil-p-D-gliikozaminid alkalmazasaval végeztiik (Borooah és
mtsi., 1961). A tesztek soran a R. miehei és a Rh. niveus B-gliikoziddz enzimeknél
tapasztaltunk Kismértékii hidrolizist.

Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a R. miehei altal termelt enzim a széles
szubsztrat specifitast B-glikozidazok csoportjaba tartozik. Az eddig izolalt jaromsporas
gomba B-gliikozidazok az enzimaktivitds meghatarozasahoz altalanosan alkalmazott
cellobidz és a pNPG szubsztratokat ugyancsak jol hidrolizaljak (Yoshioka és Hayashida,
1980; Borgia ¢s Mehnert, 1982; Petruccioli és mtsi., 1999; Takii és mtsi., 2005). Tovabbi
szubsztratok bontasat részletesen csak a Rh. oryzae MIBA348 és a M. racemosus
izolatumok altal termelt enzimeknél vizsgaltdk. Az altalunk tesztelt szubsztratok koziil a
Rhizopus enzim a szalicint és az amigdalint kis mértékben hidrolizalta, mig malt6zon,
laktozon és p-nitrofenil-a-D-gliikopiranozidon nem volt mérhetd enzimaktivitas (Takii és
mtsi., 2005). A Mucor enzim vizsgalatakor nem mutattak ki hidrolizist malt6z, szacharéz,
celluloz, trahaléz €s laktdz szacharid szubsztratok alkalmazasa esetén (Borgia és Mehnert,
1982). A cianogén gliikkozidok hasitasat a M. circinelloides LU M40 jaromsporas
gombatdrzs esetén jellemezték részletesen, ahol a prunazin, az amigdalin, a szambunigrin
¢és a taxifillin szubsztratokon figyeltek meg jelentds enzimaktivitast (Petruccioli és mtsi.,
1999). Az altalunk elvégzett tesztekben egyik vizsgalt enzimnél sem tapasztaltunk
szamottevd hidrolizist amigdalin szubsztrat jelenlétében, ezért folyamatban van tovéabbi

cianogén gliikkozidok bontasanak tanulményozasa.
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5.4.4. Mono- ¢és diszacharidok enzimaktivitasra gyakorolt hatasa

A kiilonb6zé mono- és diszacharidok hidrolitikus aktivitasra gyakorolt hatasat
gliikoz, laktoz, arabindz, fruktdz, galaktdz, szachardz €s xiloz kiillonbozo koncentracioban
torténo alkalmazasaval vizsgaltuk.

Ismert, hogy legtobbszor a hidrolizis fo termékeként keletkezé gliikdz nagyon erds
kompetitiv gatlast fejt ki a gomba B-gliikkozidaz enzimekre (Woodward és Wiseman, 1982;
Kwon ¢és mtsi.,, 1992; Watanabe és mtsi, 1992). A nyers Kkivonatokkal végzett
vizsgalatoknal a gliikdoz mar 1% (m/v%) koncentracidban is jelentdsen gatolta az egyes
izolatumok enzimjeit (5. tablazat). Az altalunk tisztitott és jellemzett enzimek nem, vagy
csak meglehetdsen alacsony gliikdz toleranciat mutattak, kozilik egyediil a M. corticolus
B-gliikozidaz emelhetd ki, mely 20 mg ml™ glikéz jelenlétében kezdeti hidrolitikus
aktivitasanak 31%-at megoérizte. A gliikozra szamitott gatlasi allando (K;) R. miehei esetén
alkalmazasa mellett, a Dixon-féle eljarassal hataroztuk meg (Dixon, 1953). A t6bbi
vizsgalt enzimnél a glitkdzra szamitott gatlasi allandé meghatarozasa folyamatban van.

Az eddig izolalt jaromsporas gomba B-gliikozidaz enzimeknél tudomasunk szerint
nem hataroztak meg glikkozra gatlasi allandot, azonban szamos egyéb fonalas gomba
enzimet mar ebbdl a szempontbol is jellemeztek. Irodalmi adatok szerint a legtobb fonalas
gomba B-glikozidaz glikoz gatlasi allanddja a 0,5 - 100 mM kozotti tartomanyban
talalhato (Eyzaguirre és mtsi., 2005). Az A. oryzae esetén 2,9 mM (Langston és mitsi.,
2006), a Trichoderma reesei enzimeknél 3,25 mM (Chauve és mtsi.,, 2010), mig a
Penicillium decumbens gombanal 0,24 - 0,29 mM (Mamma és mtsi., 2004) gatlasi allandot
allapitottak meg. Az A. niger esetén pNPG szubsztrattal 2,7 mM, mig cellobioz
alkalmazésaval 3,4 mM gatlasi allandot hataroztak meg (Chauve és mtsi., 2010). Néhany
biotechnologiai folyamat nagy gliikoz toleranciaju enzimeket igényel, azonban csak kevés
ilyen tulajdonsaggal rendelkezd [B-glikkozidaz ismert, melyek koziil az A. oryzae altal
termelt HGT-BG enzimnél 1,36 M gatlasi allandot hataroztak meg (Riou és mtsi., 1998).

A laktoz, arabindz, fruktdz, galaktoz, szachardz és xildz enzimaktivitasra gyakorolt
hatasanak vizsgalatakor az adott mono- vagy diszacharidot 5 - 20% (m/v%)
koncentracioban alkalmaztuk (8. abra). A R. miehei, Rh. niveus és G. persicaria
enzimeknél az alacsony koncentracidoban alkalmazott frukt6z enyhén fokozta, a szachar6z
jelenléte viszont a Rhizomucor enzim aktivitasat jelentésen, mig a Rh. niveus és G.

persicaria enzimekét kisebb mértékben novelte. A laktoz mar 5% (m/v%)
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koncentracioban, az arabindz ¢és a galaktéz azonban csak nagyobb mennyiségben
alkalmazva gatolta az enzimek hidrolitikus aktivitasat. A laktdz esetén valoszinilileg a
szubsztrat hidrolizise soran felszabadult gliilkéz gatolhat, melynek jellemzése tovabbi
vizsgalatokat igényel, ugyanis a Rh. niveus és a G. persicaria enzimeknél nem

tapasztaltunk aktivitast p-nitrofenil--D-galaktopiranozid szubsztraton.
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8. abra. Mono- és diszacharidok Rhizomucor miehei (A), Mucor corticolus (B), Rhizopus niveus (C) és
Gilbertella persicaria (D) izolatumok &ltal termelt p-gliikozidaz enzimekre gyakorolt hatasa.

A M. corticolus B-gliikozidaz altal katalizalt pNPG hidrolizis jelentds emelkedést
mutatott laktdz, fruktdéz, galaktdoz és szacharoz jelenlétében, mely az enzim magas
transzgliikozidaz aktivitasat feltételezi (8B. abra). A szacharidok 20% (m/v%)
koncentracioban torténd alkalmazasakor sem csokken az enzimaktivitas a kontroll
reakcioban mérhet6 érték ala. Az A. oryzae gomba altal termelt B-gliikkozidaz (HGT-BG)
enzimnél szintén nem tapasztaltak gatlo hatast 15% (m/v%) fruktdz, galaktdz, szacharoz,
laktoz, arabindz és xildz jelenlétében (Riou és mtsi., 1998). A fruktdz és szachardz a nem
redukalo cukrok kozé tartozik. Aktivitast emeld hatasuk abbdl adodhat, hogy egy ellentétes
iranya reakcio is végbemegy, melyben az enzim a keletkez6 gliik6zt hozzakapcsolja a

jelenlévo cukrokhoz, igy csokken a termékgatlas.
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5.4.5. Lehetséges gatloszerek vizsgalata

Kiilonboz6é fémsok (HgCl,, CuSO4, ZnCly, MnCl,, CaCly, MgSO,., NaCl, KCI,
CoCl,), fehérjeszerkezetre hatd gatloszerek (NBS, DMSO, EDTA, SDS), valamint a
gliikonsav-o-lakton B-gliikkozidaz aktivitasra gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk. A fémsok
¢és reagensek tisztitott R. miehei, M. corticolus, Rh. niveus és G. persicaria enzimek
hidrolitikus aktivitasara gyakorolt hatasat a 9. tablazatban tiintettiik fel.

A felhasznalt fémsok és reagensek eltéré mértékben modositottak a tisztitott
enzimek aktivitasat. A Hg*" és Cu?* nagyon erds gatloszernek bizonyult, ezért feltehetleg
a megfelelé enzimmiikodéshez tiol-csoport jelenléte is sziikséges (Wallecha és Mishra,
2003). A tiol-csoport az aktiv B-glikkozidazok globularis szerkezetének fenntartasaban
lehet nélkiilozhetetlen (Riou és mtsi., 1998), azonban néhany gomba enzim esetén a
katalizisben betoltott szerepe is jelentds (Mata és mitsi., 1993; Wallecha és Mishra, 2003).
A reagensek koziil erés gatlast az NBS jelenlétében tapasztaltunk, mely a triptofan
katalizisben betdltott szerepét valoszinisiti (Riou és mtsi., 1998; Sharmila és mitsi., 1998).
A Zn*" és a Cu?* részleges vagy teljes gatlasa savas (Asp és Glu) és bazikus (Arg, Lys és
His) aminosavak aktiv centrumban torténd jelenlétére is utalhat (Geiger és mitsi., 1999;
Varrot és mtsi., 2000, Ng és mtsi., 2010). A Na" és a K* a R. miehei B-gliikozidaz
aktivitasat enyhén fokozta, a tobbi vizsgalt enzimét azonban jelentésen nem befolyasolta.
A Ca?* jelenléte szamottevéen nem befolyasolta egyik vizsgalt enzim mitkodését sem.

A kelator vegyiiletek kozé tartozo6 EDTA enyhe enzimaktivitast fokoz6 hatasa azt
valoszintsiti, hogy a M. corticolus, a Rh. niveus és a G. persicaria enzimek nem fiiggnek
aktiv centrumban elhelyezked6é fémion kofaktortol. Hasonld tulajdonsaggal rendelkeznek
az Ac. persicinum (Pitson és mitsi., 1997), a M. circinelloides (Petruccioli és mtsi., 1999), a
Penicillium citrinum (Ng és mtsi., 2010) és az A. oryzae (Riou és mtsi., 1998) B-
gliikkozidazok is, melyeknél a kelator vegyiiletek szintén nem csokkentették az enzimek
aktivitasat. Az altalunk vizsgalt R. miehei enzimet viszont enyhe mértékben gatolta az
EDTA, tovabba a Mg®* megkozelitéleg 50%-kal novelte az enzim aktivitasat, ami ezen
kation enzimaktivitdsban betoltott fontos szerepére utalhat. A Yoshioka és Hayashida
(1980) 4ltal vizsgalt R. miehei YH-10 B-gliikozid4z aktivitisat azonban a Mn**, a Zn*, a
Cu® és a Ca* kationok mellett a Mg?* sem befolyasolta szamottevéen. A Mn?** egyediil az
altalunk vizsgalt Rh. niveus enzim aktivitasara volt jelentdsebb serkentd hatassal. A Mn?*
jelenléte az enzim stabilitasat nem érinti, azonban a miikddésben fontos szerepet tolthet be

(pl. a kornyezeti feltételeknek megfelelden szabalyozhatja az enzim aktivitasat). A Mn?*
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jelentds enzimaktivitast noveld hatasat az Aspergillus sojae, az A. oryzae és a Trichoderma
harzianum B-gliikozidazok vizsgalatakor is megfigyelték (Kimura és mtsi., 1999; Riou és
mtsi., 1998; Yun és mtsi., 2001).

9. tablazat. A fémsok és reagensek tisztitott $-glilkozidazok enzimaktivitasara gyakorolt hatasa.

Maradék aktivitas (%)

Fémso vagy

reagens Rhlzgmu_cor Mgcor Rh_lzopus Gllbe_zrtel_la
miehei corticolus niveus persicaria
Kontroll 100 100 100 100
HgCl, 3 2 15 2
CuSO, 8 8 21 5
ZnCl, 10 35 71 63
MnCl, 100 112 129 101
CaCl, 101 101 107 108
MgSO, 148 109 113 103
NaCl 116 104 99 102
KClI 123 103 91 93
CoCl, 103 97 123 116
NBS 1 3 5 1
DMSO 98 71 109 106
EDTA 89 112 116 114
SDS 3 74 116 33

Az SDS a R. miehei, a G. persicaria és a M. corticolus B-gliikozidazok aktivitasat
gatolta, mig a Rh. niveus izolatumnal 16%-kal fokozta a pNPG hidrolizist. Az SDS gatl6
hatdsa szintén tiol-csoport aktiv centrumban torténd jelenlétét feltételezi.

A legtobb gomba B-gliikkozidaz a gliikonsav-0-lakton hatdsara nagyon érzékeny. Ez
a kompetitiv gatloszer a sz616t fertéz6 gombak altal (pl. B. cinerea) termelt gliikkoz oxidaz
hatdsara gliikozbol keletkezik, mely a borgyartas soran maximalisan 2 g liter™
koncentracioban fordulhat el6 (Dubourdieu ¢és mtsi,, 1985). Egyéb gomba -
glilkozidazokhoz hasonldéan (Rapp, 1989; Copa-Patino és Broda, 1994; Pitson és mtsi.,
1997; Petruccioli és mtsi., 1999), a gliikonsav-6-lakton mar alacsony koncentracioban (1 g

liter'") alkalmazva is nagymértékben gétolta az altalunk vizsgalt enzimek aktivitsat.
5.4.6. Alkoholok enzimaktivitasra gyakorolt hatdsa

A nyers kivonatokkal elvégzett vizsgalatok eredményeibdl kiindulva, kiillonb6zo
alkoholok enzimaktivitasra gyakorolt hatasat a tisztitott R. miehei, M. corticolus, Rh.

niveus és G. persicaria B-gliikozidaz enzimekkel is tanulmanyoztuk. Az enzimaktivitas

crer

¢és a G. persicaria enzimek esetében a metanol és az izopropanol hatasat is teszteltiik.
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A R. miehei altal termelt B-glikozidaz aktivitasat a nyers kivonattal folytatott
vizsgalatokban tapasztaltnal 1ényegesen nagyobb mértékben ndvelte a hozzaadott etanol;
az enzimaktivitasban 30% emelkedés figyelhetd meg 10% (v/v%) etanol hatasara (9. abra).
Hasonl6 hatast tapasztaltak egy A. niger torzs altal termelt B-gliikozidaz enzim esetében is
(Yan ¢és Lin, 1997). A tobbi altalunk vizsgalt izolatumndl mar 5% (v/v%) etanol
jelenlétében is enzimaktivitds csokkenés figyelhetd meg. Az etanol 25% (v/v%)
koncentracioban a R. miehei B-gliikozidaz aktivitasat 5%-kal ndvelte, azonban a tobbi
vizsgalt enzim esetén minddssze a kontroll aktivitas érték 15 - 25%-at tapasztaltuk.

Az etanol jelenlétében megfigyelt enzimaktivitas emelkedést valdsziniileg a
felszabadult gliikdz mennyiségének, igy gatld hatasanak csokkenése okozza, ami az adott
enzim glikozil-transzferaz aktivitasat feltételezi (Pemberton és mtsi., 1980). A Fusarium
oxysporum gomba altal termelt enzim hidrolitikus aktivitasa szintén jelentds emelkedést
mutatott bizonyos alkoholok jelenlétében, tovabba a reakcioelegyek vizsgalata soran
kiilonboz6 alkil-glikozid vegyiiletek keletkezését is kimutattak (Christakopoulos és mtsi.,
1994a). Etanol hatasara torténé enzimaktivitas emelkedést tapasztaltak a Hanseniaspora
vineae (Vasserot és mtsi., 1989), a Dekkera intermedia (Blondin és mtsi., 1983) ¢és a

Candida molischiana (Gonde és mtsi., 1985) altal termelt B-gliikkozidazok esetében is.
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A G. persicaria enzimnél metanol 5% (v/v%) koncentracioban torténd
alkalmazasakor enyhe (5%), mig a Rh. niveus B-gliikozidaz esetében ennél 1ényegesen
nagyobb (15%) emelkedést tapasztaltunk a hidrolitikus aktivitisban. Az izopropanol a
vizsgalt enzimek aktivitasat nagymértékben csokkentette. Folyamatban van a tisztitott R.

miehei és M. corticolus B-gliikozidaz aktivitasanak metanol és izopropanol jelenlétében
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torténd tanulmanyozasa, illetve tovabbi alkoholok enzimaktivitdsra gyakorolt hatdsanak

vizsgalata is.

5.4.7. Az enzimek jellemz6 Kinetikai paraméterei

A tisztitott B-gliikkoziddzok jellemzd kinetikai paramétereinek megallapitdsakor az
enzim-szubsztrat komplex bomlasi sebességi allanddjanak értékét (Michaelis-Menten
allando, Kp), valamint az ehhez sziikséges reakcid sebességét hataroztuk meg (Vmax),
melyhez pNPG szubsztratot alkalmaztunk. A vizsgalatokat optimalis feltételek mellett (30
perc, pH 5,0, 50 °C) végeztiik; a mérési eredmények megjelenitésé¢hez a Linewaver-Burk-
féle reciprok abrazolast alkalmaztuk (Lineweaver és Burk, 1934). A kiilonb6z6 izolatumok
altal termelt enzimek kinetikai paraméterciben jelentOs eltéréseket tapasztaltunk (10.

tablazat).

10. tablazat. A kiilonb6z6 jaromsporas gomba izoldtumok altal termelt B-gliikkozidazok pNPG szubsztratra
vonatkozo kinetikai paraméterei.

Izolatum (I’El\n/]l) (umol \H/Ir{]ixperc—l) V max/ Km
Rizomucor miehei 0,12 5,15 42,9
Mucor corticolus 0,22 5,58 25,4
Rhizopus niveus 0,35 4,05 11,6
Gilbertella persicaria 1,84 2,72 15

A legalacsonyabb K, értéket a R. miehei B-gliikozidaz mutatta (0,12 mM), vagyis
itt tud az enzim-szubsztrat komplex a legstabilabban megmaradni, azonban a magas
reakciosebesség miatt (Vmax: 5,15 umol ml? perc'l) ez az enzim hidrolizalta a
leghatékonyabban a pPNPG szubsztratot (legmagasabb Vma/Kn arany). Hasonloan
alacsony Kp, értékkel rendelkezé enzimeket irtak le a F. oxysporum (0,093 mM,;
Christakopoulos és mtsi., 1994a), a T. reesei (0,09 mM; Korotkova és mtsi., 2009), a
Penicillium brasilianum (0,09 mM; Krogh és mtsi., 2010) fonalas-, valamint a Pichia
pastoris (0,12 mM; Turan és Zheng, 2005) és a Saccharomyces cerevisiae (0,095 mM;
Woodward és Wiseman, 1982) élesztdgombaknal is. Erdemes megemliteni, hogy a R.
miehei esetében, egy korabbi tanulmanyban, ettdl jelentdsen eltérd, 0,58 mM Ky, értéket
allapitottak meg szintén PNPG szubsztraton (Woodward és Wiseman, 1982). A
leggyorsabb hidrolizist a M. corticolus enzim esetén tapasztaltuk (Vmax: 5,58 pmol ml™

perc™). A vizsgalt enzimek koziil a G. persicaria p-glikozidaz mutatta a legmagasabb Ky,
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értéket (1,84 mM), vagyis az enzim-szubsztrat komplex stabilitas itt a legkisebb. Hasonlo
Km értékkel rendelkezd enzimet irtak le az Aspergillus wentii (1,6 mM; Srivastava és
mtsi., 1984) gombanal is. A legalacsonyabb reakcidsebesség értéket ugyancsak a G.
persicaria B-gliikozidaz esetén tapasztaltuk, igy a legalacsonyabb Vi /Ky, értékkel is ez
az enzim rendelkezett.

Az eddig tanulmanyozott jaromspords gomba [B-glikoziddzok kozil a M.
racemosus enzimnél vizsgaltak még pNPG szubsztratra vonatkozd kinetikai jellemzoket,
ahol a K, 0,31 mM, mig a Vinax 8,7 nmol perc® ug? értéknek bizonyult (Borgia és
Mehnert, 1982). A M. corticolus és a Rh. niveus enzimekhez kozeli Ky, értékkel rendelkezd
B-gliikkozidazt izolaltak a Trichoderma harzianum C-4 (0,2 mM; Yun és mtsi., 2001), az
Ac. persicinum (0,3 mM; Pitson és mtsi., 1997), az A. oryzae (0,29 mM; Langston és mtsi.,
2006), valamint az A. aculeatus és az Aspergillus japonicus (0,23 mM és 0,2 mM; Decker
¢és mtsi., 2000) gombék esetén is. Az irodalmi adatokkal Gsszehasonlitva feltételezhetd,
hogy altalunk izolalt R. miehei, M. corticolus és Rh. niveus B-gliikozidazok meglehetsen
jo affinitdssal kotddnek a pPNPG szubsztrathoz. A tisztitott enzimekre cellobioz

szubsztraton jellemzd kinetikai paraméterek megallapitasa folyamatban van.

5.5. A B-gliikozidaz enzimek szintetikus aktivitasanak vizsgalata

A B-gliikozidazok bizonyos koriilmények kozott szintetikus aktivitasra is képesek,
ami kiilonboz6 vegyiiletek, példaul oligoszacharidok és glikokonjugatumok szintézisét
teszi lehetové (Legler, 1993; Wymer és Toone, 2000). Ezt a szintetikus aktivitast szamos
biotechnologiai folyamatban kihasznaljak (Bhatia és mtsi., 2002). A termékképzodést tobb
faktor befolyasolhatja (pl.: kiinduldsi szubsztrat koncentracio, pH, hémérséklet; Plou és
mtsi., 2007), igy a cellobidz szubsztraton végbemend szintetikus reakcid optimalizalasat
ezen paraméterek figyelembe vételével végeztiik. Az eddigi vizsgalataink egyediil a R.
miehei R8 és a M. corticolus M21 tisztitott B-gliilkozidaz enzimek szintetikus aktivitasanak
tanulmanyozasara terjedtek ki részletesen. Az enzimaktivitas jellemzésekor a kiilonb6zo
kisérletek alkalmaval mindig csak egy paramétert valtoztattunk.

Az oligoszacharidok és glikokonjugatumok HPLC technika segitségével torténd
meghatarozasanal minden méréskor az alkalmazott oszlop gyartoja altal javasolt eluens

aranyokkal dolgoztunk (YMC,; http://www.ymc-europe.com/ymceurope/). Néhany mérés

soran a kapott szintetikus termék azonositasat, valamint mennyiségének meghatarozasat a

megfeleld sztenderd vegyiilet hianyaban nem tudtuk elvégezni. Ezekben az esetekben a
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keletkezett termék a sztenderd vegyiiletekétdl eltéré csucsként jelent meg a
kromatogramon, azonositasukat irodalmi adatok alapjan, csak feltételesen tudtuk
megvalositani. A retencios id6 novekedésével a kromatogramokon észlelheté csticsok
sz¢lesebbek és laposabbak, azonban a keletkezett oligoszacharidok mennyisége még a

kiértékelhetd tartomanyon beliil maradt.

5.5.1. Szintetikus aktivitas vizsgalatok cellobidéz szubsztraton

Az eredmények kiértékeléséhez a kiilonb6z6 reakcioelegyekben eléfordulé mono-,
di-, illetve oligoszacharidok kalibracios egyeneseinek elkészitését tartottuk elsddlegesnek.
A kalibraciot kilenc pont felvételével készitettiik el, amelyekben a sztenderd vegyiiletek
mennyisége ¢és a detektalt jel lineéris dsszefliggést mutattak. A gliikkdz, cellobidz, cellotridz
¢s cellotetradz retencios ideje rendre 6,6, 7,9, 9,9 és 12,8 perc volt. Az egyenes egyenlete
glikkdzra y = 0,0193158x — 513,214, cellobidzra y = 0,169305x — 511,228, cellotridézra y =
0,0252691x — 1099,04, valamint cellotetradzra y = 0,0234071x — 1284,17. A kalibracios
pontok illeszkedésének pontossdga glikkdzra 99,79%, cellobidzra 99,81%, cellotridzra

99,81% és cellotetradzra 98,74%.

A kiinduléasi cellobioz szubsztrat koncentracid vizsgalata

A kiindulasi cellobi6éz koncentracié az oligoszacharidok szintézise szempontjabol
nagy jelentdséggel bir (Christakopoulos és mtsi., 1994b), ezért a cellobidéz koncentracio
valtoztatasaval ~ megvizsgaltuk  az  alkalmazott  szubsztrat = mennyiségének
transzgliikozilaciora gyakorolt hatasat. A hidrolitikus aktivitas vizsgalatakor megallapitott
optimalis hdmérsékleten (50 °C), 24 6ran at végeztiik az inkubalast, majd meghataroztuk a
szintézis eredményeként keletkezett cellotridz pontos mennyiségét az egyes
reakcioelegyekben.

Diszacharid szubsztrat alkalmazasakor rendszerint trioz vegyiilet keletkezik
els6ként, melynek gyors szintézisét feltételezhetden az akceptor diszacharid magas aranyu
jelenléte okozza (Berger ¢s mtsi., 1995; Stevenson és mtsi., 1996). Az altalunk végzett
vizsgalatoknal a keletkezett cellotrioz mennyisége a donorként és akceptorként egyarant
funkciondld cellobidoz mennyiségével egyenes aranyban novekedett. Magas szubsztrat
koncentracio esetén (350 és 400 mg ml™?) azonban mar kozel azonos cellotrioz
mennyiségeket kaptunk, ezért a tovabbi vizsgalatokban 350 mg ml™ kiindulasi cellobioz

koncentraciot alkalmaztunk. A F. oxysporum (Christakopoulos és mtsi., 1994b), az A.
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niger (Yan és Liau, 1998), a Sclerotinia sclerotiorum (Smaali és mtsi.,, 2007) és a
Stachybotrys microbispora (Saibi és mtsi., 2007) gombak B-gliikozidazainal szintén magas
termék koncentracidt tapasztaltak nagy mennyiségii cellobioz reakcidelegyben torténd
jelenlétében. A 10. dbran a kiindulasi szubsztrat (cellobidz) koncentraciok fiiggvényében
tiintettik fel a R. miehei és a M. corticolus B-glikozidaz enzimek altal szintetizalt
cellotrioz mennyiségeket. Magas kiindulasi cellobiéz koncentracié alkalmazasakor (300

mg ml™ felett) kevés mennyiségii cellotetradz jelenlétét is kimutattuk a reakcioelegyekben
(11. abra).
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10. abra. Novekvé kiindulasi szubsztrat (cellobidz) koncentraciok alkalmazasa esetén kapott cellotridz
mennyiségek.
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11. abra. A Rhizomucor miehei (A) és a Mucor corticolus (B) B-gliikozidazzal végzett reakcio termékeinek
HPLC analizise 350 mg ml™” szubsztrat koncentraci6 alkalmazéasaval (24 6ras, 50 °C-on torténd inkubaci6

utani adatok).

A diszacharid szubsztrat alacsony koncentracioban torténd alkalmazéasakor a

keletkezett oligoszacharidok mennyisége minimalis, ezért a diszacharid hidrolizis

jellemzésével kapcsolatos vizsgélatok jol elvégezhetek az ilyen rendszerekben (Santos és
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mtsi., 1998; Ladero és mitsi., 2001; Bruins és mtsi., 2003). A szintézis vizsgalatakor
alkalmazott magas szubsztrat koncentracid esetén azonban a B-gliikozidaz mindkét

aktivitasat figyelembe kell venni (Gusakov és mtsi., 1984; Calsavara és mtsi., 1999).

A szintézis vizsgalata a hdmérséklet és az inkubéacids id0 fliggvényében

A szintetikus aktivitds hOmérsékleti optimumanak meghatarozasahoz a
vizsgalatokat nagy koncentracioban (350 mg ml™) alkalmazott cellobidz szubsztrat mellett
végeztiik. A reakcioelegyeket 30, 40, 50, 60 és 70 °C-on 12 és 24 oran at inkubaltuk, majd
az inkubacios id6 letelte utdn megvizsgéltuk a keletkezett termékek HPLC mintdzatat,
valamint meghataroztuk az egymashoz viszonyitott megoszlasukat. Erdemes megemliteni,
hogy a szintetikus reakcid6 mindkét enzim esetében tadgabb hdémérsékleti tliréssel
rendelkezett, ugyanis mindegyik tartomanyon 24 6ra inkubaci6 utan lényegesen nagyobb
termék koncentraciot sikeriilt meghatarozni, mint 12 ora elteltével. A magas homérsékleten
tapasztalt hostabilitas feltételezhetéen a nagy koncentracidban alkalmazott cellobioz
szubsztratnak koszonhetd, ami jelentds hdinaktivacio elleni védelmet biztosithat (5.2.
fejezet; Harnpicharnchai és mtsi.,, 2009). Az enzimek hidrolitikus aktivitasanak
kovetkeztében valtozo mennyiségli gliikoz is jelen volt a reakcioelegyekben.

A legnagyobb termékkoncentraciot R. miehei B-gliikozidaz esetében 70 °C, mig M.
corticolus enzimnél 60 °C hémérsékleten mértiik (12. abra). A R. miehei enzimnél 60 °C
koriil van egyensulyban a hidrolitikus és transzgliikozidaz aktivitas. Az 50 °C-on torténd
inkubalas alatt keletkezett cellotrioz mennyisége kozel kétszerese a gliikozénak, ami a
reakci0 szintézis irdnyaba torténd eltolodasdra utal ezen a hOmérsékleten. A
transzgliikozidaz aktivitas jellemzésekor ezutdn minden esetben az 50 °C-os tartomanyban
végeztiik az inkubalast. A gliikkoz mennyiségének emelkedése magasabb hdmérsékleteken
a reakcio hidrolizis felé torténd eltolodasanak eredménye. A M. corticolus B-gliikkozidaz
enzimnél a két aktivitds egyensulyi allapota 50 °C koril figyelheté meg, azonban
magasabb homeérsékleten itt inkdbb a szintézis felé¢ tolodik el a reakcio. A keletkezett
cellotridz mennyisége 50 °C és 60 °C tartomanyokban hasonlé mértékii, viszont 70 °C-on
mar jelentdsen lecsokken.

Cellotetradz megjelenését a R. miehei enzimnél 50 - 70 °C, mig a M. corticolus
enzimnél 40 - 60 °C homérsékleteken, 24 6ran at torténd inkubalds utan figyeltilk meg,
azonban a nagyon alacsony koncentracié miatt a termékek szazalékos megoszlasanak
kiszamitasakor ezen oligoszacharidot nem vettiik figyelembe. A S. microbispora p-

glilkkoziddaz esetén ugyancsak 24 ora elteltével tapasztaltak cellotetradz koncentacio
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emelkedést (Saibi és mtsi., 2007), melynél a cellobidoz hidrolizis eredményeként
felszabadult gliikoz magas koncentracidja serkentette a cellobiéz cellotriozza, majd
cellotetradzza torténd gyors atalakulasat. A kapott eredmények alapjan az altalunk vizsgalt
cellotetradz szintézis valosziniileg hasonlé modon, transzglikozilacioval torténik, nem
pedig két cellobioz egység Osszekapcsoldsaval. A transzgliikozilacio feltételezett

mechanizmuséat az ,,Irodalmi attekintés” cimii fejezetben talalhato 2. dbran szemléltettiik.
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12. abra. A Rhizomucor miehei és a Mucor corticolus B-gliikozidazzal végzett reakcié termékeinek
szazalékos megoszlasa a kiilonboz6 hdmérsékleteken inkubalt reakcidelegyekben (24 6ras inkubaci6 utani
adatok).

A reakcioelegyekben talalhatod szacharidok mennyiségének vizsgalatat hét napig, 50
°C hOmérsékleten torténd inkubalds utan is elvégeztik, melyben mindkét enzimnél a
gliikkdz magas aranyban jelenik meg, ami azt jelzi, hogy a reakci6 hosszabb inkubécios 1d6
elteltével a hidrolizis irdnyaba tolodik el. A keletkezett termékek megoszlasanak adatait a

13. abra szemlélteti.
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13. abra. A Rhizomucor miehei és a Mucor corticolus B-gliikozidazzal végzett reakcio termékeinek
szazalékos megoszlasa a reakcidelegyekben egy hetes inkubacio utan.

Az inkubdcios 1d6, valamint a kezdeti cellobidz koncentracio ndvelésével az eddig

részletesen vizsgalt egyéb gomba B-gliikkozidazok esetén is emelkedd gliikdz koncentracio
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figyehetd meg (Christakopoulos és mtsi., 1994b; Yan és Liau, 1998; Smaali és mtsi.,
2004a). A hidrolitikus aktivitas eredményeként valosziniileg a mar el6zdleg keletkezett
oligoszacharidok mennyiségét is csokkenti az enzim. A R. miehei B-glikozidazzal
elvégzett tovabbi vizsgalatokban megallapitottuk, hogy a szintézis folyaman képz6dé tri-
¢s tetraszacharidok mennyisége 50 °C-on kortilbeliil 24 - 72 éran at tart6 inkubalas utan éri
el maximumat. A 72 ora elteltével mért legmagasabb koncentréacio6 értékek cellotridozra 86

mg ml™, cellotetradzra pedig 4,1 mg ml™.

A szintézis vizsgalata kiilonboz6 pH tartomanyokon

Az oligoszacharid szintézis pH optimumanak megéllapitasahoz eltéré pH értékre
pufferelt reakcioelegyeket készitettiink, melyekben a cellobidéz szubsztratot magas
koncentracioban alkalmaztuk. Az inkubaciés id6 letelte utan mindkét enzim esetén a pH
4,0 ¢s 6,0 tartomanyok kozé pufferelt reakcidelegyekben keletkezett a legtobb cellotridz,
tehat a transzgliikozidaz aktivitas optimuma ebben a pH tartomanyban feltételezheté (14.
abra). A termékek szazalékos megoszlasanak kiszamitasakor a nagyon alacsony
koncentracioban jelen levé cellotetradzt ugyancsak nem vettiik figyelembe. A R. miehei -
glilkoziddaz meglehetdsen alacsony pH értéken is jelentds szintetikus aktivitast mutat, az
optimum gorbéje tagabb a M. corticolus enzim esetében megfigyeltnél. A M. corticolus
enzimnél meghatarozott pH optimum gorbéhez hasonlot tapasztaltak a S. sclerotiorum B-

gliikoziddz enzimmel elvégzett vizsgalatokban is (Smaali és mtsi., 2007).

Rhizomucor miehei Mucor corticolus

Koncentracid (%)
Koncentracid (o)
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14. abra. A Rhizomucor miehei és a Mucor corticolus B-glilkozidaz altal katalizalt reakciok termékeinek
szdzalékos megoszlasa a kiilonb6zo pH tartomanyokon inkubalt reakcidelegyekben.

A gomba B-gliikozidazok oligoszacharid szintézisét altalaban az optimalis pH 5,0 -
6,0 tartomanyra pufferelt kdzegben tanulmanyozzak (Christakopoulos és mtsi., 1994b; Yan
és Liau, 1998; Kono és mtsi., 1999; Smaali és mtsi., 2004a, 2004b; Saibi és mtsi., 2007). A
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hidrolitikus aktivitas tekintetében a két enzim szintén azonos pH optimummal rendelkezett
(5.4.2. fejezet, 7. tablazat), azonban a R. miehei alacsonyabb pH tartomanyokon
stabilabbnak bizonyult. A szintézis vizsgalatakor alkalmazott hosszabb inkubécios 1d6t
figyelembe véve feltételezhetd, hogy a R. miehei enzimnél pH 3,0 értéken tapasztalt

magasabb termék koncentracié ennek a tulajdonsagnak tudhato be.

5.5.2. Szintetikus aktivitas vizsgalatok etanol jelenlétében

A B-glikoziddazok kiilonboz6 alkil-gliikkozidok szintézisét is katalizalhatjak
(Christakopoulos €s mtsi., 1994a; Smaali és mtsi., 2007; Ito és mtsi.,, 2007), melyek
konnyen lebonthato, kitlind emulgeédld, nedvesitd, €s jo antimikrobidlis tulajdonsagokkal
rendelkezé feliiletaktiv vegyiiletek (Ismail és mtsi., 1999). Az altalunk vizsgalt R. miehei
B-gliikoziddz hidrolitikus aktivitasa jelentds mértékii novekedést mutatott etanol
jelenlétében (5.4.6. fejezet, 9. abra), mely valoszinileg az enzim nagyfoka
transzgliikkozidaz aktivitdsdnak tudhat6 be (Pemberton és mtsi., 1980). Feltételezhetd, hogy
az etanol gliikéz akceptorként viselkedik, igy csokkentve a szabad glilk6z mennyiségét,
ezzel annak hidrolitikus aktivitasra gyakorolt gatld hatasat. A szintetikus aktivitas
vizsgalatat cellobiozt, vagy gliikkdzt tartalmazd, etanollal kiegészitett reakcidelegyekben, R.
miehei B-glikozidaz enzimmel végeztiik. Kizarolag etanolt magaban foglalé kontrol minta
vizsgalata soran az etanol retencios idejét 3,4 percnél allapitottuk meg.

A reakciok végtermékeinek elemzésekor, 4,2 perc retencios 1donél egy uj,
feltételezhetéen szintetikus vegylilet megjelenését tapasztaltuk a cellobidzt tartalmazo
reakcioelegyekben, ahol kevés mennyiségii cellotrioz jelenlétét is kimutattuk (15. abra; az
etanol csucsot ,,I”, a feltételezett szintetikus vegyiiletet ,,II”, a gliikkozt ,,IIT”, a cellobiozt
,IV”, a cellotriozt pedig ,,V” jellel tiintettiik fel a kromatogramokon). A reakciét 90 mM
ahol ugyancsak 4,2 perc retencids idonél mutattuk ki termék megjelenését. A keletkezett
szintetikus vegyliletet a megfeleld sztenderd hidnya miatt pontosan nem tudtuk
azonositani, viszont irodalmi adatok alapjan etil-gliikozidnak feltételezziik
(Christakopoulos és mtsi., 1994a).

A szintézis a gliikoz szubsztratot és akceptor etanolt tartalmazo6 reakcidelegyekben
is végbemehet (Plou és mtsi., 2007), azonban termék megjelenését ezen koriilmények
kozott nem sikeriilt kimutatnunk. A kapott eredmények ismeretében tovabbi vizsgalatokat

terveziink elvégezni, ahol feltételezhetben az akceptor ¢és a donor vegylletek
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15. abra. A Rhizomucor miehei B-gliikozidaz altal katalizalt reakciok termékeinek HPLC mintazata 100 mg

s

I: etanol; II: feltételezett szintetikus vegyiilet; II1: gliikoz; IV: cellobidz; V: cellotridz

5.5.3. Szintetikus aktivitas vizsgalatok laktoz szubsztraton

A B-gliikozidazok a laktoz transzgliikozilacidjaval (Boon és mtsi., 1998; Bruins és
mtsi., 2003), vagy transzgalaktozilacidjaval (Ishikawa ¢és mtsi.,, 2005) kiilonb6z6
oligoszacharidok szintézisét is katalizalhatjak. Szamos transzgalaktozil-oligoszacharid
prebiotikus tulajdonsaggal rendelkezik (Ito és mtsi., 1990), igy ¢élelmiszeripari
adalékanyagként torténd alkalmazasuk kiemelkedd el6nyt jelenthet (Sako és mtsi., 1999;
Rabiu és mtsi., 2001).

A laktézon torténd szintézis kimutatasanak érdekében kiillonb6zé mennyiségi,
donorként és akceptorként egyarant funkciondl6 laktéz szubsztrat jelenlétében inkubaltuk
az enzimet. Az eredmények megfeleld kiértékeléséhez elkészitettiik a laktoz kalibracios
egyenesét, melynek egyenlete: y = 0,0176975x — 655,678. A kalibracios pontok
illeszkedésének pontossaga 99,63%. A laktdz retencids ideje 7,9 perc, ami megegyezik a
cellobidz retencios idejével, azonban ilyen szubsztratot ezekben a kisérletekben egyik
reakcioelegy sem tartalmazott. A hidrolitikus aktivitas eredményeként keletkezd galaktoz
ennek kovetkeztében a hidrolizis soran keletkezd monoszacharidokat ezzel a modszerrel

nem tudtuk elkiloniteni.
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A R. miehei B-gliikozidaz esetén a galaktoz/gliikoz és a laktéz mellett, 9,3 perc
retencios idonél, egy feltételezhetden szintetikus oligoszacharid megjelenését mutattuk ki a
reakcidelegybol (16A. abra). A galaktoz/gliikoz csucsot ,,I” jellel, a feltételezett szintetikus
vegyliletet ,,I11” jellel lattuk el a kromatogramon. A szintetikus vegyiilet valosziniileg egy
triszacharid, amely a reakcioelegyben mérhetd Osszes vegyiilet 18,4%-4at adta. A mérések
alapjan csak a keletkezett szintetikus termék aranyat tudjuk pontosan megadni, a gliikoz, a

galaktdz és a laktoz mennyiségét csak becsiilni tudjuk.

Detektor vilasz (volt)
Detektor vilasz (volt)

Idé (perc) Idi (perc)

16. abra. A Rhizomucor miehei (A) és a Mucor corticolus (B) B-glikkozidazok altal katalizalt hidrolitikus és

s

I: glikoz és galaktoz; 11: laktoz és valoszintileg galaktoz-diszacharid; II1: feltételezett szintetikus triszacharid;
IV: laktoz

A cellobiéz szubsztratnal tapasztalthoz hasonldan jelen esetben is megfigyelhettiik,
hogy a szintézis eredményeként keletkezé termék koncentracidja a laktéz mennyiségével
egyenes aranyban novekedett. A reakcio alatt a B-galaktozidazok és egyes B-gliikozidazok
miikodése soran mar leirt galaktoz-diszacharid is létrejohet (Bakken és mtsi., 1992; Bruins
és mtsi., 2003). A galaktoz-diszacharid retencids ideje feltételezhetben megegyezik a
laktozéval, ezért a reakciodelegyben levd diszacharidokat nem tudtuk elkiiloniteni. A
kromatogramon ezt a csucsot ,,II” jellel tiintettiik fel. Erdemes megemliteni, hogy a Bruins
és mtsi. (2003) altal tanulmanyozott Pyrococcus furiosus [-glikozidaznal a
reakcidelegyben talalhatd diszacharidok 67%-a galaktoz-diszacharidnak bizonyult az
inkubacios 1d6 végén (2 nap).

A R. miehei B-glikozidazzal termékként kapott feltételezett triszacharid a M.
corticolus enzim esetében nem volt kimutathaté, a kromatogramon a ,IV” csucs a
reakcioba vitt laktozt jeloli (16B. abra). Az enzimek szubsztrat specifitasanak

jellemzésekor a R. miehei B-glikkozidaz erds galaktozidaz aktivitasat mutattuk ki, mely a
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M. corticolus enzimnél nem volt megfigyelhetd (5.4.3. fejezet, 8. tablazat). A M. corticolus
B-gliikkozidaz szabad gliikoz/galaktoz vegyiilet hidnyaban laktozon torténd oligoszacharid
szintézisre sem képes.

A R. miehei B-gliikozidaz transzgalaktozidaz aktivitasanak kimutatasahoz 10%
szacharoz ¢és 90 mM p-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid szubsztrat jelenlétében inkubaltuk
az enzimet. A reakcidelegy HPLC analizisekor egy feltételezhetden szintetikus vegyiilet
(8,5 perc) megjelenését mutattuk ki (17B. abra). A p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid
retencids idejét 3,5 percnél allapitottuk meg (17A abra), mely azonban a hidrolizis
eredményeként teljes mértékben lebomlott (17B. abra). A szacharézt a R. miehei f-
glilkozidaz nem hidrolizalja (5.4.3. fejezet), igy a termék egy galaktoz-gliikkoz-fruktoz
triszacharid lehet. A kisérletet 10% etanol és 90 mM p-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid
szubsztrat jelenlétében is elvégeztilk, ahol az etanol és pNPG esetén tapasztalthoz

hasonldan (5.5.2. fejezet), szintén 4,2 perc retencios idénél kaptunk terméket, mely
azonban valoszintileg etil-galaktozid.

Detektor vilasz (volt)

Detektor valasz (volt)

g 10 12 14 L]

Idé (perc) Idd (perc)

17. abra. A Rhizomucor miehei altal katalizalt transzgalaktozilaci6. A kontroll (A) és az enzimmel
kiegészitett (B) reakcioelegyek HPLC analizisét 24 6ras inkubacid utan végeztiik.
I: p-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid; 11: szacharoz; I11: feltételezett szintetikus triszacharid

Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a R. miehei esetében laktézon
keletkezett triszacharid (16A. abra) az egyes B-galaktozidazok, valamint B-galaktozidaz-
szerli B-glilkozidazok transzgalaktozidaz aktivitdsdnak vizsgalatakor kimutatott galakto-
oligoszacharid is lehet (Onishi és Tanaka, 1996; Del-Val és mtsi., 2001; Ishikawa és mtsi.,
2005; Martinez-Villaluenga és mtsi., 2008). A pontos azonositas érdekében a termék(ek)

elvalasztasat, tisztitasat, tomegspektrometriai analizisét, illetdleg NMR spektrumanak

felvételét tervezziik elvégezni.
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5.6. Antioxidans aktivitasi fenolok felszabaditasa glikozidokbol

Egyes glikozidos fenolokban gazdag novényi maradvanyokbol a szervezet szamara
konnyen felvehetd, magas antioxidans aktivitassal rendelkezé fenolok allithatok eld a -
gliikkozidaz enzim segitségével (Vattem és Shetty, 2002; Correia és mtsi., 2004), melynek
vizsgélatahoz a fenolokat nagy mennyiségben tartalmazo6, magas antioxidativ kapacitassal
rendelkezé meggy gylimolesot alkalmaztuk (Moyer és mtsi., 2002; Vangdal és Slimestad,
2006). A meggy az ¢€rési folyamatokban ¢€s a cianogén gliikozid vegyiiletek lebontasaban
fontos sajat B-gliikkozidaz enzimmel is rendelkezik (Gerardi és mtsi., 2001), azonban kiils6é
forrasbol szarmazd, nagyobb mennyiségben hozzdadott enzim jelentés mértékben
novelheti a szabad antioxidéns hatassal rendelkezd vegyiiletek mennyiségét. A kisérletek
sordn a fagyasztva szaritott gytimolcstorkoly vizes kivonatat 1 U mennyiségii tisztitott R.
miehei R8 B-gliikkozidaz enzimmel, egy, kettd és 6t 6ran at kezeltikk 50 °C hémérsékleten.

A vizsgalatokban a galluszsav, a 4-hidroxi-benzoesav, a vanillinsav, a sziringsav, a
p-kumarsav ¢és a fahéjsav fenolsavak, valamint a kvercetin mennyiségének valtozasat
tanulmanyoztuk az inkubdacids 1d6 fliggvényében. A fenolvegyiiletek mennyiségét HPLC
technika segitségével hataroztuk meg, melyhez jelen esetben is eldszor a kiilonbdzo
sztenderd vegyiiletek kalibracids egyeneseit készitettiik el. A kalibracid soran a sztenderd
vegyliiletek mennyisége és a detektalt jel linearis Osszefiiggést mutatott. A felsorolt
fenolsavak retencios ideje rendre 6,4, 15,6, 17,1, 18,1, 22,4 és 37,4 perc volt, a kvercetin
retencids idejét pedig 35,6 percnél allapitottuk meg. A kalibracidos egyenes egyenlete
galluszsavra y = 0,0000350177x + 0,366748, 4-hidroxi-benzoesavra y = 0,000069697x +
0,359884, vanillinsavra y = 0,0000771408x — 0,287718, sziringsavra y = 0,000042081x +
0,197231, p-kumarsavra y = 0,0000235267x — 0,158756, fahéjsavra y = 0,000015567x —
1,07471 ¢és kvercetinre y = 0,0000678911x + 0,900653. A kalibracidés pontok
illeszkedésének pontossaga sorrendben 99,97%, 99,94%, 99,84%, 99,97%, 99,66%,
99,93% ¢és 99,73%.

A B-gliikkozidaz enzimmel torténd kezelés alatt a meggytorkoly kivonatban talalhaté
fenolos vegyiiletek mennyisége eltérd mértékben valtozott, azonban az inkubécids i1d6
novelésével minden esetben koncentracioemelkedést tapasztaltunk (11. tablazat).
Szamottevo valtozas a 4-hidroxi-benzoesav, a vanillinsav és a sziringsav mennyiségében
figyelheté meg, valamint hosszabb inkubalds utan p-kumarsav, kvercetin és fahéjsav

jelenlétét is sikeriilt kimutatnunk. A kvercetin és a fahéjsav mennyiségét az alacsony
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koncentracid6 miatt nem tudtuk pontosan meghatarozni az altalunk alkalmazott HPLC

rendszerrel.

11. tablazat. A meggytorkoly kivonatban talalhaté fenolos vegyiiletek mennyiségének véltozasa Rhizomucor
miehei B-glitkozidazzal torténd kezelés utan (ug ml™).

Idé  gallusz- 4-hidroxi- vanillin- sziring- .
p-kumarsav
(h) sav benzoesav sav sav
1 0 0,55 0 0,24 0
2 2,38 8,45 3,62 3,57 0
5 6,29 29,48 12,71 12,61 1,23

Az 0t 6ran at tartd enzimes kezelést kdvetden a reakcidelegyben taldlhatod fenolos
vegyiiletek HPLC mintazatat a 18. dbran szemléltetjiilk. Az altalunk vizsgalt fenolokon
kiviil egyéb vegyiiletek is detektalhatok a reakcidelegyben, melyek koziil néhany a kontroll
mintakhoz viszonyitva 0 csucsként jelenik meg. A vegyiiletek pontos azonositasahoz

tovabbi sztenderdek kalibralasat tervezziik elvégezni.
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18. abra. A meggytorkoly kivonatban talalhat6 fenolos vegyiiletek HPLC mintazata Rhizomucor miehei -
glitkozidazzal torténd kezelés utan (6t 6ra inkubalas).
I: galluszsav; Il: 4-hidroxi-benzoesav; I11: vanillinsav; 1V: sziringsav; V: p-kumarsav; V1. kvercetin; VII:
fahéjsav

Az antioxidans hatdsa fenolos vegyiiletek glikozidos kotésbdl —torténd
végzik, melyben bizonyitott, hogy a fermenticidban résztvevd gomba altal termelt -
glilkkoziddz nagymértékben hozzdjarul ezen vegyliletek koncentracidjanak noveléséhez
(Vattem ¢és mtsi., 2005). A tisztitott B-gliikozidaz enzimmel torténd kozvetlen kezelés
eredményeibdl kiindulva a R. miehei gombaval elvégzett szilard fazisu fermentacid utani

kivonatokban is megvizsgéltuk a szabad fenolos vegyiiletek mennyiségét, ahol azonban
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eddig nem tapasztaltunk jelentds koncentracioemelkedést. A jaromspdras gombak koziil
Rhizopus oligosporus gombaval végeztek ilyen irany( vizsgalatokat (Vattem és Shetty,
2002, Correia €s mtsi., 2004; Randhir és mtsi., 2004; Vattem és mitsi., 2004).

5.7. A Rhizomucor miehei B-gliikozidaz gén

Az enzimek izolalasaval és jellemzésével parhuzamosan a B-gliikozidaz enzimet
kodolo gének azonositasat, klonozasat, molekularis és funkcionalis jellemzését, valamint a
gének kifejezodésének vizsgalatat is megkezdtiik. Az eddigi munkank egyediil a termofil
R. miehei R8 torzs B-gliikozidaz enzimet kodold gén (bgl) tanulmanyozasara terjedt ki
részletesen, azonban folyamatban van a Rh. niveus, a M. corticolus és a G. persicaria
gének vizsgalata is. B-Gliikkozidaz enzimet kodold gént mar szamos fonalas gomba esetén
izolaltak és klonoztak (Irodalmi attekintés; 2.5. fejezet), azonban jaromsporas gombaknal

tudomasunk szerint ilyen jellegli vizsgalatokat eddig még nem végeztek.

5.7.1. A gén izolalésa és jellemzése

A bgl gén izolalasa érdekében, ismert gomba B-gliikozidaz aminosav szekvenciak
Osszehasonlitdsa alapjan, a GLDM ¢és az FPYLV szekvencia motivumoknak megfeleld
BGLI1 és a BGL2 jelzésii inditoszekvenciakat terveztiik, majd PCR technika segitségével a
R. miehei torzs genomi DNS mintaibol felszaporitottunk egy 742 bazispar méretli DNS
szakaszt. A teljes R. miehei bgl gén, valamint a gént hatarold régiok meghatarozasahoz
IPCR technikdt alkalmaztunk (Ochman ¢és mtsi.,, 1988), az ehhez hasznalt
klonozéasahoz alkalmazott inditészekvencidk nukleotid sorrendjét az ,,Anyagok ¢&s
modszerek” cimil fejezetben talalhato 3. tablazatban tiintettiik fel.

Az IPCR modszerrel egy 4063 bazispar méreti DNS szakaszt azonositottunk; a
nukleotid szekvencia elemzése utan megallapitottuk, hogy a szakasz a R. miehei -
gliikkoziddz gént, valamint annak hatarolo régidit is tartalmazza. A teljes szekvenciat a 3.
sz. mellékletben (EMBL azonositd: AM922334) tiintettiik fel. A kodold szakaszt a
szekvencia adatbdzisokban talalhat6 egyéb ismert gomba B-gliikoziddaz génekkel kapott
homologia alapjan hataroztuk meg. A feltételezhetéen 717 aminosav hosszisagl fehérjét

(BGL) kodold, dsszesen 2826 bazispar méretii bgl gén valosziniileg tiz, egyenként 70, 64,
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68, 60, 76, 68, 77, 73, 82 és 34 bazispar hosszlisagl intront is magaban foglal (19. dbra). A

R. miehei bgl gén kodonhasznalatat a 4. sz. mellékletként csatolt tablazat tartalmazza.

ATG TAA

BGIL0 BGIS BGI6 BG4 BGI3 BGIS BGIT BGI9
bgl -+ -« -« -+ - - —» -
- - <+ -«
BGI19 BGI1 BGIR2 BGI1T

22 68 274 358 601 717

szignal N-terminilis kapocs C-terminilis

peptid domén domén

19. abra. A Rhizomucor miehei bgl gén és a kodolt BGL fehérje fontosabb részeinek vazlatos bemutatasa. A
nyilak az IPCR technika, valamint a klonozas soran alkalmazott inditdszekvencidk elhelyezkedését mutatjak.

A PCR kisérletek alapjan a bgl gén egy kopiaban torténd jelenléte valosziniisitheto,
azonban a kopiaszam meghatarozasahoz elvégzett Southern-hibridizacios vizsgalatok
eredménye szerint a R. miehei genom feltételezhetden két kopiaban tartalmazza a f3-

gliikozidaz gént (20. abra).

kb

10.0 m—
8.0 —
6.0 —

5.0 w—
4.0 —

3.5 —

20. abra. A Rhizomucor miehei genomi DNS kevésbé szigort koriilmények kozott végzett Southern-
hibridizacios analizise (1: Smal, 2: Scal, 3: Pvull, 4: Xbal, 5: Kpnl, 6: Apal). A kisérletek soran alkalmazott
restrikcios enzimek a hibridizacios probaként hasznalt bgl génszakaszban nem rendelkeztek hasitohellyel.

A nukleotid szekvencia elemzésekor a gént hatarolo régiokat is megvizsgaltuk, ahol
az 578 nukleotid hosszusagh promoéterben a start kodon elétt 69 nukleotiddal
elhelyezkedve egy jellegzetes TATA motivumot (TATAAAA) talaltunk. A promoter
szakasz a -49 és a -385 poziciokban két pirimidin gazdag szakaszt, valamint a -357

pozicidban egy feltételezett CAAT motivumot is tartalmaz. A start kodon el6tt -126
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(CCGGAQG), -135 (CCCCAC) és -248 (CCGGGG) nukleotiddal elhelyezkedé motivumok
valdsziniileg karbon katabolit represszor fehérje kdthelyek konszenzus szekvenciainak
(SYGGR) felelnek meg (Suto és Tomita, 2001). A terminalis régidban, a stop kodontol 20
¢s 37 nukleotid tavolsagra elhelyezkedd szekvencia motivumokat feltételezett

poliadenilacios helyként (AATAAA) azonositottuk.
5.7.2. A kédolt aminosav szekvencia elemzése

A R. miehei bgl gén alapjan levezethet6 feltételezett BGL fehérje molekulatomegét
78,7 kDa értéknek hataroztuk meg. A fehérje ,,SignalP” programmal torténd vizsgalata egy
22 aminosav hosszusagu szignal peptid (MFAKTALALLTAWSAMQGVAGG) jelenlétét
fehérjében eldforduld hidrofob aminosavak magas aranya ugyancsak extracellularis
jelleget valoszinisit (Wallecha és Mishra, 2003). Az érett BGL fehérje szamitott
molekulatomege 76,5 kDa értéknek bizonyult.

Szekvencia adatbazisokban torténé homologiakeresés soran a R. miehei BGL a
glikozid hidroldzok 3. csaladjaba tartozé gomba B-gliikoziddzokhoz mutatott nagyfoku
hasonlésagot. Az ide sorolt enzimek jellegzetes két-doménes globularis szerkezettel
rendelkeznek (Varghese és mitsi., 1999), melynek megfeleléen egy (a/p)s hengert képzé
feltételezett N-terminalis domént (68 - 274 aminosavak), valamint egy C-terminalis (o/p)e-
szendvics domént (358 - 601 aminosavak) azonositottunk a BGL fehérjében is (19. abra).
A két domént egy 84 aminosav hosszisagu szakasz kapcsolja egymashoz. A glikozid
hidrolazok 3. csaladjaba tartozé enzimek ,,megtartd” glilkozidazok, melyek a katalitikus
folyamatok soran kiilonb6zd, nukleofilként és altalanos sav/bazis katalizatorként miikodo
aminosavak jelenlétét igénylik az aktiv centrumban. Osszehasonlitva a R. miehei BGL-t
ismert gomba B-gliikozidazokkal, az SDW konzervalt motivumban talalhato D254 (Asp)
aminosavat lehetséges katalitikus nukleofilként, mig a KHY motivumban elhelyezkedd
H177 (His) aminosavat vélt H® donorként azonositottuk (vo. Bhatia és mtsi., 2002; 12.
tablazat). A gatloszerek vizsgalata soran tapasztalt zZn?* gatlas szintén az aszparaginsav
aktiv centrumban torténd jelenlétét valoszinlisiti (Ng és mtsi., 2010). Ugyancsak
kiemelkedé gatld hatast tapasztaltunk az NBS esetén (5.4.5. fejezet, 9. tablazat), ami a
triptofan (Riou és mtsi., 1998; Sharmila és mtsi., 1998), feltehetdleg az SDW motivumban
talalhato W255 (Trp) aminosav katalizisben bet6ltott jelentds szerepét feltételezi. A BGL
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fehérje aminosav szekvencidjanak tanulmanyozasakor a konzervalt COOH-terminalis

antiparallel hurok szekvenciat (PLFPFGHGLYS) is azonositottuk (Harvey és mtsi., 2000).

12. tablazat. Néhany glikozid hidrolazok 3. csaladjaba sorolt B-gliikozidaz enzim konzervalt aminosav
motivumainak dsszehasonlitasa. A feltételezett H* donort (H) és a katalitikus nukleofilt (D) piros szinnel

emeltik ki.

Szénhidrat koto

Az enzim eredete hely Katalitikus nukleofil COOH-hurok Forras
Rhizomucor miehei ~ 175-AKHYI-179 249-GLIMSDWG-256 589-PLFPFGHGLS-598 Jelen dolgozat
Aspergillus niger 188-AKHYI-192 275-GFVMSDWA-282 644-PIYEFGYGLS-653 Danzeosorém"
Aspergillus Kawaguchi és

188-AKHYI-192 275-GFVMSDWG-282 644-PIYEFGHGLS-653 ;
aculeatus BGL1 mtsi., 1996
Aspergillus Iwashita és
. 188-AKHYI-192 275-GFVMSDWA-282 644-PIYEFGYGLS-653 ;
kawachii BGLA mtsi., 1999
- : Barnett és
Trichoderma reesei  188-AKHYI-192 262-GYVMTDWD-269 600-PRYEFGYGLS-609 misi.. 1991
Phanerochaet Liés
anerochaete 256-AKHFT-260 330-GYVMSDWW-337 680-PRFEFGFGLS-689  Renganathan,
chrysosporium
1998
Piromyces sp. 171-AKHYV-175 246-GFVMSDWW-253 586-PIFPFGHGLS-505  orcenbakkers
és mtsi., 2003
Saccharomycopsis Machida és

o 202-VKHFI-206 290-GFVVSDWG-297 665-PRYAFGYGLS-674 ;
fibuligera BGL1 mtsi., 1988
Candida pelliculosa  201-AKHLI-204 294-GFVMTDWG-301 655-VRYEFGYGLS-664 T'E%ZCTQ‘;SS
Flavobacterium 167-VKHFA-171 242-GFIVIDYT-249 598-PLFPFGYGLS-607 L1 <SLee
meningosepticum 1999
Hordeumvulgare  ,3 nggpy-234 305-GFVISDWE-312 614-PLFRLGYGLT-623  HaIveyés
Exol mtsi., 2001

A vélt sav/bazis katalizatorra a megfeleld szekvenciarészek homologidjanak hidnya
miatt meglehetdsen nehéz kovetkeztetni. A kiilonboz6 alcsaladok valdszintlileg egyedi
sav/bazis katalizatorral rendelkeznek, melyek pontos azonositasa csak néhany tavoli rokon
enzim, mint példaul az ismert hdromdimenzids szerkezettel rendelkezd arpa B-gliikan
exohidrolaz (Exol; Varghese ¢s mtsi.,, 1999; Hrmova ¢és mtsi., 2001), vagy a
Flavobacterium meningosepticum B-glitkozidaz (Chir és mtsi., 2002) esetében tortént meg.
Az arpa Exol és a R. miehei BGL 6sszehasonlitasakor az Exol katalitikus savat tartalmazo
PYTET (488 - 492 aminosavak) motivuma a R. miehei fehérje IVVDG (472 - 476
aminosavak) motivumaval illeszkedett, melyben a D475 (Asp) aminosavat egy lehetséges
sav/bazis katalizatornak feltételezziik. Ezt megerdsiti, hogy az arpa Exol fehérje alapjan
elkészitett szerkezet modell predikcio a feltételezett D254 katalitikus nukleofilt és a D475
aminosavat is a megfeleld pozicioban mutatja (21. abra). Ugyanakkor a kapott
eredményeket az Exol ¢és a BGL kozotti viszonylag alacsony hasonldsag miatt
eldvigyazatosan kell kezelni. A feltételezés bizonyitdsdhoz a sav/bazis katalizator

kisérletes azonositasa sziikséges.
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21. abra. A Rhizomucor miehei B-glitkozidaz szerkezetének szalagos abrazolasa. A modell elkészitéséhez az
arpa B-gliikan exohidroldz izoenzimet (Exol) hasznaltuk templatként.

A R. miehei R8 izolatum altal termelt B-glikkozidaz tisztitasa és jellemzése soran a
tisztitott fehérje LC-MS analizisét is elvégeztik, amely az ALHEIWTWPYAR és
LGQDEGFPEMAIR peptid szekvenciak alapjan az izolalt enzimet a feltételezett R. miehei
BGL fehérjeként azonositotta, valamint megerdsitette, hogy a tisztitott enzimet a klénozott
bgl gén kodolja. A homogenitasig tisztitott R. miehei B-gliikozidaz enzim elektroforetikus
elvalasztdsa utdn meghatdrozott 75 - 80 kDa koriili molekulatomeg (5.3. fejezet)

ugyancsak megfelel a feltételezett aminosav szekvencia alapjan becsiilt értéknek.

5.7.3. A gén kifejezddésének vizsgalata

A R. miehei B-gliikozidaz enzimet kodold gén (bgl) kifejezédésének vizsgalatahoz
alkalmazott plazmidban (pTM8) a M. circinelloides gpdl gén promoéter (gpdP) és
terminalis (gpdT) régidival épitettiik dssze a teljes bgl gént (22. abra), majd az elkészitett
vektort PEG medialt protoplaszt transzformacioval bejuttattuk az MS12 M. circinelloides
kettds auxotrof (leuA™ és pyrG’) torzsbe. Az alacsony transzformacios gyakorisag miatt
csak harom transzformans izolatumot sikeriilt nyerniink a kisérletek soran. A plazmid
jelenlétét az egyes transzformansokban PCR technika ¢€s szekvendlas segitségével

bizonyitottuk. A plazmid fennmaradasahoz a transzformansokat szelektiv koriilmények
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kozt kellett tenyészteni, mely azt jelzi, hogy a transzformacios kisérletek soran bevitt

plazmid nem épiilt be a genomba.

Pyull

22. abra. A Rhizomucor miehei B-glikkozidaz gén kifejez6désének vizsgalatahoz hasznalt pTM8 plazmid.

A gpdl gén promoterét indukald glikoéz a P-glikozidaz enzimek biokémiai
jellemzése soran er6s kompetitiv gatloszernek bizonyult (5.4.4. fejezet), igy ezen
szénforrdst tartalmazo tdpkdzegekben nem tudtunk pontos enzimaktivitasbeli
kiilonbségeket megallapitani, ezért a recipiens MS12 és a transzformans torzsek
extracellularis B-glikozidaz termelésének vizsgalatdhoz buzakorpa ¢és cellobidz
szubsztratokon tenyésztettiik az egyes izolatumokat. A Kkisérletekben a p-gliikozidaz
termelés teszteléséhez is alkalmazott folyadék és szilard fazist fermentacios tapkozegeket
hasznaltuk, azonban a cellobiozos minimal tapoldatot és a buzakorpa nedvesitéséhez
felhasznalt desztillalt vizet 200 pg ml™ leucinnal is kiegészitettiik. A recipiens torzsnél 200
ng ml™ uracilt is adtunk a tapkozegekhez. A tenyészetek inkubalasat, valamint a nyers
fehérjekivonatok eldallitasat a folyadék és szilard fazisu fermentacios teszteknél
alkalmazott modon végeztiik, a B-gliikozidaz aktivitas meghatarozasahoz pedig jelen
vizsgalatokban is pPNPG kromogén szubsztratot alkalmaztunk.

A recipiens gombatorzsnél meglehetdsen alacsony extracellularis B-gliikkozidaz
aktivitast tapasztaltunk az alkalmazott tenyésztési koriilmények kozt (13. tablazat), jollehet
a M. circinelloides genomja négy feltételezett B-gliikozidaz gént tartalmaz. A B-glikkozidaz
gén tanulmanyozasahoz is hasznalt R. miehei R8 t6rzs azonban kiemelked6 extracellularis
B-gliikozidaz termeléssel rendelkezik. Az eldzetes tesztek soran folyadék tenyészetnél 3,7
U ml'l, mig szilard fazisu fermentacié esetén 38,3 U ml™ térfogati aktivitas értékeket
allapitottunk meg (5.1. fejezet, 4. tablazat). Az Aaltalunk izoldlt transzformansok

fermentlevei és nyers kivonatai az eredeti MS12 torzsénél jelentésen magasabb
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enzimaktivitast mutattak (13. tdblazat), azonban a meghatarozott értékek nem érik el a R.
miehei R8 izolatumnal tapasztaltakat. A kapott eredmények egyik magyarazata az lehet,
hogy a Mucor torzs esetleg kissé alacsonyabb hatékonysaggal termeli és/vagy szekretalja a
R. miehei izolatumbdl szarmazé heteroldog enzimet. Az is eléfordulhat, hogy a R. miehei
egy masik aktiv B-gliikozidaz enzimet is termel, azonban erre utalé eredményt az enzim

homogenitasig torténd tisztitasakor nem kaptunk.

13. tablazat. Az eredeti és a transzformans Mucor circinelloides torzsek p-gliikozidaz aktivitasa.

Térfogati aktivitas

-1
Torzs U mh) X X

Folyadék Szilard fazisu
tenyészet fermentacio

M. circinelloides MS12 0,11 7,18

M. circinelloides MS12 + pTM8/1 0,37 23,3

M. circinelloides MS12 + pTM8/2 0,31 18,1

M. circinelloides MS12 + pTM8/3 0,34 19,6

A transzformans MS12 + pTMS8/1 és a recipiens MS12 torzs szilard fazist
fermentalas utani nyers kivonatainak részleges tisztitasat is elvégeztiik, melyet Sephadex
G100 toltetli oszlopon, a 4.5.3. fejezetben leirt paraméterekkel vittiink véghez. A fehérjék
elektroforetikus elvalasztasat kovetéen (SDS-PAGE) egy 0j sav megjelenését tapasztaltuk
a transzformans fehérjemintazataban (23. abra). A sav mérete megegyezik a homogenitasig
tisztitott R. miehei B-glikozidaz enzimnél meghatarozott értékkel (75 - 80 kDa, 5.3.

fejezet, 6A. abra), ami szintén a bgl gén transzformansokban torténé kifejezodését jelzi.

188 kDa
<98 kDa
— - «62kDa
49kDa
38 kDa
28kDa
17kDa
C— 14 kDa
B 6kDa
3kDa
23. abra. A transzformans MS12 + pTM8/1 (1) és a recipiens MS12 torzs (2) nyers kivonatabol részlegesen

tisztitott fehérjék elektroforetikus mintazata (M: SeeBlue Plus 2, Invitrogen). A nyil a fehérjemintazatban
megjelend uj savot mutatja.
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A transzformacids kisérletek soran elért eredmények az altalunk klonozott gén

mikddoképességét, illetdleg a megfeleld enzim hatékony termelését egyarant igazoljak.

5.8. Gomba B-gliikozidazok evolucioja

A R. miehei BGL aminosavszekvencia felhasznalasaval végzett keresés a M.
circinelloides genomszekvencia adatbazisaban négy, a Phycomyces blakesleeanus
izolatuméban ketté, a Rh. oryzae adatbazisiban pedig 6t nagyon hasonld hipotetikus
fehérje génjét fedte fel. Az azonositott szekvencidk a glikozid hidrolazok 3. csaladjan
beliil, a 4. alcsaladba sorolt, B-gliikoziddz aktivitassal rendelkezd gomba enzimekkel
mutattak a legmagasabb hasonlosagot (v6. Harvey és mtsi., 2000). A 4. alcsaladba tartozo
gomba B-gliikoziddzok filogenetikai vizsgalataba e jaromspords gomba szekvencidkat is
bevontuk. Kiilcsoportként néhany masik alcsaladba tartozo glitkkozidazt alkalmaztunk. A
Reversible-Jump MCMC analizis alapjan a MrBayes programban is megtalalhato Whelan
¢és Goldman (WAG) modell (Whelan és Goldman, 2001) bizonyult az adatokhoz legjobban
illeszked6ének (1,00 poszterior valoszinliséggel). A vizsgalatok eredményeként kapott
konszenzus fan szinte minden klad magas poszterior valdsziniiséggel rendelkezik (24.
abra), az elagazasi rend pedig nagy mértékben kongruens a Harvey és mtsi. (2000) altal
megallapitott torzsfaéval.

A kapott eredmények a jaromsporas gomba B-gliikozidazok monofiletikus eredetét
mutatjak. Erdemes megemliteni, hogy a Phycomyces 17174, a Mucor 74361 és a Rhizopus
RO3G 09386.1 szekvencidk egy jol elkiiloniilt (1,00 poszterior valdsziniiség) testvér
kladot alkotnak a tobbi jaromsporas gomba szekvenciaval (24. abra). Az elagazasi rend
alapjan az valoszinisithetd, hogy a fent emlitett harom szekvencia a Mucor, a Rhizopus és
a Phycomyces fajok szétvalasat eredményez6 fajszintii eseményeket megeldzve, egy korai
duplikécio soran kiiloniilt el. A feltételezést alatdmasztja az is, hogy a jaromsporas gomba
klad két alkladja a fajok elagazasainak megfelel (Voigt és mtsi., 1999). Mivel a R. miehei

elagazasa elott tortént a duplikacio, ez ugyancsak alatamasztja, hogy a R. miehei a bgl gén

crer
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1.00 r Aspergillus kawachii AB0O03470
1.00 Aspergillus niger Q9P8F4
1.00 Aspergillus aculeatus D64088

1.00 ! Aspergillus aculeatus P48825
1.00 ——— Aspergillus avenaceus AAX39011

J_._Q_q: Ajellomyces capsulata Q00025
Coccidioides immitis QQUVC8

Talaromyces emersonii AAL69548

Coccidioides immitis U87805
%moascus aurantiacus AAY33982
1.00 Cochliobolus heterostrophus AAB82946

0iod 1 QQI Saccharomycopsis fibuligera M22475
Candida pelliculosa X02903
1.00 | Botryotinia fuckeliana AJ130890

Septoria lycopersici U24701

1 AOOL— Gaeumannomyces graminis U17568

Gaeumannomyces graminis U35463
1.00 ( Trichoderma viride AAQ76093
Trichoderma reesei Q12715
Aspergillus terreus XP_001216552
1.00¢ phanerochaete chrysosporium AF036872
Phanerochaete chrysosporium Q9URPS
Cryptococcus neoformans var. neoformans Q5KKM5
Uromyces viciae-fabae CAE01320
Rhizopus oryzae RO3G_04557.1
Rhizopus oryzae RO3G_04558.1
Rhizopus oryzae RO3G_04265.1
Rhizopus oryzae RO3G_01985.1
Mucor circinelloides 33615
Mucor circinelloides 38405
Mucor circinelloides 38194
Phycomyces blakesleeanus 75597
Rhizomucor miehei AM922334
Mucor circinelloides 74361
Rhizopus oryzae RO3G_09386.1
Phycomyces blakesleeanus 17174
Piromyces sp. 875K31

1.00

1.00 1

.00—— Asperyillus niger AF108944
0.99 L——— Trichoderma reesei 269257

Chryseobacterium meningosepticum AF015915
1.00 Hordeum vulgare subsp. vulgare AF102868

1.00 Clostridium thermocellum P14002
—L-Q-Q-'—: Ruminococcus albus AAC05445 —A0 1

Kluyveromyces fragilis X05918

24. abra. A glikozid hidrolazok 3. csaladjan beliili 4. csoportba tartozé gombak filogenetikai analizise (50%
tobbségi konszenzus filogram, a szamok a Bayes-féle poszterior valdsziniiséget jelolik). A Mucor
circinelloides (kék szinnel kiemelt), a Phycomyces blakesleeanus (z61d szinnel kiemelt), és a Rhizopus
oryzae (piros szinnel kiemelt) aminosavszekvenciaihoz a genomok adatbazisaban tortént
homologiakereséssel jutottunk hozza. A tobbi szekvencia az NCBI/EMBL adatbazisokbol szarmazik (az
egyes fehérjék azonositészamait a torzsfan jeloltiik).
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6. OSSZEFOGLALAS

A B-gliikozidaz enzim a baktériumoktol kezdve a magasabb rendi emldsokon
Keresztiil mindeniitt jelen van, és szamos életfolyamatban jelentés szerepet tolt be.
Gombéknal a celluldz enzimrendszer fontos alkotoja, ahol a rovid szalu oligoszacharidok
¢s a cellobioz glikézza torténd hidrolizisét végzi. A B-glikoziddzok meghatarozott
koriilmények kozott szintetikus aktivitasra is képesek, ami kiilonboz6 vegyiiletek, példaul
oligoszacharidok és glikokonjugatumok szintézisét teszi lehetévé. Az enzim hidrolitikus és
szintetikus aktivitasat szamos biotechnoldgiai folyamatban kihasznaljak.

A jaromsporas gombak (Zygomycetes) Mucorales rendjébe tartozo fajok tobbsége
talajban, bomld szerves anyagokon eléforduld szaprotrof szervezet. A csoport szamos
képviseldje kiilonbozd biotechnoldgiai folyamatokban alkalmazott extracellularis enzimek
termeldjeként, illetve értékes biologiai aktivitassal rendelkezd vegyliletek sztereospecifikus
hidroxilaldjaként keriil ipari felhasznalésra.

A fonalas gombak altalaban jo B-gliikozidaz termel6ként ismertek. Szamos gomba
enzimet izolaltak és elemeztek is, azonban a jaromsporas gombakat ebbdl a szempontbol
kevésbé jellemezték. A jaromsporas gomba B-gliikozidazt kodold génekrdl szintén kevés
ismeret all rendelkezésiinkre. Munkank f6 célkitlizése az alapkutatasokban és a
biotechnologiai fejlesztésekben felhasznalhatd, jo extracellularis B-gliikkoziddz termeld
jaromsporas gombak azonositasa, az enzimaktivitas detektalasa és jellemzése volt. Célul
tlztiik ki tovabba a nagy extracellularis aktivitassal rendelkezd jaromsporas gombdk altal
termelt B-gliikozidazok homogenitasig torténd tisztitasat, az izolalt enzimek hidrolitikus és
szintetikus aktivitasanak biokémiai jellemzését, illetdleg az enzimet kodold gének
azonositasat, valamint részletes molekularis és funkcionalis elemzését. Ezen célkitiizések
alapjan elvégzett vizsgalatok eredményei a kovetkezok:

1. Azonositottunk jo extracellularis p-gliikozidaz termelé jaromsporas
gombakat.

Kezdeti vizsgalataink soran a Gilbertella, Mucor, Rhizomucor ¢s Rhizopus
nemzetségek 95 izolatuménak B-glilkozidaz termelését teszteltiik 1% cellobidzt tartalmazd
minimal tapoldaton. Az egyes nemzetségek tagjai kozil kivalasztottuk a legjobb
enzimtermel6ket (6 Mucor, 4 Rhizomucor, 3 Rhizopus és 3 Gilbertella), melyek
extracellularis B-gliikkoziddz aktivitasat buzakorpan is megvizsgaltuk. A szilard fazist
fermentacio a folyadékos tenyészetnél altalaban jelentdsen magasabb -gliikozidaz

aktivitast eredményezett. A legmagasabb térfogati aktivitast, valamint termékhozamot a
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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 5694 U g’ buzakorpa) izolatumok esetén tapasztaltuk. A
termofil Rhizomucor miehei torzsek koziil az R8 és R17 kodjeliek enzimtermelése
emelhetd ki, melyeknél 38,3 U ml? és 42 U ml? térfogati aktivitast allapitottunk meg
buzakorpa szubsztrat alkalmazasa esetén. A Rhizopus izolatumok szilard fazisu
fermentacioval nyert nyers kivonatai megkozelitéleg azonos, 15,1 - 18,4 U ml™ térfogati
aktivitassal rendelkeztek. Az inkubaciés hémérséklet enzimtermelésre gyakorolt hatasat is
megvizsgaltuk, ahol az egyes torzsek [-gliikozidaz termelésében jelentOs eltéréseket
tapasztaltunk.

2. Megvizsgaltuk az etanol, a gliikoz, a savas pH, valamint a homérséklet f3-
gliikozidaz aktivitasra gyakorolt hatasat a j6 enzimtermeld izolatumok szilard fazisa
fermentalas utani nyers enzimkivonataiban. A vizsgalt pB-gliikozidazok kozott sav- és
termotolerans enzimeket azonositottunk.

Az etanolt 5 - 10% (v/v%) koncentracidban alkalmazva szamottevé enzimaktivitas
emelkedést tapasztaltunk a R. miehei, a Rhizopus microsporus var. oligosporus és a Mucor
fragilis torzsek esetében. A gliikoz 1% koncentracioban torténd jelenléte a M. corticolus -
gliikkozidaz aktivitasat gatolta legkevésbé. Néhany izolatum (R. miehei R11 és R17, Rh.
microsporus var. oligosporus, Mucor racemosus f. chibinensis) B-gliikozidaz enzimjénél
enyhe enzimaktivitas emelkedést tapasztaltunk savas kozegben. A 75 °C-on elvégzett
homérséklet tolerancia vizsgalatoknal a legmagasabb maradék enzimaktivitast a R. miehei
R8 torzs enzimjénél figyelhettiik meg. A cellobiéz szubsztrat a R. miehei B-gliikkozidazok
esetében jelentds hdinaktivaciotol védd hatast biztositott. Az elvégzett vizsgalatok
eredményei alapjan a M. corticolus, a R. miehei R8, a G. persicaria G1 és a Rhizopus
niveus izolatumok altal termelt B-glilkozidaz enzimek homogenitasig torténd tisztitasat,
illetve részletes jellemzését tliztiik ki célul.

3. Izolaltuk a R. miehei R8, a M. corticolus, a Rh. niveus és a G. persicaria G1
torzsek altal buzakorpa szubsztraton termelt B-gliikozidaz enzimeket.

Az enzimek specifikus aktivitasara rendre 62,2, 118,5, 70,6 és 121,1 U mg'l
értékeket hataroztunk meg a negyedik tisztitasi 1épés utan. Az izolalt enzimfehérjék
molekulatomege az elektroforetikus elvalasztast kovetden 75 - 80 kDa volt.

4. Elvégeztiik a tisztitott B-gliikozidaz enzimek biokémiai jellemzését az enzim
hidrolitikus aktivitasara hato szamos tényezo figyelembevételével.

A termofil R. miehei altal termelt B-glilkozidaz enzim aktivitasanak hémérsékleti

optimumat 65 °C, mig a tobbi izolatumét 50 °C koriil allapitottuk meg. A vizsgalt -
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gliikkozidazok kozil 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-glikozidaz alacsony pH értéken (pH 3,0) is meglrizte aktivitasanak 20%-at. A
Rhizomucor B-glikozidaz pH 4,0 - 6,0, mig a tobbi vizsgalt enzim pH 4,5 - 7,0
tartomanyban bizonyult stabilnak.

Az enzimek szubsztrat specifitdsanak elemzésekor a szubsztratok hidrolizise
elsésorban a B-(1—4) kotéseket tartalmazo szacharidokon bizonyult jelentésnek, azonban
enyhe enzimaktivitast a PB-(1—2) kotést tartalmazd szoforéz esetében is sikeriilt
kimutatnunk. A R. miehei B-gliikozidaz szamottevé mértékben hidrolizalta a -galaktozid
kotéssel rendelkez6 szubsztratokat is, tovabba az enzim Kisebb mértéki a-gliikozidaz és N-
acetilgliikbzaminiddz aktivitdst is mutatott. Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
R. miehei altal termelt enzim a széles szubsztrat specifitasu p-glikkozidazok csoportjaba
tartozik. Az enzimek jellemzése sordn meghatdroztuk a tisztitott B-gliikozidazok pNPG
szubsztratra vonatkozo kinetikai paramétereit is.

A tisztitott enzimek nem, vagy csak meglehetdsen alacsony gliik6z toleranciat
mutattak, koziilik egyediil a M. corticolus B-gliikozidaz emelhet6 ki, mely a kezdeti
hidrolitikus aktivitas 31%-at 20 mg ml™ gliikéz jelenlétében még megdrizte. A R. miehei,
Rh. niveus és G. persicaria enzimek aktivitasat az alacsony koncentracioban alkalmazott
fruktoz enyhén fokozta. A szacharéz viszont jelentésen ndvelte 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
laktoz, fruktdz, galaktoz és szachardz jelenlétében, mely az enzim magas transzgliikozidaz
aktivitasat feltételezi.

Az enzimek biokémiai jellemzése soran szamos fémso és reagens gatlo hatdsat is
elemeztiik, melynek eredményei alapjan feltételezhetd, hogy az enzimek megfeleld
miikodéséhez tiol-csoport jelenléte is sziikséges, tovabba katalizisben bet6ltott fontos
szerep valoszinlsithetd a triptofdn 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 gliikoz mennyiségének, igy gatlo hatasanak csékkenése okoz, mely az adott
enzim nagyfoku transzgliikozidaz aktivitasat feltételezi.

5. Részletesen vizsgaltuk a R. miehei R8 és a M. corticolus B-gliikkozidaz
enzimek szintetikus aktivitasat kiilonb6z6 monoszacharid donor és akceptor

vegyiiletek jelenlétében.
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A transzgliikozidaz aktivitas tanulméanyozéasa sordn az enzimek szubsztratjaként
cellobiozt alkalmaztunk. A reakcio eredményeként cellotridz, illetdleg hosszabb
inkubacios 1d0 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 koncentracio
alkalmazasa mellett (350 - 400 mg ml™) tapasztaltuk. A legtobb cellotriéz a pH 4,0 - 6,0
tartomanyok koz¢é pufferelt reakcidelegyekben, R. miehei B-gliikkozidaznal 70 °C, mig M.
corticolus enzimnél 50 °C homérsékleten keletkezett.

A laktdéz szubsztraton torténd szintézis tanulmanyozasakor a R. miehei f-
gliikozidaz esetén egy feltételezhetden szintetikus triszacharid megjelenését mutattuk ki a
reakcioelegyb6l. A R. miehei enzim transzgalaktozidaz aktivitasat is azonositottuk, igy a
keletkezett termék az egyes [-galaktozidazok, valamint a [-galaktozidaz-szerti -
gliikozidazok transzgalaktozidaz aktivitasanak vizsgalatakor kimutatott galakto-
oligoszacharid is lehet. A R. miehei enzimmel cellobioz vagy pNPG szubsztraton, etanol
jelenlétében is tapasztaltunk termékképzddést, melyet etil-glitkozidnak feltételeziink.

6. Tanulmanyoztuk Kiilonb6z6 antioxidans aktivitasu fenolok R. miehei -
gliikozidaz altali felszabadulasat glikozidokbél.

A vizsgalatok soran a fenolokat nagy mennyiségben tartalmazo, magas antioxidativ
kapacitassal rendelkezd meggy gylimoélesot alkalmaztuk. A B-gliikoziddzzal torténd
kezelés alatt jelentds koncentracio emelkedést tapasztaltunk a meggytorkoly kivonatban
talalhato 4-hidroxi-benzoesav, vanillinsav és sziringsav vegyiiletek tekintetében.

7. A R. miehei R8 torzsbél izolaltuk és jellemeztiik az elsé, jaromspoéras
gombabdl szarmazé B-gliikkozidaz gént (bgl) és a szabalyozé régidit. Génexpresszié
vizsgalatokat végeztiink heterolog rendszerben.

A teljes R. miehei bgl gént, valamint a gént hatarold régiokat IPCR technika
alkalmazaséaval izolaltuk, majd a feltételezett BGL fehérjét kodold szakasz meghatarozasa
utan annak aminosav szekvenciajat részletesen is elemeztik. Az azonositott
fehérjeszekvencia a glikozid hidrolazok 3. csalddjan beliili 4. alcsaladba sorolt, f-
gliikozidaz aktivitassal rendelkezé gomba enzimekkel mutatta a legnagyobb hasonlosagot.
Az elemzés soran azonositottuk a BGL fehérjében taldlhatd N-terminalis és C-termindlis
doméneket, valamint ismert gomba B-gliikozidazokkal torténd Gsszehasonlitast kdvetden
lehetséges katalitikus nukleofil és H* donor régiokat is meghataroztunk. A tisztitott R.

miehei B-glikkozidaz fehérje tomegspektrometriai analizise az izolalt enzimet a feltételezett
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R. miehei BGL fehérjeként azonositotta, valamint megerdsitette, hogy a tisztitott enzim a
klonozott bgl gén altal kodolt. Ugyancsak részletesen elemeztiik a gént hatarolo régiokat is,
ahol a promoter és termindlis régiokban szamos jellegzetes nukleotid szekvencia
motivumot azonositottunk.

A R. miehei B-gliikozidaz enzimet kodolo gén (bgl) kifejezddésének vizsgalatahoz
expresszios vektort készitettiink, melyben a Mucor circinelloides gpd1 (glicerinaldehid-3-
foszfat dehidrogenaz) gén promoter és terminalis régidival épitettiik dssze a teljes bgl gént,
majd az elkészitett vektorral elvégeztiik az MS12 M. circinelloides kettés auxotrof (leuA
torténd tenyésztést kovetden a transzformansok fermentlevei és nyers kivonatai az eredeti
MS12 torzsénél jelentésen magasabb enzimaktivitast mutattak, tovabba a nyers kivonatbol
részlegesen tisztitott fehérjék elektroforetikus elvalasztisat kovetéen egy 1) sav
megjelenését is tapasztaltuk az egyik transzformans fehérjemintazataban.

A glikozid hidrolazok 3. csaladjan beliili 4. alcsaladba tartozé gomba J-
gliikozidazokkal filogenetikai vizsgalatokat is végeztiink, melybe a R. miehei BGL mellett
egy¢b jaromspords gomba hipotetikus fehérjéket is bevontunk. A vizsgalatok
eredményeként kapott konszenzus fa a jaromsporas gomba [-gliikkoziddzok monofiletikus

eredetét mutatja.

A Kkutatasi program eredményeként uj informaciokkal béviiltek ismereteink a
jaromsporas gombak B-gliikozidaz termelésével kapcsolatban. Munkank soran
szamos Wj, jo extracellularis p-gliikozidaz termelé jaromsporas gombatorzset
azonositottunk, valamint elméleti és gyakorlati szempontbol is fontos ismereteket
szereztiink a cellulaz enzimrendszer részeként jelentés szerepet betoltd B-gliikozidaz
enzimrél jaromsporas gombakban. Eredményeink alapjan ezek az enzimek
alkalmazhatonak bizonyulhatnak antioxidans aktivitassal rendelkezé novényi eredetii
fenolok glikozidokbdl torténé felszabaditasara, feldusitasara, valamint a szintetikus
aktivitasuk kihasznalasaval kiilonb6z6 oligoszacharidok és glikokonjugatumok
szintézisére. Tudomasunk szerint elsoként izolaltunk és jellemeztiink jaromsporas
gombabol szarmazé B-gliikozidaz gént, valamint elsoként azonositottunk

transzgalaktozidaz aktivitassal rendelkezo fonalas gomba B-gliikozidazt.
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7. SUMMARY

Beta-glucosidase enzymes can be found from bacteria through to higher mammals,
and play important roles in several biological processes. Fungal B-glucosidases are parts of
the cellulose degrading enzyme system, wherein they split the short chain oligosaccharides
and cellobiose into glucose. Under defined conditions, they also have a synthetic activity,
which can be used for the synthesis of a variety of compounds such as oligosaccharides
and different glycoconjugates. Both synthetic and hydrolytic activities of the enzyme are
utilized in several biotechnological and industrial processes.

Representatives of the Zygomycetes in the order Mucorales, are widely distributed
in soil and plant debris, on dung and other moist organic matter contacting with soil. These
fungi have practical significance from several medical and agricultural aspects; moreover,
numerous species of the order are also used in different biotechnological and industrial
applications due to their effective extracellular enzyme production.

Filamentous fungi are known to be good producers of B-glucosidases and a number
of fungal glucosidases have been isolated and analyzed, but zygomycetes are poorly
characterized from this aspect. Little information is available from the zygomycetes genes
encoding B-glucosidase enzymes as well. The main objective of our study was the
identification, detection and characterization of B-glucosidase activities in zygomycetes in
order to find new producer strains, which are potentially useful in further basic studies and
biotechnological applications. Moreover, we planned the purification and biochemical
characterization of selected B-glucosidases with high extracellular enzyme activity, as well
as the isolation, cloning and molecular analysis of the encoding genes. The results of the
assays performed by the objectives are follows:

1. Several isolates of Zygomycetes have been identified as good extracellular f-
glucosidase producer.

Determination of the extracellular -glucosidase activity of 95 strains representing
the genera Gilbertella, Mucor, Rhizomucor and Rhizopus was performed in minimal media
containing 1% cellobiose as sole carbon source. The enzyme activities of the tested strains
were found to be highly variable. Based on the liquid culture fermentation, six Mucor, four
Rhizomucor, three Rhizopus and three Gilbertella isolates were chosen for solid-state
fermentation studies, in which wheat bran was used as substrate. Solid-state fermentation
generally resulted in significantly higher enzyme activities than the liquid cultures. The
Gilbertella persicaria (58.6 - 70.9 U ml™ and 351.6 - 425.4 U g™ wheat bran) and the
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Mucor corticolus (94.9 U ml™ and 569.4 U g wheat bran) isolates gave the highest
volumetric activity and yield on wheat bran. Among the tested thermophilic Rhizomucor
miehei isolates, the NRRL 5282 and ETH M4918 strains are outstanding in their -
glucosidase producing ability, where 38.3 U mI™* and 42 U mlI™* volumetric activity was
detected, respectively. Crude extracts after the solid-state fermentation of the Rhizopus
isolates showed approximately the same volumetric activity (15.1 - 18.4 U ml™). The effect
of cultivation temperature on enzyme production had also been analyzed, wherein
significant differences could be observed among the tested strains.

2. In reference to the preliminary tests, effect of temperature, ethanol, glucose
and acidic pH on enzyme activity have been tested in the crude extracts of the good -
glucosidase producer strains. Enzymes with acido- and thermotolerant properties
have been identified among the tested B-glucosidases.

Addition of ethanol to 5 - 10% (v/v) increased the enzyme activity of the
Rhizomucor, Rh. microsporus var. oligosporus and M. fragilis strains. Glucose at 10 mg
ml™ concentration was less inhibitory to the enzymes of Mucor fragilis, Mucor
guillermondii and M. corticolus than to those of the other investigated strains. [-
Glucosidases of the Rhizopus and Rhizomucor isolates showed excellent acid tolerance.
Alcohol and acid tolerance is an important feature of enzymes used for aroma liberation in
wine making. R. miehei isolate NRRL 5282 gave the highest residual activity in the heat
tolerance test at 75 °C; furthermore, in the presence of a protective cellobiose substrate, the
Rhizomucor enzymes proved to be thermotolerant. It is supposed that cellobiose, the
substrate of the enzyme, was bound to the active site and protected the enzyme from heat
inactivation by retaining the correct conformation. Based on the preliminary studies, our
aim was the purification and detailed characterization of B-glucosidases produced by M.
corticolus SZMC 12031, R. miehei NRRL 5282, G. persicaria ATCC 201107 and
Rhizopus niveus CBS 403.51 isolates.

3. The B-glucosidases produced on wheat bran by M. corticolus SZMC 12031,
R. miehei NRRL 5282, G. persicaria ATCC 201107 and Rhizopus niveus CBS 403.51
isolates have been purified.

For production and isolation of the extracellular B-glucosidases in high amount,
strains were grown on wheat bran medium, and the enzymes were purified from the crude
extract to electrophoretically homogeneous state by ammonium sulphate precipitation and
gel filtration followed by anion exchange and size-exclusion chromatographies. After the

fourth step, the purified R. miehei, M. corticolus, Rh. niveus and G. persicaria enzymes
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had a specific activity of 62.2, 118.5, 70.6 and 121.1 U mg™ proteins, respectively. The
molecular weight of all purified enzymes was estimated by SDS-PAGE and was found to
be about 75 - 80 kDa.

4. Biochemical characterization of the purified p-glucosidases has been
performed with respect to some parameters influencing the hydrolytic activity of the
enzymes.

The temperature optimum of the enzymes proved to be about 50 °C, except for the
R. miehei B-glucosidase which was about 65 °C. The optimum pH for the action of the
enzymes was between 5.0 and 5.5; however, the Rhizomucor enzyme retained 20% of its
initial activity at pH 3.0, which was not observed in the case of the enzymes of the other
isolates. The enzymes had a relatively narrow pH stability range (pH 4.0 - 6.0 for R.
miehei, and pH 4.5 - 7.0 for the other isolates), but it was within the range of most fungal
B-glucosidases.

The enzymes efficiently hydrolyzed oligosaccharides having B-(1—4) glycosidic
bonds, but weak enzyme activity could also be observed on sophorose which have [3-
(1—2) glycosidic bonds. The B-glucosidase purified from the R. miehei strain presumably
belongs to the broad-specificity type, since it can hydrolyze the p-nitrophenyl-p-D-
galactopyranoside substrate, and it showed moderate a-glucosidase and N-
acetylglucosaminidase activities as well. Kinetic parameters of the purified -glucosidases
were also determined from Lineweawer - Burk plots by using p-nitrophenyl-p-D-
glucopyranoside as substrate.

Glucose substantially inhibited the hydrolytic activity of the purified enzymes. The
B-glucosidase from M. corticolus proved to be more tolerant to glucose preserving up to
31% of its initial activity in the presence of 20 mg ml™ glucose. The effect of other mono-
and disaccharides on p-nitrophenyl-p-D-glucopyranoside hydrolysis was also investigated.
In these tests, sucrose significantly increased the activity of the R. miehei and M. corticolus
enzymes. As these enzymes do not hydrolyse sucrose, it is suggested that they have
remarkable transglycosylation activity. Considerable inhibition was observed with 5%
(w/v) lactose at the Rh. niveus, G. persicaria and R. miehei B-glucosidases; additionally,
activity of these enzymes was slightly increased by 5% (w/v) fructose followed by a
reduction at higher concentrations.

Various metal ions and potential inhibitors modified the activity of the purified
enzymes. The results may indicate that thiol groups are required for the appropriate

enzyme activity, and important function of tryptophan and aspartic acid in the catalysis
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could be expected as well. Analysis of the effect of different alcohols showed that the
hydrolytic activity of the R. miehei B-glucosidase was increased with 30% by 10% (v/v)
ethanol, which suggests an extensive synthetic activity of the enzyme. It is supposed that
ethanol is an acceptor for glucose, decreasing the amount and hereby the inhibitory effect
of the free glucose.

5. Synthetic activity of the purified R. miehei and M. corticolus B-glucosidases
has been studied in detail using various monosaccharide donor and acceptor
compounds.

Transglucosylation capacity of the enzymes was tested using cellobiose as
substrate. Analysis of the reaction mixtures revealed that cellotriose was the main product
of the synthetic reaction on cellobiose that acts as glucose donor and acceptor. After a long
incubation period, cellotetraose was also formed in these experiments. Some parameters
influencing the transglucosylation of cellobiose were investigated in order to optimize the
synthetic reaction (e.g. initial substrate concentration, pH, temperature). In case of both
enzymes, the yield of oligosaccharides increased linearly with the increase of the initial
cellobiose concentration, and the maximum oligosaccharide formation was observed at
high initial substrate concentration (350 - 400 mg ml™). The maximum cellotriose
concentration was detected between pH 4.0 and pH 6.0, and 70 °C and 50 °C appeared to
be the optimal temperatures for the synthetic activity of the R. miehei and M. corticolus
enzymes, respectively.

Besides its synthetic activity on cellobiose, the R. miehei B-glucosidase is also able
to synthesize oligosaccharides by using lactose as substrate. It is supposed that the
oligosaccharide produced is a trisaccharide. The transgalactosylation capacity of the R.
miehei B-glucosidase was also identified; accordingly, the formed oligosaccharide may be
a galacto-oligosaccharide as well, similar to that had been detected by the
transgalactosidase activity of various [-galactosidases and [-galactosidase-like p-
glucosidases. Additional product formation was observed on cellobiose or pNPG in the
presence of ethanol, suggesting that the R. miehei B-glucosidase is able to synthesize alkyl-
glucosides too. However, since we could not identify the synthetic compounds formed in
the presence of lactose and ethanol accurately, calibration of the appropriate standards, and
purification, mass spectrometry and NMR spectroscopy of the products are in progress.

6. Liberation of plant derived phenolic antioxidants from glycosides by the

purified R. miehei g-glucosidase has been studied.
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The hydrolytic activity of the B-glucosidase can be used to liberate phenolic
aglycons from their glycosidic bonds, which increase the amount, and allow the
bioavailability of these phenolic antioxidants. To investigate the production of free
phenolic antioxidants by R. miehei B-glucosidase, sour cherry fruit, which has high
antioxidant capacity and contains large quantities of phenolics was used. In these analyses,
the crude extract of lyophilised sour cherry pomace was treated with the purified enzyme.
The amount of the different phenolic antioxidants changed in different degrees; however,
increasing concentration could be observed in the concentration of 4-hydroxybenzoic acid,
vanillic acid and syringic acid during the incubation period.

7. Isolation and characterization of a B-glucosidase-coding gene (bgl) from the
R. miehei NRRL 5282 isolate have been performed. Heterologous expression studies
have also been carried out.

Isolation and cloning of the entire R. miehei bgl gene together with its flanking
region was performed by using the IPCR method, and the coding sequence of the BGL
protein was predicted by similarities to other known fungal B-glucosidase genes found in
sequence databases. Comparison of the R. miehei BGL with database sequences showed it
highly similar to fungal B-glucosidases classified as the subfamily 4 of the family 3
glycoside hydrolases. The putative N- and C-terminal catalytic domains of the predicted
protein could be identified as well as the potential catalytic nucleophile and H* donor
residues. Mass spectrometry analysis of the purified R. miehei p-glucosidase identified the
isolated protein as the predicted BGL and confirmed that the purified enzyme is encoded
by the bgl gene. Additionally, a number of typical nucleotide sequence motifs were
identified in the promoter and terminator regions of the gene.

Heterologous expression studies with the isolated Rhizomucor gene were performed
in Mucor circinelloides. The expression vector contained the entire bgl gene of R. miehei
fused with the promoter and terminator regions of the M. circinelloides gpdl
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) gene. This plasmid was introduced into M.
circinelloides by PEG-mediated protoplast transformation. After culturing on cellobiose
and wheat bran, the transformant strains showed significantly higher B-glucosidase activity
than the original Mucor strain. Moreover, denaturing gel electrophoresis of the proteins,
which were partially purified from the crude extracts, revealed the presence of an extra
band in the protein pattern of the transformants. The size of this band corresponded to that
of the Rhizomucor BGL suggesting that the introduced gene had been expressed in the

transformants.
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Blast searches with the amino acid sequence of the R. miehei BGL revealed the
existence of highly similar hypothetical proteins in the databases of other zygomycetes
genomes. These sequences were involved in phylogenetic analyses carried out to address
the evolution of fungal B-glucosidases of subfamily 4 within the family 3 glycoside
hydrolases. The resulted consensus tree supports the monophyly of zygomycetes B-

glucosidases.

Our studies provided new data in reference to the B-glucosidase production of
zygomycetes fungi. A number of new producer stains have been identified. Moreover,
significant theoretical and practical knowledge about the p-glucosidases of
zygomycetes has been obtained for the additional basic studies and biotechnological
applications. We suggest that these enzymes are applicable for liberation and
enrichment of phenolic antioxidants from plant-derived compounds and for synthesis
of oligosaccharides and different glycoconjugates by using their hydrolytic and
synthetic activities, respectively. As we know, the R. miehei bgl is the first -
glucosidase gene from a zygomycete fungus that has been isolated and characterized,
and this is the first study about a filamentous fungal p-glucosidase, which has good
ability to catalyze both transglucosylation and transgalactosylation reactions.
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MELLEKLETEK

1. sz. melléklet. Jaromsporas gombatorzsek fermentleveinek B-glitkkozidaz aktivitasa cellobidzt tartalmazé minimal tapoldat alkalmazasakor. Az

egyes nemzetségek tagjai koziil a vastagon szedett izolatumokkal foglalkoztunk részletesen.

+: Kis enzimaktivitas (A4ps: 0,3 alatt)
++: kdzepes enzimaktivitas (Agps: 0,3 - 0,7)
+++: nagy enzimaktivitas (A4gs: 0,7 felett)

e Torzsgyiijtemény Fermentlé . Torzsgyilijtemény Fermentlé
Fajnév kédja Bt enzimaktivitisa Fajnév kédja etk enzimaktivitisa
. N észibarack / Fresno, . . ismeretlen /
Gilbertella persicaria ATCC 201107 Kalifornia, USA +++ Rhizomucor pusillus IBP M.p./1 Lengyelorszag +
Gilbertella persicaria ATCC 201108 OSZlb?raCk./ Fresno, +++ Rhizomucor pusillus FRR 1652 ismeretlen +
Kalifornia, USA
. - Gszibarack / Parlier, . .
Gilbertella persicaria TJM 9A10 Kalifornia, USA ++ Rhizomucor pusillus NRRL 6304 gabona +
Gilbertella persicaria TIM 9A12 Gszibarack / Parlier, ++ Rhizomucor pusillus NRRL 6401 Kalifornia, USA +
Kalifornia, USA
. - Oszibarack / Clovis, . . viztartaly /
Gilbertella persicaria TJM 9B1/A Kalifornia, USA ++ Rhizomucor pusillus NRRL 3638 Wisconsin, USA +
. L Oszibarack / Clovis, . . kukoricaliszt /
Gilbertella persicaria TJM 9B1/B Kalifornia, USA + Rhizomucor pusillus ATCC 46342 Hollandia +
. - Oszibarack / Clovis, . . lotragya / Nevada,
Gilbertella persicaria TIM 9B2 Kalifornia, USA + Rhizomucor pusillus ATCC 16459 USA +
. L Oszibarack / Clovis, . . levél / Kalifornia,
Gilbertella persicaria TIJM 9B3 Kalifornia, USA ++ Rhizomucor pusillus ATCC 16458 USA +
Gilbertella persicaria TIM 9B4 Gszibarack / Clovis, ++ Rhizomucor pusillus SZMC 11026 ismeretlen +
Kalifornia, USA
Gilbertella persicaria TJM 9B5 Gszibarack / Clovis, + Rhizomucor pusillus SZMC 11027 Klinikai izoldtum / +

Kalifornia, USA

SZTE, Szeged
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Torzsgyiijtemény

Fermentlé

Torzsgyijtemény

Fermentlé

Fajnév kédja St enzimaktivitisa Fajnév kédja =igel! enzimaktivitisa
. L Oszibarack / Clovis, RhiZOpus -
Gilbertella persicaria TJM 9B6 Kalifornia, USA ++ microsporus var. NRRL 2710 tempeh / Indonézia ++
oligosporus
Oszibarack / Clovis Rhizopus
Gilbertella persicaria TIM 9B7 e ' ++ microsporus var. CBS 220.92 tiid6 / Hollandia +
Kalifornia, USA . - .
rhizopodiformis
. . Rhizopus . (1
Gilbertella persicaria TJM 9B8 Gszibarack / Clovis, ++ microsporus var. CBS 102.277 rhinocerebralis +
Kalifornia, USA . . - infekciod
rhizopodiformis
Gilbertella persicaria TIM 17F2 nekta}rm /_Reedley, +++ Rhizopus niveus CBS 403.51 ismeretlen / Japan ++
Kalifornia, USA
. — nektarin / Reedley, . cukkini / Kalifornia,
Gilbertella persicaria TIM 17F3 Kalifornia, USA ++ Rhizopus oryzae TIM 7F2 USA +
. L nektarin / Reedley, . fiige / Kalifornia,
Gilbertella persicaria TJM 22B8 Kalifornia, USA ++ Rhizopus oryzae TIM 24B2 USA +
_ , , . Sz6lészeti és
Mucor amphibiorum CBS 763.74 Németorszag ++ Rhizopus oryzae SZMC 0495 Bordszati Kut. Int. +
. Sz6lészeti és
Mucor azygosporus CBS 292.63 USA ++ Rhizopus oryzae SZMC 0502 Bordszati Kut. Int. +
Mucor circinelloides  pq 543 67 Dél-Afrika + Rhizopus oryzae MUFS R5 ismeretlen / Dél- +
f. jansenii Afrika
Mucor circinelloides Katholieke . lab. kontaminaci6 /
f. lusitanicus CBS 27749 University, Leuven * Rhizopus oryzae SZMC 0497 SZTE Mikrob. tsz. "
. Szélészeti és . tempeh / lllinois,
Mucor corticolus SZMC 12031 Bordszati Kut. Int. +++ Rhizopus oryzae NRRL 1526 USA +
Mucor fragilis CBS 236.35 Németorszag ++ Rhizopus oryzae NRRL 2908 Chinese yeast / Kina +++
Mucor guillermondii CBS 174.27 Oroszorszag +++ Rhizopus oryzae CBS 112.07 mn;;::gg/ +
Mucor indicus CBS 226.29 Svajc + Rhizopus oryzae CBS 260.28 Chinese yeast / Kina +
Mucor microsporus CBS 204.28 Franciaorszag + Rhizopus oryzae SZMC 13635 RA 99-880, agy / +

Texas, USA
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. Torzsgyiljtemény Fermentlé . . Torzsgylijtemény Fermentlé
Gy kodja S enzimaktivitasa L) kédja et enzimaktivitasa
Mucor minutus CBS 586.67 India + Rhizopus oryzae CBS 109.939 zigomikszis / +
Toronto, Kanada
Mucor nederlandicus CBS 735.70 ismeretlen + Rhizopus oryzae CBS 146.90 leg_loorﬂggazi;s / +
. , . . nektarin / Tulare,
Mucor psychrophilus CBS 288.71 Oroszorszag + Rhizopus stolonifer TJM 5D9 Kalifornia, USA +
Mucor racemosus f. . . . nektarin / Tulare,
chibinensis CBS 636.67 ismeretlen ++ Rhizopus stolonifer TJM 5D10 Kalifornia, USA +
Mucor racemosus f. CBS 115.08 Norvégia + Rhizopus stolonifer TIM 13F10 OSZIba.r aCk./ Hanford, +
sphaerosporus Kalifornia, USA
Mucor strictus CBS 576.66 Ausztria + Rhizopus stolonifer SZMC 0503 S,ZOIeS.ZGU s +
var. reflexus Boraszati Kut. Int.
Mucor zonatus CBS 148.69 Németorszag + Rhizopus stolonifer SZMC 0504 S,Z Oles.zetl s +
var. reflexus Boraszati Kut. Int.
Rhizomucor miehei NRRL 3169 Kalifornia, USA + Rhizopus stolonifer SZMC 0498 lab. konta}mmacm/ +
var. reflexus SZTE Mikrob. tsz.
. . borsmenta Rhizopus stolonifer . .
Rhizomucor miehei NRRL 5282 komposzt / India +++ var. reflexus CBS 117.43 arpa / Hollandia +
Rhizomucor miehei CBS 370.71 képet / Hollandia + Rhizopus stolonifer CBS 320.35 ismeretlen +
var. reflexus
Rhizomucor miehei NRRL 5284 rothadé alma / USA + Rhizopus stolonifer CBS 319.35 ismeretlen +
var. reflexus
. S tehén placenta / Rhizopus stolonifer Gszibarack / Fresno,
Rhizomucor miehei NRRL 5901 Dakota, USA * var. stolonifer TIM 8A6 Kalifornia, USA *
. L (. Rhizopus stolonifer Oszibarack / Parlier,
Rhizomucor miehei ETH M4918 komposzt / Svajc +++ var. stolonifer TIM 8A7 Kalifornia, USA +
Rhizomucor miehei SZMC 11028 képet / Hollandia " Rhizopus stolonifer TIM 8A11 ismeretlen / Parlier, ;
var. stolonifer Kalifornia, USA
Rhizomucor miehei SZMC 11029 human ml}<911s / ++ Rhizopus S_tolonlfer TIM 8B2 0521ba_rack_/ Turlock, +
Ausztralia var. stolonifer Kalifornia, USA
. . allati mikozis / Rhizopus stolonifer ismeretlen / Parlier,
Rhizomucor pusillus NRRL 2543 Anglia + var. stolonifer TIJM 9C12 Kalifornia, USA +
Rhizomucor pusillus NRRL 6399 denevér tiriilék / India ++ Rhizopus stolonifer TIM 9D1 Oszibarack / Hanford, +

var. stolonifer

Kalifornia, USA
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Torzsgyiijtemény

Fermentlé

Torzsgyijtemény

Fermentlé

Fajnév kédja St enzimaktivitdsa Fajnév kédja =igel! enzimaktivitisa

. . . Rhizopus stolonifer Oszibarack / Fresno,

Rhizomucor pusillus NRRL A-23448 ismeretlen ++ var. stolonifer TJM 13F11 Kalifornia, USA +
. . . Rhizopus stolonifer .

Rhizomucor pusillus NRRL A-23504 ismeretlen + var. stolonifer CBS 609.82 ragi +
. . . Rhizopus stolonifer .

Rhizomucor pusillus NRRL A-13100 ismeretlen + var. stolonifer CBS 389.95 ismeretlen +
. . trachea valadék / Rhizopus stolonifer .

Rhizomucor pusillus ETH M4920 Svajc ++ var. stolonifer CBS 347.49 tempeh / Indonézia +
. . e 1 Rhizopus stolonifer . ..

Rhizomucor pusillus WRL CN(M)231 allati mikozis + var. stolonifer CBS 109.76 kenyér / Svajc +

Rhizomucor pusillus FRR 2490 |smeretlren / +

Ausztralia
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2. sz. melléklet. A tisztitasi 1épések részletes adatai (A: Rhizomucor miehei R8, B: Mucor corticolus M21, C: Rhizopus niveus Rh40, D:

Gilbertella persicaria G1).

A
Térfogat Fehérje Osszfehérje  Térfogati aktivitas Osszaktivitas Sflft(;giltl;l'sls Tisztuls
(ml) (mg ml™) (mg) (umol mlI™ perc™) (umol perc™) (U maY)
Nyers kivonat 845 1,142 965 1,7 1436,5 15 1
Ammonium- 35 14,64 51,24 116,6 4083 7,96 53
szulfat
Sephadex G-100 15,7 0,494 7,76 9 141,3 18,1 12,1
Macro-Prep HQ 6,1 0,148 0,9 8,1 40,7 54,9 36,6
Sephacryl S200HR 2 0,096 0,19 59 10,7 62,2 41,5
B
Térfogat Fehérje Osszfehérje  Térfogati aktivitis  Osszaktivitas kaetcil‘filtl:izs Tisztulés
(ml) (mg ml™) (mg) (umol m1™ perc™) (umol perc™) U mg?)
Nyers kivonat 880 1,298 1142,2 1,6 1390,4 1,2 1
Amménium- 37 17,54 64,9 130,4 482,6 7.4 6.2
szulfat
Sephadex G-100 15 0,472 7,1 7,2 108 15,3 12,8
Macro-Prep HQ 3,1 0,108 0,3 10,7 33,2 99,5 82,9
Sephacryl S200HR 2 0,062 0,12 7,3 13,1 118,5 98,8




9¢T

Specifikus

Térfogat Fehérje Osszfehérje  Térfogati aktivitas Osszaktivitas akfivitas Tisztuls
(ml) (mg ml™) (mg) (umol mlI™ perc™) (umol perc™) (U maY)
Nyers kivonat 840 0,912 766,1 0,98 823,2 1,07 1
Ammonium— 35 9,08 31,78 82 287 9,03 8,4
szulfat
Sephadex G-100 38 0,392 14,9 4,8 180,5 12,1 11,3
Macro-Prep HQ 4,5 0,056 0,25 2,6 11,7 46,8 43,7
Sephacryl S200HR 2 0,084 0,17 5,9 11,8 70,6 66
Térfogat Fehérje Osszfehérje  Térfogati aktivitis  Osszaktivitas Sflft(flf.l t':ilés Tisztuliis
(ml) (mg ml™) (mg) (umol m1™ perc™) (umol perc™) U mg'l) 18zt
Nyers kivonat 565 5,98 3378,7 6,2 3486,1 1,03 1
Ammonium- 3 11,12 33,36 13 38,97 12 11
szulfat
Sephadex G-100 33,6 0,286 9,6 55 184,8 19,3 18,7
Macro-Prep HQ 4,5 0,165 0,74 6,3 28,3 38,4 37,3
Sephacryl S200HR 2 0,017 0,034 2,1 4,14 1211 117,6




3. sz. melléklet. A Rhizomucor miehei B-gliikozidaz nukleotid és aminosav szekvenciaja.

A bgl gént hatarol6 régiokat kék, mig a feltételezett intronokat piros szinnel emeltiik ki.

atgctgctttgactgcgcccecctcggaggattctatacgtgecgcaacatcatctgtatgatctcaa
caaaggggacggtaaagtgcggaaatgcgtcccggaagttaccaaagggaaaacagcctcecgtecccce
actttttaagtcgttggtgcaacgaagcaaagaagtaaagaaattctgcagtttgtgtcagectttt
tctttaccctacactatgtggcacaatgcaagaagagagagtaagcgtgagtatagtttaaagcgg
cggcggtctgaaatagtgttcagttatacataatcatattttagctttaaagttagtcatagaaaa
cccggggtttgtcatggaaactgtgaaagttaccggtgtcatgtcgcacacgaaaaacaagacttt
cccgtttcecctggaaaacgcatcgaaaaagaaataatgcaacttgaaagcaaggaaccggagaatt
gcttacatgatgctgatttctcattcccttggagacaggaaagaatatataaaagggggcgcgtag
attctctctctcgttttcttcaacaaattttcgcagcaacttaattcgag atg ttt gca aag

M F A K
act gcg ttg gct ctt ttg acc gcc tgg tca gct atg caa ggc gta gcc ggc
T A L A L L T A W S A M Q G v A G
ggc atc aat ttc cgt tcc tgg gac gaa gct cac gag ttg gcc aag gcc gtg
G I N F R S W D E A H E L A K A v
aca gac cag atg agt ctc gag caa tgg gtc aat att acc acc ggtaaatctat
T D Q M S L E Q W v N I T T
attacattgcaacaaacaaaacccctaaatatcaagttgctaacaaaaaaaaaataaaaggc act

G T
ggc tgg atg aaa tcc gag tgt gtt ggt aac aca cgc cca act aag aac cct
G W M K S E C v G N T R P T K N P
gac ttc cct tcg ctg tgt ctt gaa gat ggt cct cct ggt atc aga ttc ggt
D F P S L C L E D G P P G I R F G
gac aat gtt act gcc ggc gtt tct ggc atc act gcc gct gct tcg ttt gac
D N v T A G v S G I T A A A S F D
aag gaa cag ctc ctg aaa cgc ggt caa tat atg ggc aag gaa ttc cgt ggc
K E Q L L K R G Q Y M G K E F R G
aaa ggt atc cac ttt gct ttg gga cct tgc gtc gat atc atg cgt gct cca
K G I H F A L G P C v D I M R A P
cag act gga cgt ggc tgg gaa ggt ttt ggc gag gac cct tac ttg gct ggt
Q T G R G W E G F G E D P Y L A G
gtc gct ggt gct ctc aca gtt gaa ggt atc cag agc cag ggc gtg gtaagtt
v A G A L T v E G I Q S Q G v
tcagcctttttcgtttctcatacgtttcacgtgtaacttatcaattcacctttttag att gcc
I A

act gcc aaa cac tac att ggt aac aac caa gaa act aac cgc aaa aac Jgtg
T A K H Y I G N N Q E T N R K N
agtgtgtcttattgcctcacttgatcaataactgctactcaatccttgttaattgatgtatttag

tcc acc tcc aat att agec agg cgt gcg ttg cac gaa atc tgg aca tgg cca
S T S N I S R R A L H E I W T W P
tat gcc cgc atg att gaa gcc ggt att ggt gcc att atg tgt agc tac aac
Y A R M I E A G I G A I M C S Y N
cag ctt cac gga acc tgg gcc tgc gaa gat gaa tac acg ctc aac acc atc
Q L H G T W A C E D E Y T L N T I
ctc aag caa gag tac aac ttc cgt ggt ctc atc atg agc gat tgg ggt gca
L K Q E Y N F R G L I M S D W G A
act cac tcg acg gct ccc gcc atc aat tcc ggt ctg gat atg acc atg cct
T H S T A P A I N S G L D M T M P
gtaagttcaataatggtttcttagaagtcaatcttaactgacgcgtatattctatttaag ggt gat
G D
ctt gag atg ggt gat aac tac act tac ttt ggt gtc aac atg aca aag gcc
L E M G D N Y T Y F G v N M T K A
gtc cgg aac ggt gaa gtc act gaa gaa cgc gct cag gaa atg gcc aca cgt
v R N G E v T E E R A Q E M A T R
atc att gcc gcc tac tac aag ttg gga caa gac gaa ggc ttc cct gaa atg
I I A A Y Y K L G Q D E G F P E M

66
132
198
264
330
396
462
528
590

4
641

21
692

38
745

52
810

54
861

71
912

88
963
105

1014
122
1065
139
1116
156
1168
171
1231
173
1282
189
1347
189
1398
206
1449
223
1500
240
1551
257
1602
274
1668
276
1719
293
1770
310
1821
327
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gct atc aga gcc ttc caa cgt gac gaa gct ccc tat gtg ccc gtg caa ggt
A I R A F Q R D E A P Y v P v Q

acgttgtaaatactatcaaccgatatttaaagcaaaatacatcatggctcacaacaatcgttaaaaa

caaatagag gat cac gga aag ctc gtc cgc gaa atg ggt gct gct gcg tgc

E D H G K L v R E M G A A A C
act ttg ctc aag aac gag gat aaa gtc ttg cct atc tcc agc tct gtc aag
T L L K N E D K v L P I S S S v K
aag att gcc att atc ggc agt gat gct gga cca aac cct gagtatgatctctct
K I A I I G S D A G P N P D
cgctcatcctttttagecgttcttccatgcactaagtcattttectgectgcacgtagt ggt ctc cac

G L H

gat ccc gac tgt gtc gat caa ggc tgt gcc aag ggc aca acc gct atg ggt
D P D C v D Q G C A K G T T A M
aggtcatccacttgaataactcggtatttttgacagttttatgaccgaaaatgcactttcttttacg

tgtctcaggt tgg ggc tca ggc act gtc gac ttc cct tat ctt gtt act cct
G W G S G T v D F P Y L v T P
ctg gac ggc att act gcc cgt gct ggcec gat gat gtt gaa gtt gtg cac acc
L D G I T A R A G D D v E v v H T
ttt gac gac tgg gac gaa gaa ggc gct gct gaa ttg gcc aaa gat gcc gat
F D D W D E E G A A E L A K D A D
att gct ttc gtt ttc tcc atg acc aag gct ggt gaa gaa tac att gtc gtt
I A F v F S M T K A G E E Y I v v
gat ggt aac cac gac cgg aag aac ctt tct ctt tgg aac aac ggt gac aat
D G N H D R K N L S L W N N G D N
ttg gtaagttacctgtaactagtccacggtttgctaagcaacagtagtaatgtttcatgttatctc
L
ttctttacag atc cga gct gtt gct gac gcc aac gaa aac act gtc gtc gtc
I R A v A D A N E N T v v v
att cac tct gtt ggt cct gtc gat atg cct tgg att gat cac ccc aac att
I H S v G P v D M P W I D H P N I
aag gct gtc gtt tgg cct cac ttg cct ggt caa gaa act gga aac tct ctc
K A v v W P H L P G Q E T G N S L
gcc gac gtc ctc ttt ggt gat gtc aac ccc tca ggg ccg tct tcc ata gceca
A D v L F G D v N P S G P S S I A
cca ttg gca ggt ctg cag agg act acg ctg ctg gtatcagccctgactttacggca
P L A G L Q R T T L L
agtattcagatattactttgttttgagtggacgctaaactaacttaatgttaataccag atc gag
I E
tac acc gaa gag ctt aac gtc ggc tac cgc cac ttt gac gcc aat aac att
Y T E E L N v G Y R H F D A N N I
gaa cct ctt ttc ccg ttc ggc cac ggt ctt tcc tac acc acc ttt gag tac
E P L F P F G H G L S Y T T F E Y
aac aag ctc aag gtc aag aag ggc cgt aag aag gac aac tct ttg atc cgt
N K L K v K K G R K K D N S L I R
gcc acc atc tat atc agg aac act ggc gaa gtc gac ggc gct gaa att cct
A T I Y I R N T G E v D G A E I P
caa gct tac atc tcg ttc ccc gcg tge gag cca cct aaa gtt ctc cgt ggt
Q A Y I S F P A C E P P K v L R G
ttc gaa aag gtg ttc ctc aag gcc ggc aag cac gcc aag gtc gaa ttt aac
F E K v F L K A G K H A K v E F N
ttt ggt gag acc gag ctc agc atc tgg gat cct gag acg gaa gaa tgg act
F G E T E L S I W D P E T E E W T
gta ccc tct gga gag tac act ttg cat att ggt gct agc agc cgc gac att
v P S G E Y T L H I G A S S R D I
cgt cag act gcc aag ttt agg ctgtaaacgtgtctagcttaatatgcagcgccgtagce
R Q T A K F R L
tat ctt tac taa attattcaacagtaaaagaaaataaaataaaatgaaaaataaagtgagctt
Y L Y -
tgaatgagtacatcacaaaggcatgcaattttattccaaagtttaaagataatatcaaatggaaaat

1872
343
1939
343
1990
358
2041
375
2095
389
2160
392
2211
408
2278
408
2330
423
2381
440
2432
457
2483
474
2534
491
2600
492
2652
506
2703
523
2754
540
2805
557
2861
568
2926
570
2977
587
3028
604
3079
621
3130
638
3181
655
3232
672
3283
689
3334
706
3392
714
3455
717
3522
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gacaagatgtcaacgacagtgttgaataatacgtacagctctttgttcatagtgttcactctcatat
ctatataaagtcactcgtccgggtatcctttgatgatctcttgtaaagtatacatccttcaggettt
actgtcttttgcgtatcatccaatatcctcecgtettectecttggtcaagttccaattccatgtectee
atatcctcattttccgtctecgtaatcgetttettectggatcatcgtagtcattttcatectectett
ccaaggccttgctcctcttcecgtcagtagtaacgtecgecttectcggagggtgtaaacacactteect
ttcceccecgatttctactggecgattgttcectgaagectecgtgtacgacgactggctaatgtccatggecte
agcacttagtctcttcgectttcttgagatgactggtcgacttgcattgattcaccggectectttegt
gatagaatcgatgaatcaatttgagcccccaagctgtcaactgatcgaattcctgcageccggggga
tccac

3589
3656
3723
3790
3857
3924
3991
4058
4063
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4. sz melléklet. Kodonhasznalat a Rhizomucor miehei bgl génben. A bgl A oszlop az adott

kodon aranyat mutatja az aminosavat kodolo szinonim kodonokhoz viszonyitva, mig a bgl

B oszlopban a kodon dsszes eléfordulasa olvashat6 a génben.

Kodon Aminosav bgl bgl Kodon Aminosav bgl bgl
TTT Phe F 0,44 12 TAT Tyr Y 0,26 6
TTC Phe F 0,56 15 TAC Tyr Y 0,74 17
TTA Leu L 0,00 0 TAA - - 1,00 1
TTG Leu L 0,31 15 TAG - - 0,00 0
CTT Leu L 0,22 11 CAT His H 0,06 1
CTC Leu L 0,33 16 CAC His H 0,94 16
CTA Leu L 0,00 0 CAA GIn Q 0,55 11
CTG Leu L 0,14 7 CAG GIn Q 0,45 9
ATT lle I 0,48 20 AAT  Asn N 0,19 7
ATC lle I 0,50 21 AAC Asn N 0,81 29
ATA lle I 0,02 1 AAA  Lys K 0,22 8
ATG Met M 1,00 19 AAG Lys K 0,78 27
GTT Val V 0,30 13 GAT  Asp D 0,50 22
GTC Val V 0,52 23 GAC Asp D 0,50 22
GTA  Val V 0,04 2 GAA Glu E 0,69 35
GTG Val V 0,14 6 GAG Glu E 0,31 16
TCT Ser S 0,24 8 TGT Cys C 0,56 5
TCC Ser S 0,26 9 TGC Cys C 0,44 4
TCA Ser S 0,09 3 TGA - - 0,00 0
TCG Ser S 0,12 4 TGG Trp w 1,00 16
CCT Pro P 0,56 20 CGT Arg R 0,43 13
CCC Pro P 0,22 8 CGC Arg R 0,27 8
CCA Pro P 0,17 6 CGA Arg R 0,03 1
CCG Pro P 0,05 2 CGG Arg R 0,07 2
ACT Thr T 0,46 22 AGT Ser S 0,05 2
ACC Thr T 0,31 15 AGC Ser S 0,24 8
ACA Thr T 0,15 7 AGA Arg R 0,07 2
ACG Thr T 0,08 4 AGG Arg R 0,13 4
GCT Ala A 0,43 29 GGT Gly G 0,49 34
GCC Ala A 0,45 30 GGC Gly G 0,39 27
GCA Ala A 0,06 4 GGA Gly G 0,11 8
GCG Ala A 0,06 4 GGG Gly G 0,01 1
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