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GALACTONOLACTONE INHIBITING THE ACTIVE SITE OF 3-GALACTOSIDASE
FROM ARTHROBACTER SP. C2-2. CRYSTAL STRUCTURE AT 2.2A RESOLUTION
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The three-dimensional structure of enzyme beta-galacto-
sidase from an Antarctic bacterium Arthrobacter sp. C2-2
with bound inhibitor has been determined at a resolution of
22A

The enzyme B-galactosidase (EC 3.2.1.23) belongs to
the enzyme class called glycosylases which catalyze the
hydrolysis of the terminal beta-D-galactosyl of beta-D-
galactosides. It is attractive for research and industry be-
cause of its wide range of biotechnological applications (to
treat lactose intolerance, to prevent crystallization in sweet
products, to increase its sweetening power, to simplify fer-
mentation during production of soured milk products, to
modify the freezing point of ice creams, etc.).

The psychrotrophic bacterium Arthrobacter sp. C2-2
was isolated in the Antarctic area and this enzyme is active
at low temperature, which is interesting property for food
processing applications. Unlike, more known [3-galacto-
sidase from Escherichia coli, which form tetramers, the
B-galactosidase from Arthrobacter sp. C2-2 forms
hexamers with molecular weight of 660 kDa. Each mono-
mer consists of five domains and contains 1023 residues.
The active site is localized in the TIM barrel domain in the
center of each monomer. The active site contains the pair
of catalytic residues Glu442 and Glu521. The molecule of
galactonolactone was found locked in the deep binding
mode near the catalytic residues Glu442 and Glu521. Un-
doubtedly, the position of inhibitor closely simulates the
transition state of galactose before the second step of enzy-
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matic reaction (i.e. the release of product or the
transglycosylation reaction).

X-ray diffraction data were collected at the source of
synchrotron radiation ESRF in Grenoble. The data were
processed using HKL-2000. The crystal belongs to space
group P2, with unit cell parameters a = 140.3 A, b =205.5
A, c=140.5A, o =P =90°,y=102.5° The structure is re-
fined by REFMAC.
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Az do roku 1972, kdy panové F. de Bergevin a M.Brunel
[1] poprvé experimentalné pozorovali magneticky piis-
pévek rozptylu rtg. zafeni, bylo urceni magnetické
struktury latek doménou rozptylu neutronti. Neutrony maji
pro studium magnetismu, resp. magnetickych struktur
velmi vhodné vlastnosti - zejména vlastni magneticky mo-
ment (spin). Energie neutronti pouzivanych pro rozptylové
experimenty (~1-100 meV) je srovnatelnd s energii

excitaci v pevnych latkach, napt. fononli, magnont, exci-
tont a pod. Jsou tedy velmi vhodné i pro inelastické expe-
rimenty. Dnes uZ mame vice moznosti jak studovat
magnetické vlastnosti latek. Jaké pozadavky mame na
zéfeni, vinéni, vhodna pro studium magnetismu?
Pozadujeme:

 vhodnou vinovou délku

« citlivost k magnetickému uspotadéani
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Obrazek 1. Magneticky kruhovy (nalevo) a linearni (napravo) dichroismus. Diky vybérovym pravidlim preskokt
mezi elektronovymi hladinami dostavame riizny signal pro rizné polarizace dopadajiciho zatreni. Pouzitd energie
rtg.zafeni odpovida energii absorp¢ni hrany zvolené slupky
a prvku, v naSem piipadé L-hrana zeleza.
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Podivejme se nyni na neutrony a rtg. zafeni podrobnéji.
Neutrony interaguji s jadrem atomu, zavislost rozptylové
délky na atomovém Cisle neni monoténni, difrakéni
kontrast Ize ovlivnit zaménou izotopu daného prvku. Neut-
rony jsou citlivé k celkovému magnetickému momentu,
separace orbitalni a spinové slozky je obtiznd. Nevyhodou
je 1 nizka intenzita neutronovych svazki ve srovnani s rtg.
zéfenim.

Rtg. zéfeni se rozptyluje na elektronovych obalech
atomd (jako vSechna elmg. zafeni), zavislost atomového
rozptylového faktoru na atomovém ¢isle je monotéonni. V
synchrotronu dokazeme vyrobit rtg. zafeni s vysokou brili-
anci, které umoziuje pozorovat velmi slaby rozptyl zpiso-
beny magnetickym usporanim, resp. polarizaci spint
elektronit v magneticky uspofadanych latkach. Zménou
polarizace fotont lze rozlisit orbitalni a spinovy ptispévek
magnetického momentu. Rtg. zafeni je citlivé k jednotli-
vym elektronovym slupkach (v anomalnim rezimu), mize-
me tak identifikovat i elektronové hladiny, resp. slupky,
zodpoveédné za magnetické vlastnosti dané latky.

Rentgenové zareni mizeme pouzit ke studiu magnetic-
kych vlastnosti ve dvou hlavnich metodach - spektro-
skopickych a difrakénich. Do spektroskopickych metod
nalezi metody vyuzivajici tzv. dichroismus, tj. rGznou
odezvu vzorku pfi pouziti rizné polarizovaného zareni.
Nejcastéji se vyuziva XMCD (X-ray Magnetic Circular
Dichroism) a XMLD (X-ray Magnetic Linear Dichroism).
Prvni metoda pouziva kruhove polarizované rtg. zafeni a je
vhodna pro studium feromagneticky usporadanych latek.
Antiferomagneticky uspotfadané latky lze studovat meto-
dou XMLD, ktera vyuziva zafeni polarizované linearn¢.
Ob¢ metody jsou zalozeny na interakci polarizovaného rtg.

Obrazek 2. Okoli difrakce (1/2,1/2,1/2) NiO. Neélova teplota
NiO je asi Ty, = 225 °C - pod touto teplotu je NiO antifero-
magneticky. Nad touto teplotou neni oxid nikelnaty magneticky
usporadan. Prevzato z [1].

zafeni s elektronovymi hladiny, které jsou ovlivnény
magnetickym uspotfadanim.

Na obrazku 1 jsou zobrazeny prubéhu méteného sig-
nalu pii méteni XMCD/XMLD. Protoze jsou elektrony v
danych slupkach spinové polarizované (pokud je slupka
zodpovédna za magnetické vlastnosti) a je tedy riizné pop-
ulace elektronti polarizovanych T a {. Protoze vyb&rova
pravidla preskokii mezi e” hladinami zavisi i na polarizaci
dopadajiciho zafeni, naméfime pii zméné polarizace jiny
signal.

Spektroskopické metody dokazi odhalit, které atomy
prispivaji k magnetickym vlastnostem dané latky. Nejsou
vSak citlivé k dalekodosahovému uspotfadani magne-
tickych momentt, tzv. magnetické struktufe. Magnetickou
strukturu lze studovat pomoci “klasické” rtg. difrakee,
avSak za specifickych podminek. Pfispévek magnetického
atomového rozptylu je asi 10° x slabsi nez piispévek od
rozptylu Thomsonova. Opét si “vypomlzeme”, jako v
pfipad¢é spektroskopickych metod, rezonan¢nim roz-
ptylem. V piipadé latek obsahujici atomy s velkymi
magnetickymi momenty, mizeme magneticky signal
naméfit i v laboratofi, viz obr.2.
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