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1. AZ ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

A novényi sejtfal fontos alkotoelemét képezd xildnok a természetben legjelentdsebb
mennyiségben eldforduld Gjrahasznosithaté hemicellulozok. Tobbségiik bonyolult 6sszetételii
heteropoliszacharid, amelyek xiléz egységekbdl felépiild alapvazdhoz kiilonbozd
szubsztituensek kapcsolodnak. A kiilonféle forrdsokbdl szarmazd xildnok jelentds variabilitast
mutatnak mind Osszetételiiket, mind szerkezetiiket illetden, igy nem meglepd, hogy teljes
mértékll hidrolizisiikh6z egy komplex mikrobidlis enzimrendszer hatékony miikodésére van
sziikség. Ezek az un. xildnbontd vagy xilanolitikus enzimrendszerek, amelyek igen elterjedtek
mind a baktériumok, mind a gombak korében. A xilanolitikus enzimrendszerek legfontosabb
képviseldi a f-1,4-endoxilanazok (EC 3.2.1.8), amelyek a xilan alapvéazat hidrolizaljak kisebb
xilo-oligoszacharidokra, €s a f-D-xilozidazok (EC 3.2.1.37), amelyek az igy 1étrejovo xilo-
oligoszacharid és xilobiéz molekuldk nem-redukald végérdl xildzt hasitanak le. A B-D-
xilozidézok ily modon igen fontos szerepet jatszanak az endoxilandzok végtermék gatlasanak
megsziintetésében is.

A xilanolitikus enzimrendszerek a természetben betoltott fontos szerepiik mellett
szamottevd ipari jelentdséggel is birnak. A mezdgazdasagi és erdészeti hulladékok jelentds
részét képezd xilanok, mint megujithatd eréforrasok, mind a tiizeléanyag, mind a kiilonb6zo
kémiai alapanyagok (pl. furfuralok vagy az alacsony kaldriatartalmi, mesterséges
édesitdszerként felhasznalt xilitolok) eldallitasanak fontos bazisat adjak, jrahasznositdsuk
azonban elképzelhetetlen xilanbontd enzimrendszerek nélkiil. Kutatdsuk utobbi iddkben
tapasztalt fellendiiléséhez azonban legnagyobb mértékben a papiripari felhasznalasukra
iranyulo, egyre fokozodo igény jarult hozza. Napjainkban egyre jobban elterjednek a papirpép
enzimatikus Uton torténd fehéritésére iranyuld biotechnoldgidk, amelyek egyrészt jelentds
gazdasagi haszonnal jarnak, masrészt a felhasznalt ill. képz6do toxikus anyagok (pl. dioxin)
mennyiségének csokkentésével kornyezetvédelmi szempontbol fontosak. A papirpép
fehéritéséhez elsdsorban endoxilandzokat alkalmaznak. Az utobbi évtizedben azonban egyre
nagyobb mértékli érdeklédés mutatkozik a xilandzok hatékony mikodését eldsegitd -
xilozidézok irant is. Jelentdségiik ellenére azonban az ezen enzimekre vonatkozd ismereteink
igen hianyosak.

A Debreceni Egyetem TTK Biokémiai Tanszékén folyod enzimoldgiai kutatdsok egyik
legjelentésebb témaja a kiilonbozd eredetli ill. szubsztratspecificitdsu glikozidazok (pl. B-

gliikozidazok, B-hexdzaminiddzok) vizsgélata. Ezt a kutatdsi irdnyt kovetve, a fent emlitett



tények inspirdltak benniinket egy wjabb glikozidaz csoport, a mikrobialis B-D-xiloziddzok

tanulmanyozasara.

— Célul tiztik ki egy mikrobialis B-D-xilozidaz izolalasat, tisztitdsat, valamint biokémiai
jellemzését.

— Célunk volt az enzim miikodési mechanizmusénak vizsgalata. Ennek érdekében az enzim
aktiv centrumaban katalitikus szerepet jatsz6 aminosav-oldallancok mddositasat terveztiik
specifikus kémiai reagensekkel, valamint aktiv centrum specifikus inaktivator (affinités
jelolo) alkalmazédsaval. Ehhez egy B-D-xiloziddazokra specifikus affinitas jelolonek, N-
bromacetil-B-D-xilopiranozilaminnak a szintézisét terveztiik. Célunk volt ezen
modositasok enzimmiikddésre gyakorolt hatasanak vizsgalata.

— Terveztik az enzim szubsztrat kotohelyének feltérképezését szubsztratanaldg
inhibitorokkal végzett inhibicios vizsgalatok révén.

— Tovabba, tervbe vettiikk az enzim altal katalizalt reakcidk sztereokémidjanak felderitését

transzferaz vizsgalatok révén.

2. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

A vizsgalatainkhoz sziikséges B-D-xilozidazt A. carbonarius szilard taptalajon torténd
tenyésztésével nyertilk. Az enzim tisztitdsa sordn az elvalasztistechnika modern médszereit
(hidroféb  kolcsonhatas  kromatografia, kromatofokuszalds, affinitds kromatografia)
alkalmaztuk. Az enzimpreparatumok tisztasagat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel
(SDS-PAGE) ellendriztik. Ugyanezt a moddszert, valamint MALDI TOF MS technikat
hasznaltunk az enzim molekulatémegének meghatarozasara.

Az enzimaktivitdsokat szintetikus, kromogén szubsztratokkal, spektrofotometridsan
mértiik. Kinetikai vizsgalatainknal a klasszikus enzimkinetika modszereit alkalmaztuk. A
reakciokinetikai paraméterek (K, Vmax) meghatarozdsahoz nem linearis modszeren alapuld
illesztd programot hasznéaltunk. Inhibicids vizsgalatainkndl a K; allanddkat Dixon-féle
illesztéssel hataroztuk meg. A kinetikai paraméterek pH-fliiggése soran a disszociabilis
aminosav-oldalldncok savi disszocidcios allanddit a szabad enzimmolekuldban (pKgi, pKe2)
ill. az enzim-szubsztrat (ES) komplexben (pKgs;) ugyancsak nem linedris illesztd program
segitségével hataroztuk meg.

A katalitikus aminosav-oldallancok tipusanak felderitését specifikus kémiai reagensek

alkalmazasaval, majd az oldallancok modosuldsanak kinetikai analizisével végeztiik.



A reaktiv szubsztratanalog inaktivator (N-bromacetil-B-D-xilopiranozilamin) szintézisénél
a preparativ szerves kémia makro-, félmikro- és mikromoédszereit alkalmaztuk. A reakciok
kovetésére, a termékek izolaldsara, valamint tisztasaguk ellendrzésére kromatografias
modszereket (vékonyréteg kromatografia, oszlopkromatografia) alkalmaztunk. A termékek
szerkezetének igazolasa NMR technikéval tortént. Az enzim transzferaz aktivitasanak

vizsgélatanal ezeket a mddszereket HPLC-s vizsgalatokkal egészitettiik ki.

3. AZERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI
Ertekezésem egy mikrobialis B-D-xilozidaz (4. carbonarius) izolalasat, tisztitasat,

biokémiai jellemzését, valamint miikodési mechanizmusanak vizsgalatat foglalja magaba.

3. 1. Mikrobialis [-D-xiloziddz izoldlasa

Kiilonb6z6 Aspergillus fajok (A. carbonarius, A. nidulans, A. niger, A. oryzae)
extracellularis B-D-xilozid4z termelésének Osszehasonlitdsa révén megallapitottuk, hogy az
irodalombdl eddig ismeretlen 4. carbonarius igen j6 enzimforras, B-D-xilozidaz termelése a
tobbi fajénal 2-5-sz6r nagyobb. Ezért a vizsgalatainkhoz sziikséges [-D-xilozidazt, a
tenyésztési 1d0 optimalizaldsa utdn, az A. carbonarius 4 napig, szilard taptalajon (vizes

buzakorpan) torténd tenyésztésével nyertiik.

3. 2. A. carbonarius [-D-xiloziddzdnak tisztitasa és biokémiai jellemzése

Kidolgoztunk egy gyors (mindossze 3 1épést igényld) €s hatékony tisztitasi eljarast az
enzim homogén, tiszta formaban torténd kinyerésére. A hidroféb kromatografiat,
kromatofokuszalast és affinitds kromatografidt magéiba foglaldo folyamat 48,5 %-os
hozammal, a [B-D-xiloziddz 61-szeres tisztuldsit eredményezte (1. tdblazat). Az enzim
tisztasagat SDS-PAGE-val igazoltuk.

Megallapitottuk, hogy a tisztitott -D-xiloziddz egy monomer fehérje, amelynek
1zoelektromos pontja 4,4. Az enzim molekulatomege SDS-PAGE-val meghatarozva 100 kDa-
nak, MALDI TOF MS technikdval meghatdrozva 108 kDa-nak adddott. Az enzim 3,0-4,0
kozotti pH-tartomanyban miikodott maximalis aktivitassal és 3,5-6,5 tartomanyban bizonyult
stabilnak. Homérsékleti optimuma 60 °C-on volt, azonban 30 perces inkubalds utdn csak

50 °C-ig volt stabil.



1. tablazat

A. carbonarius —bol izolalt B-D-xilozidaz tisztitasi folyamata

Tisztitasi 1épés Teljes fehérje- Teljes enzim- Specifikus aktivitas | Tisztulas mértéke Hozam
tartalom aktivitas (U/mg) (%)
(mg) U)
Extraktum 568 30,5 0,054 1,0 100
HIC (Phenyl-Sepharose CL-4B) 16,7 26,4 1,58 29,3 86,6
Kromatofokuszalas (PBE 94) 5,6 17,0 3,04 56,3 55,7
Affinitas kromatografia 4.5 14,8 3,29 60,9 48,5

* A hozamot a teljes enzimaktivitas alapjan szamoltuk.




3. 3. Az enzim miikodési mechanizmusdnak vizsgdlata:
3.3.1. Enzimkinetikai vizsgdlatok

A tiszta enzim P-D-xilozidaz aktivitdsa mellett csekély a-L-arabinozidaz aktivitast is
mutatott. Kevert szubsztratos kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a megfeleld szintetikus
szubsztratok (p-nitrofenil-B-D-xilopiranozid (pNP-Xyl) és p-nitrofenil-a-L-arabinopiranozid
(pNP-Ara)) hasitisa az enzim egyetlen, kozos katalitikus centrumédban torténik. Ezt a
megallapitast inhibicios méréseink is igazoltak, amelyek egyben azt is jelezték, hogy nemcsak
a hasitohely, hanem a ko6tohely is azonos az adott szubsztratok ill. inhibitorok szamara.

Meghataroztuk a B-D-xilozidaz altal katalizalt reakciok jellemzd kinetikai paramétereit
(2. tdblazat). Az eredmények azt mutattdk, hogy az enzim sokkal nagyobb affinitdst mutat a
pNP-Xyl irdnt (K, alapjan) és azt sokkal hatékonyabban is hidrolizalja (Vma/Km alapjan),
mint a pNP-Ara-ot, ez utobbi esetében viszont az enzimreakcié maximalis sebessége (Vmax)
valamivel nagyobb, mint a xilozidndl. Megallapithattuk tehat, hogy a cukorgytiri C-4
helyzetti hidroxilcsoportjanak ekvatorialis konfigurdcidja meghatarozo jelentdségii a

szubsztrat kotddésénél, a hasitdsnal viszont az axidalis konfiguracid kedvezobb lehet.

2. tablazat

A. carbonarius-bél izolalt B-D-xilozidaz kinetikai paraméterei

Szubsztrat Kn Vmax Vinax! Km
(mM) (U/mg) (Uxmg'xmM™)
PNP-Xyl 0,198 + 0,002 3,64+ 0,01 18,4+0,19
pNP-Ara 55 +0,64 6,3 +0,26 1,2+0,14

3.3.2. A -D-xiloziddz szubsztrdt kitohelyének vizsgdlata

A szubsztrat kotOhely feltérképezésére iranyuld inhibicids és kinetikai vizsgalataink
ramutattak, hogy —a korabban vizsgalt B-D-glikoziddzoktol eltéréen — a szubsztrat ill. az
inhibitor szénhidrat (glikon) része meghatdrozd szerepet jatszik az aktiv centrumba vald
kotédéskor. Megallapitottuk, hogy hexapiranozid szubsztratok esetén a cukorgyliri C-5
helyzeti hidroxilmetil-csoportja valdszintileg sztérikus gatat képez a kotédésénél, ezért ennek
hidnya esszencialis az enzim-szubsztrat (ES) ill. enzim-inhibitor komplex kialakuldsdhoz.
Kimutattuk, hogy a piran6zgytlrii C-2 hidroxilcsoportja ugyancsak meghatarozo szerepii a
kotddésnél, ennek jelenléte ugyanis valdszintlileg olyan kulcsfontossagi hidrogénkotések

1étesitéséhez sziikséges, amelyek az atmeneti allapot stabilizdlasdval az ES komplex




crcr

megallapitast részint a 2-dezoxi-D-xildzzal végzett, részint az 1,2-telitetlen kotést tartalmazo
inhibitorokkal végzett kisérleteink igazoltdk. Ez utobbiakndl tapasztalt drasztikus
enzimaktivitds csokkenéshez valosziniileg a C-2 hidroxilcsoport hidnya mellett, a
pirandzgytirti C-1 koriili részében kialakult rigidités is hozzajarult. Az a tény, hogy az 5-tio-D-
xil6z jobban gatolta az enzim miik6dését, mint a D-xil6éz arra utalt, hogy a cukorgyiiriiben
1évé heteroatom is érdemleges szerepet jatszik a szubsztrat kotddésében. A szubsztrat
kotohely aglikon kotérészére iranyuld vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy az aglikon
kotddésénél elsdsorban hidrofob jellegli, valamint elektrosztatikus kolcsonhatasok jatszanak

fontos szerepet, de sztérikus tényezok is befolydsolhatjak az ES komplex kialakulésat.

3.3.3. Az enzim katalitikus csoportjainak vizsgdlata

A pNP-Xyl hidrolizis kinetikai paramétereinek pH fiiggésébdl szarmazo eredmények
arra utaltak, hogy az ES komplex kialakitdsaban két ionizalhatdo aminosav-oldallanc vesz
részt, amelyek koziil az egyiknek ionizalt, a masiknak protondlt allapota sziikséges a B-D-
xiloziddz hatékony miikodéséhez. Az ionizalt feltehetéen egy karboxildt maradék
(pKe1 = 2,7), a protonalt pedig egy karboxil oldallanc vagy egy hisztidin imidazolil csoportja
(pKe2 = 6,4). Megallapitottuk tovabba, hogy a szubsztrat glikozidos kotésének hasitasdban
egy ionizalhatd oldallanc — igen nagy valdsziniiséggel egy Glu vagy Asp karboxil oldallanc
(pKes1 = 4,0) — kozremiikodése elengedhetetlen.

Ezen oldallanc tipusok vizsgalatara az enzimet kémiailag, szelektiven modositottuk
karboxil oldallanc specifikus Woodward K reagenssel (WRK), valamint karbodiimid (EDAC)
katalizalta amidképzéssel glicin-metil-észter alkalmazasaval. A reakciok kinetikai analizise
azt mutatta, hogy az alkalmazott reagensek pszeudo-elsérendii kinetika szerint inaktivaltak a
B-D-xilozidazt, s bizonyitotta, hogy az enzim tartalmaz olyan karboxilcsoportokat, amelyek
miikodése elengedhetetlen a hatékony katalizishez, valamint, hogy ezek koziil legaldbb egy
esszencialis szerepet jatszik az enzim mikodésében. A mddositott karboxil maradék aktiv
centrumbeli lokalizaciojat kompetitiv inhibitor alkalmazéasakor fellépd véddhatas bizonyitotta.
Az inaktivacié pH-fliggését vizsgalva megallapitottuk, hogy a médositott karboxil oldallanc,
pKa értéke alapjan (pKa = 4,4), egy Asp vagy Glu maradéka lehet. Figyelembevéve a Vp.x pH
figgésénél kapott hasonld pK értéket (pKgsi= 4,0), feltételeztiik, hogy a B-D-xiloziddz aktiv
centrumaban, a katalizisben szerepet jatszd Glu vagy Asp karboxil oldallancat modositottuk.

A mddositott karboxilcsoport szubsztrathasitdsban betoltott kdzponti szerepét a modositas



kinetikai paramétereinek vizsgalata igazolta. A karboxilcsoport blokkoldsa sordn ugyanis a
Vmax €rtéke jelentds mértékben csokkent, majd az enzim teljesen inaktivalddott, a Ky, értéke
viszont ugyanakkor nem valtozott. A mddositasi reakciok hatdsdnak vizsgalata révén tehat
megallapithattuk, hogy az A. carbonarius [-D-xilozidaza tartalmaz olyan karboxil
oldallancokat, amelyek mukodése elengedhetetlen a hatékony katalizishez, ezek koziil
legalabb egy —valdsziniileg Glu vagy Asp oldallanc— az enzim aktiv centrumaban talalhat6 és
feltehetéen protondonorként esszencidlis szerepet jatszik a pNP-Xyl glikozidos kotésének
hasitasaban.

A katalitikus karboxilcsoport szerepének igazolasara, ill. annak azonositasara egy uj,
B-D-xilozidazokra specifikus, reaktiv szubsztratanalég inaktivatort, N-bromacetil-B-D-

xilopiranozilamint szintetizaltunk (1. dbra).
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1. abra
N-bromacetil-f-D-xilopiranozilamin szintézise
a) piridin/Ac,0; b) (CH3)3;SiN3, SnCly, DKM; ¢) NaOMe, MeOH;
d) H,/Pd(OH),, DMF; e) (BrCH,CO),O/piridin, CCl4

Kinetikai vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a szintetizalt vegyiilet irreverzibilis inaktivatorként
viselkedik az 4. carbonarius B-D-xiloziddzaval szemben ¢€s pszeudo elsorendii kinetika szerint

inaktivalja azt. Kompetitiv inhibitor jelenlétében az inaktivacid sebességének csokkenését



tapasztaltuk, ami a modositas aktiv centrum specifikus (affinitas jelold) jellegét bizonyitotta.
Az inaktivalt enzim tiol reagenssel szemben mutatott stabilitdsa kovalens modosulast jelzett
és kizarta metionil oldallinc modosulasat, amelyrdl Escherichia coli [-D-galaktozidaza
esetében szamoltak be. Inaktivacios kisérleti eredményeink tehat egyértelmiien bizonyitottak,
hogy az N-brémacetil-B-D-xilopiranozilamin az A. carbonarius B-D-xiloziddza esetében az
aktiv centrumban 1év6 katalitikus karboxil oldallanccal stabil, kovalens kotést alakitott ki, s

ezaltal lehetdséget teremtett annak késdbbi, az enzim szekvendlasa utani azonositasara.

3.3.4. A -D-xilozidaz transzferdz aktivitasdnak vizsgalata

Az enzim transzferdz aktivitdsara iranyuld vizsgélataink egyértelmiien bizonyitottak,
hogy az A. carbonarius B-D-xilozid4dza, megfeleld koriilmények kozott, nemcsak glikozidos
kotés hidrolizisére, hanem annak kialakitasara is alkalmas. Az enzim transzferaz aktivitasa
egyben lehetoséget teremtett az enzim altal katalizalt reakcidok sztereokémidjanak
meghatarozasara is. Ez alapjan megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt A. carbonarius -D-

xilozidaza retenciés mechanizmussal miik6dd (e—e) glikoziddzok csoportjaba sorolhaté.

4. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASANAK LEHETOSEGEI

A szintetizalt N-bromacetil-B-D-xilopiranozilamin, mint az elsé [-D-xiloziddazokra
specifikus affinitds jelold, altalanosan alkalmazhaté P-D-xiloziddzok katalitikus szerepet
jatsz6 aminosav-oldallancanak azonositasara, amely egyben lehetdséget teremt ezen
enzimcsalad kevéssé ismert mitkodési mechanizmusanak a felderitésére.

Az A. carbonarius-bdl izolalt B-D-xiloziddz transzferdz aktivitasa révén kemoenzimatikus
szintézisek hasznos eszkoze lehet.

Eredményeink 1jabb informécidkkal gyarapitottdk a fungdlis [-D-xilozid4zokra,
kiilonosen azok miikodési mechanizmusara vonatkozo sziikos ismereteket. Figyelembe véve
az utobbi évtizedben, elsdsorban papiripari felhaszndldsuk irant mutatkozo jelentdés mértékii
igényt, ezen informaciok eldsegithetik a B-D-xiloziddzok nagyobb aranyu biotechnoldgiai ill.

ipari alkalmazasat.
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