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1. BEVEZETES

A glikozid hidrolazok (glikozidazok) az enzimek egyik igen nagy valtozatossagot
mutato, jelentékeny csoportjat képviselik, amelyek irant az elmult évtizedekben tobb
tudomanyagban is intenziv érdeklédés mutatkozott. Ez részint az él6 szervezetek fizioldgiai
folyamataiban betoltott jelentds szerepiliknek, részint az ebbdl adddod nagy mértéki ipari
alkalmazhatosaguknak koszonhetd. A taplalékkal felvett, ill. a sejtekben raktarozott
poliszacharidok lebontasa mellett meghatarozo szerepiik van a glikolipidek és glikoproteinek
oligoszacharid oldallancainak metabolizmusaban is, amely kozponti jelentdségli a sejtek
kozotti komplex kommunikaciés folyamatok, valamint a membranfehérjék és extracellularis
proteinek transzportjanak iranyitasaban. Igy ezen enzimek hidnya sulyos kovetkezményekkel
jarhat az él6 szervezetek szamara. Ugyanakkor, a glikozidaz enzimek mukodését gatlo
vegyliletek sok esetben hasznos terapias szerekké valtak koros folyamatok, mint pl. diabétesz
vagy virusfertézések megfékezésében. A glikozidaz ,kit”-ek ezaltal az orvosi diagnosztika
fontos elemeit képezik. Emellett szamos széles specifitasi glikoziddzt bonyolult
oligoszacharidok szerkezetének felderitésében hasznositanak.

A novények ¢és gombak novekedéséhez a rigid, poliszacharid tipusu sejtfal
keletkezésének ¢€s lebomlasanak &llando dinamikus egyensulydra van sziikség, ami
elképzelhetetlen glikozidazok kozremtkodése nélkiil. Ebbol a szempontbdl az egyik
legfontosabb csoportjukat az un. xilanolitikus enzimrendszerek képezik, amelyek a sejtfal
jelentds részét képezo xilanok lebontasaban vesznek részt. A xilanok a természetben bet6ltott
fontos szerepiik mellett szamottevd ipari jelentoséggel is birnak. Az évenként hatalmas
tomegekben képzdd6 mezdgazdasagi és erdészeti hulladékok jelentds részét képezd xilanok,
mint megujithatd eréforrasok, mind a tiizel6anyag, mind a kiilonb6z6 kémiai alapanyagok (pl.
furfuralok vagy az alacsony kalodriatartalmu, mesterséges édesitoszerként felhasznalt xilitolok)
eloallitasanak fontos bazisat adjak. A xilanok ilyen jellegii ujrahasznositasa ugyancsak
elképzelhetetlen xildnbontd enzimrendszerek nélkiil. A xilanolitikus enzimeket szdmos
tertileten pl. texil- és élelmiszeriparban, mezdgazdasagban, ujabban gyogyszeriparban is
felhasznaljak. Kutatasuk utobbi idékben tapasztalt fellendiiléséhez azonban legnagyobb
mértékben a papiripari felhasznalasukra iranyuld, egyre fokozddd igény jarult hozzd. A
papirgyartas soran a faanyag feldolgozasakor képz6dd papirpép fehéritésére van sziikség,
amely lényegében a lignin papirpépbdl torténd eltavolitasat jelenti. Ezt hagyomanyos uton
toxikus vegyszerek pl. klor €s hipoklorit felhasznalasaval végzik, napjainkban azonban egyre

elterjedtebben alkalmaznak enzimatikus tton torténé kornyezetbarat eljarast. Ennek sordn a



xilan enzimatikus hidrolizise eldsegiti a lignin felszabadulasat, amely eljaras kettés elénnyel
bir: (1) ez altal 1ényegesen csokkenthetd a folyamathoz sziikséges vegyszerek mennyisége (pl.
a felhasznalando klor mennyiségének 20-30%-os csokkentése érhetd el), amely jelentOs
gazdasagi haszonnal jar, valamint (2) ily médon a toxikus anyagok (pl. dioxin) képzddése is
elkeriilheté, amely kornyezetvédelmi szempontbol fontos. A papirpép fehéritéséhez
els@sorban endoxilanazokat alkalmaznak. Az utdbbi évtizedben azonban egyre nagyobb
mértékl érdeklddés mutatkozik a xilanazok hatékony mikodését elosegitd B-xilozidazok irant
is. Ez utobbi enzimekre vonatkozd ismereteink azonban igen korlatozottak.

A Debreceni Egyetem TTK Biokémiai Tanszékén folyd enzimes kutatasok egyik
legjelentdsebb témaja a kiilonbozé eredetii ill. szubsztratspecificitasu glikozidazok (pl. B-
gliikoziddzok, hexdzaminidazok) vizsgalata. 1995-ben ebbe a kutatasi iranyba bekapcsolodva
egy ujabb glikozidaz csoport, a mikrobialis P-D-xiloziddzok tanulmanyozasat kaptam

feladatul. Ertekezésem az ezen a téren nyert eredmények sszefoglalasa.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A XILANOK SZERKEZETE ES ELOFORDULASA

A biomassza szaraz tomegét atlagosan 40% celluléz, 33% hemicelluléz és 23% lignin
képezi (Coughlan és Hazlewood 1993a). A hemicellulézok legjelentdsebb részét a xilanok
teszik ki, amelyek nagy heterogenitast mutatd, komplex vegytiletek. A xilanok igen fontos
szerepet jatszanak a novényi sejtfal kialakitasaban azaltal, hogy a sejtfal alapallomanyat,
matrixat képezik. Ebbe a matrixba agyazodik be a sejtfal cellulozbol felépiilé vaza. Ezenkiviil
csirazd magvak, taplalo szovetek sejtfalaban tartalék tapanyagként is igen jelentdsek (Dekker
¢s Richards 1976). A xilanok dont6 tobbségében az alapvazat -1,4 glikozidos kotéssel
kapcsolodod xilopirandz egységek épitik fel (Stephen 1983). Egyes tengeri algak (pl. Halimeda
cuneata, Cauperpa brachypus) P-1,3-kotésti xilanokat tartalmaznak (Dekker €s Richards
1976), mig mas fajokban (pl. Rhodymenia palmata-ban) B-1,3- és PB-1,4-kotések egyarant
megjelennek az alaplancon beliil (rhodymenan) (Barry és Dillon 1940, Dekker és Richards
1976). A szarazfoldi novények sejtfalat felépitd xilanok alapvaza azonban minden esetben [3-
1.4-kotést tartalmaz.

A xilanokat alkotoegységeik alapjan 2 csoportra bonthatjuk: homo- €s heteroxilanokra.

I. A homoxilanok csak xilozil csoportokat tartalmaznak. Ez a tipus csak igen ritkan
jelenik meg a természetben, eddig arvalanyhajbodl (Stipa tenacissima, L.) (Chanda és
munkatarsai 1950) és dohany (Nicotiana tabacum) szarabdl (Eda és munkatarsai 1976)
izolaltak.

II. A xilanok legnagyobb része heteropoliszacharid formdajaban fordul el6. Ezek
xilopiran6z egységekbdl felépiild alapvazahoz kiilonb6zd szubsztituensek —
leggyakrabban acetil, arabinozil és gliikuronopiranozil csoportok — kapcsolddnak
(Biely 1985; Whistler és Richards 1970), amelyek tovabbi szubsztituenseket
hordozhatnak. A heteroxildnok strukturdja eredetiiktol figgden is valtozik:

II. A) A zarvatermék (Gymnospermae) xilanja O-acetil-4-O-metilgliikuronoxilan. Ez a
poliszacharid tébbnyire 150-200 B-D-xilopirandéz egységbol épiil fel. Kb. minden tizedik
xilopiran6z molekuldhoz C-2  helyzetben 1,2-k6téssel  4-O-metil-a-D-gliikkuronsav
kapcsolodik (Woodward 1984). C-2 ill. C-3 helyzetben emellett igen nagy gyakorisaggal
(70%-ban) acetilcsoportok fordulnak el6 (Poutanen ¢&s munkatarsai 1990). Ezen
acetilcsoportok jelenlétének koszonhetd, hogy a xilanok kis mértékben vizben oldddnak
(Whistler és Richards 1970). A zarvatermok xilanja kis mennyiségben ramnozt és

galakturonsavat is tartalmazhat (Johansson €s Samuelson 1977).



II. B) A nyitvatermdékben (Angiospermae) arabino-4-O-metilgliikkuronoxilan fordul elé. Ez
rovidebb és kevésbé elagazo, mint a zarvatermok xilanja, polimerizaciojanak foka (DP) 70 és
130 kozotti (Sunna és Antranikian 1997). Vazdhoz Iényegesen tobb 4-O-metil-a-D-
glikkuronsav kapcsolodik C-2 helyzetben, mint a zarvatermOkében. A nyitvatermok xilanja
nem tartalmaz acetilcsoportokat, helyette C-3 helyzetben L-arabinofuran6z egységek
kotédnek a xilopirandz molekuldkhoz a-1,3-glikozidos kotéssel (Puls és Schuseil 1993). Ez a
tipusu xilanvaz 100:20:13 aranyban tartalmazza a [-D-xilopiranéz, 4-O-metil-o-D-
gliikuronsav és L-arabinofuranéz egységeket (Puls és Schuseil 1993).

II. C) Kiilon csoportot alkot a pdzsitfiiféléekben (Gramineae) eléforduld xilan: ez szintén
arabino-4-O-metilgliikuronoxildan, melyben a polimerizacié foka 70. A tobbi zarvatermd
xilanjatol eltéréen azonban kevesebb 1,2-k6téstii  4-O-metil-o-D-glitkuronsav  egységet
tartalmaz, viszont nagy mennyiségii L-arabinofuranozil oldallancot hordoz, amelyek C-2
vagy/és C-3 helyzetben kapcsolodnak a xildnvéazhoz (Coughlan és Hazlewood 1993a).
Ugyanilyen helyzetben, 2-5%-ban, acetilcsoportok is el6fordulhatnak (Bacon és munkatarsai
1975). Réaadasul az arabinozil oldallancok maguk is szubsztitualtak lehetnek C-5 helyzetben
ferulasav (~6%) vagy p-kumadarsav révén (3%) (Mueller-Harvey és munkatarsai 1986).
Erdemes megemliteni, hogy ezen ferulasav szubsztituenseknek kdszonhetéen in vivo a xilan
lancok kozott, ill. xilan és lignin molekulak kdzott kovalens keresztkotések bonyolult halozata
alakulhat ki (Scalbert €s munkatarsai 1985; Stephen 1983). A pazsitftifélék arabinoxilanjaban
a kiilonb6z6 komponensek relativ eloszlasa erdsen fajfiiggd, sét ugyanazon fajon beliil

szovetrdl szovetre is valtozik (Puls és Schuseil 1993).

2.2. A XILANBONTO ENZIMRENDSZER TAGJAI

Mint a fentiekbol is kitlinik, a kiilonféle forrasokbol szarmazéd xilanok jelentds
variabilitast mutatnak mind Osszetételiiket, mind szerkezetiiket illetéen, igy nem meglepd,
hogy teljes mértékli hidrolizisikhoz egy komplex mikrobidlis enzimrendszer hatékony
muikodésére van sziikség. Ezek az un. xilanbonté vagy xilanolitikus enzimrendszerek,
amelyek igen elterjedtek mind a baktériumok, mind a gombdk korében (Woodward 1984;
Coughlan és Hazlewood 1993a; Sunna €s Antranikian 1997).

A xilanolitikus enzimrendszerek legfontosabb képviseloi a f-1,4-endoxilandzok (EC
3.2.1.8), amelyek a xilan alapvazat hidrolizaljak kisebb xilo-oligoszacharidokra, és a f-D-
xilozidazok (EC 3.2.1.37), amelyek az igy 1étrejovo xilo-oligoszacharid és xilobiéz molekulak

nem-redukald végérdl xilozt hasitanak le (Coughlan és Hazlewood 1993a;. Sunna és



Antranikian 1997). Ezen enzimek miikodésiik soran a szubsztitualatlan xilan régiokat
részesitik elényben, mivel az enzim-szubsztrat (ES) komplex kialakuldasa az oldallancok
jelenléte miatt gyakran sztérikusan gatolt (Kormelink és munkatarsai 1993). igy igen fontos,
kiegészitd szerepet jatszanak az oldallancokat hasité enzimek is:

— az a-L-arabinofuranozidazok,

— az a-D-glikkuronidazok,

— az acetilxilan észterazok, valamint

— a ferulasav €s p-kumarsav észterazok.

Ezeknek a szinergisztikusan haté enzimeknek az egyiittes jelenléte sokkal hatékonyabb

hidrolizist eredményez, mintha hatasukat kiilon-kiilon egyszertien 6sszegeznénk (1. abra).
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1. abra
(Sunna és Antranikian nyoman, 1997)
A) Xilanolitikus enzimek részvétele a xilan lebontasaban

B) Xilo-oligoszacharid B-D-xilozid4zzal t6rténd hidrolizise



a) B-1,4-Endoxilanazok

Ipari jelentdségiiknél fogva az elmult évtizedekben igen nagy érdekl6dés mutatkozott
az endoxilanazok irant és ebbdl kifolydlag szamos 6sszefoglald cikk (Dekker és Richards
1976; Dekker 1985; Wong és munkatarsai 1988; Vikarii ¢s munkatarsai 1994; Kulkarni és
munkatarsai 1999) és konyv (Ericksson és munkatarsai 1990; Visser és munkatarsai 1992;
Coughlan és Hazlewood 1993b) jelent meg mind bakterialis, mind fungalis, mind névényi
forrasokbdl izolalt képviseldikrdl. A B-1,4-endoxilandzok (1,4-B-D-xiléan xilohidroléaz; EC
3.2.1.8) a xilan alaplanc belsejében 1évo B-1,4-glikozidos kotéseket hasitjak, csokkend
polimerizacio foku xilo-oligomereket eredményezve. Egyes endoxilandzok az
arabinoxilan hidrolizisekor arabinézt is képesek felszabaditani az «-1,3-glikozidos
kotések hasitasa révén (Takenishi €s Tsujisaka 1975, Wood és McCrae 1986). Ez alapjan
az endoxilanazok arabindzt felszabadito (,.debranching) és arabinozt fel nem szabadito
(,,nondebranching™) csoportokra bonthatok (Dekker és Richards 1976, Kulkarni és
munkatarsai 1999). Bizonyos organizmusok mindkét tipust képesek termelni, igy névelve
a xilan hidrolizisének hatékonysagat (Wong €s munkatarsai 1988).

Az endoxilandzok molekulatomege tobbnyire 11 és 85 kDa koz¢ esik, izoelektromos
pontjuk (pl) pedig 3.6 és 10,3 kozott valtozik (Coughlan és Hazlewood 1993a;. Sunna és
Antranikian 1997). Wong és munkatarsai érdekes Osszefiiggésre hivtak fel a figyelmet,
miszerint az endoxilandzok tobbségénél bazikus pl-hoz alacsony (30 kDa alatti)
molekulatomeg tarsul, mig savas jellegli képviseldik magas (30 kDa feletti)
molekulatomegtiek (Wong és munkatarsai 1988). Természetesen vannak kivételek (Matte
¢s Forsberg 1992, Filho €s munkatarsai 1993), az endoxilanazok kb. 70 %-anal azonban
valdban érvényes a fenti megallapitas.

Az endoxilandzok altaldban a szubsztitudlatlan xilan régioknal fejtik ki hatasukat. Az
esetek tobbségénél ezt azzal magyarazzak, hogy a kapcsolddd szubsztituens sztérikus
gatat jelent az ES komplex kialakulasanal. Ezt az allitast igazolja, hogy megfeleld
segédenzim jelenlétében az endoxilandzok szaméra 1jabb, potencidlis szubsztratok
képzddnek. Bizonyos esetekben azonban, éppen adott szubsztituensek jelenléte sziikséges
az endoxilanazok miikodéséhez, pl. Bacillus subtilis-bodl izolalt xilanaz csak gliikuronsav
oldallanc mellett képes a xilan vazat hidrolizalni (Nishitani €s Nevins 1991). Ezeknél az
eseteknél feltételezik, hogy az adott oldallanc képes a xilanazok aktiv centrumaba

illeszkedni, s ez orientalja a katalitikus csoportokhoz a félanc megfeleld kotését.



b)

d)

B-D-Xilozidazok
Mivel ezen enzimcsoport képezi dolgozatom vizsgalati targyat, igy ezekre egy kiilon

fejezetben (2.3. fejezet) térek ki részletesebben.

a-L-Arabinofuranozidazok
Minthogy a xilanok jelentds része arabinoxildn, igy az oldalancokat hasité enzimek

kozott talan a legnagyobb jelentdséggel rendelkeznek. Legtobb képviseldjiik monomer

formaban fordul el6, de dimer, tetra-, hexa-, s6t oktamer valtozataik is ismeretesek (Sunna
¢s Antranikian 1997). Ez utobbiak a 495 kDa molekulatomeget is elérhetik (Komae és
munkatarsai 1982). Izoelektomos pontjuk 2,5 és 9,3 kozott valtozhat, de tobbségiikben

savas jellegli fehérjék (Sunna és Antranikian 1997). Altalaban mind az 1,3-, mind az 1,5-

a-L-arabinofuranozil koétéseket képesek hidrolizalni. Aspergillus niger-bol izolalt enzim

esetében megallapitottdk, hogy elészor az 1,3-kotést oldallancokat hasitja, és csak
kés6bb, lassabban az 1,5-kotéstieket (Kaji és Tagawa 1970). Természetes szubsztratjaik az
arabindzzal szubsztitudlt xilo-oligoszacharidok, de ezek mellett polimerek ill. szintetikus
p-nitrofenil-o-L-arabinofuranozidok (pNP-Araf) hidrolizisére is képesek.

Szubsztratspecificitasuk alapjan 2 nagyobb csoportra bonthaték (Sunna €s Antranikian

1997):

1. exo-tipusu a-L-arabinofuranozidazokra (EC 3.2.1.55), amelyek elagazé arabinanokat
és pNP-Araf-okat is hidrolizélnak; ide tartozik az arabinazok nagy tobbsége (Dekker
és Richards 1976)

2. endo-1,5-a-L-arabinazokra (EC 3.2.1.99), amelyek csak linearis arabinanokat képesek
hasitani. Ilyen tipusu enzimet izolaltak pl. Bacillus subtilis-bol (Kaji és Saheki 1975),
Trichoderma reesei-b6l (Kaneko ¢és munkatarsai 1993), Aspergillus niger-bol
(Poutanen, K. 1988).

Erdemes azonban megemliteni, hogy az arabinazok szubsztratspecificitdsa ennél joval

Osszetettebb képet mutat, igy a fent emlitett 2 tipus szamos tovabbi csoportra tagolhato

(Coughlan és Hazlewood 1993a).

a-D-Glikuronidazok
Az o-D-glikuronidazok a xilan vaz xiléz egységei és a hozzajuk kapcsolodo

gliikkuronsavak kozotti o-1,2 kotést hidrolizaljak. Ezen enzimcsoportrdl csak 1986-ban

adtak hirt elészor (Puls €s munkatarsai 1986), igy az ide vonatkozo ismeretek elég
hianyosak. Az a-D-glikuroniddzok szubsztratspecificitdsa enzimforrasokként eltérd.

Agaricus bisporus-bol izolalt o-D-gliikuronidaz csak alacsony molekulatomegi xilo-



oligomerekbdl (DP 2-6) képes 4-O-metil-gliikuronsavat felszabaditani, de 4-O-metil-
glikuronoxilannal szemben inaktiv (Puls és munkatarsai 1987). Ugyanakkor az
Aspergillus niger-bol €s a Schizophyllum commune-bol izolélt a-D-glikuroniddz a 4-O-
metil-gliikuronoxilant is képes hidrolizalni (Johnson €s munkatarsai 1989).

Acetilxilan észterazok

Az acetilxilan észterazok (EC 3.1.1.6) az a-D-glikkuronidazokhoz hasonléan, nem tul
régota tanulméanyozott enzimek, az els6 kézlemény ugyancsak 1986-ban jelent meg roluk
(Biely és munkatarsai 1985). Kései felfedezésiik leginkabb a megfelelé szubsztrat
hianyara vezethetd vissza. A xilanolitikus enzimrendszer tanulmanyozasahoz hasznalt
xildnokat ugyanis tobbnyire alkalikus extrakcidval nyerték, ami az egyébként
nagymeértékben acetilezett polimerek dezacetilez6déséhez vezetett.

Legjobb szubsztratjaik az acetilezett xilo-oligoszacharidok, de altalaban az acetilxilan
vazbol is képesek ecetsavat felszabaditani a C-2 ill. C-3 helyzeti O-acetil
szubsztituenseinek eltavolitasa révén (Biely és munkatarsai 1988).

Az acetilxilan észterazok és az endoxilanazok kozotti szinergizmusrél mar tobb
kozleményben is beszamoltak (Biely és munkatarsai 1986, 1988, Poutanen és munkatarsai
1990). Az acetilxilan észterazok az endoxilanazok szamara sztérikus gatat jelentd
acetilcsoportok eltavolitasat végzik a xilanvazrdl, mig az endoxilanazok miikodése révén
rovidebb lanct, s ezéltal kedvezdbb szubsztratok képzddnek az acetilxilan észterazok
szamara.

Ferulasav és p-kumarsav észterazok

A pazsitfiifélek (Gramineae) arabinoxilanjanak arabinozil oldalldncait igen gyakran
ferulasav ill. p-kumarsav transz izomerjei észteresitik (Mueller-Harvey és munkatarsai
1986). Ebben a kotott formaban (elsdsorban a ferulasav) a xilan lancok, ill. a xilan és
lignin lancok ko6zotti bonyolult haldzat kialakitasaért felelosek, mig szabad forméaban a
novényi novekedes szabalyozasaban jatszanak fontos szerepet. (A ferulasav az indol-
ecetsav (IES)-oxidaz inhibitora, mig a p-kumarsav az IES-oxidaz aktivatora.) Ezeknek a
masodlagos novényi hormonoknak is nevezett vegyiileteknek a felszabaditasat végzik a
ferulasav ill. a p-kumaérsav €szterdzok. Ebben az esetben is viszonylag Gjonnan felfedezett
enzimekrdl van sz6 (Mackenzie €és munkatarsai 1987), meglehetésen kevés informacioval.
Eddig a legjobban néhany Streptomyces faj [S. olivochromogenes (Mackenzie és
munkatarsai 1987), S. commune (Mackenzie és Bilous 1988), S. viridosporus (Deobald ¢€s
Crawford 1987, Donelly és Crawford 1988)] és a Neocallimastix MC-2 torzs (Borneman

¢s munkatarsai 1991, 1992) fenolsav €szterazait tanulmanyoztak.



2.3. B-D-XILOZIDAZOK
2.3.1. Altaldnos jellemzésiik

A B-D-xilozidazok (B-D-xilozid xilohidroldzok, EC 3. 2. 1. 37) — mint azt mar kordbban
emlitettem — exoglikozidazok, amelyek xilo-oligoszacharidok nem-redukald végérol ill.
xilobidzbdl, az 1,4-B-D-glikozidos kotés hasitdsaval, xilozt szabaditanak fel. Tobbséglik
szintetikus szubsztratok bontdsdra is képes; a leggyakrabban alkalmazott szintetikus
kromogén szubsztratjuk a p-nitrofenil-p-D-xilopiranozid (pNP-Xyl) (Coughlan és Hazlewood
1993a). Egyes képviseldik az 1,3-B-D-, ill. az 1,4-a-D-glikozidos kotést is képesek
hidrolizalni, de ezek mind ardnyukat, mind jelentségiiket tekintve lényegesen hattérbe
szorulnak a B-1,4-kotést hasitd tarsaikhoz képest. Az eldbbiek, amelyeket a Nemzetkozi
Enzimbizottsag kiilon csoportba is sorolt (E.C. 3. 2. 1. 72), az 1,3-kotést is tartalmazé xilanok
lebontasaban, az utobbiak pedig a xilogliikkanok hidrolizisében vesznek részt (Zong és

munkatarsai 1988, Zong €s Yashui 1989).

[-D-Xiloziddzok eldfordulasa

B-D-Xilozidazok igen széleskortien elterjedtek mind a baktériumok (pl. Bacillus pumilus,
B. stearothermophilus, Thermoanaerobacter saccharolyticum, Clostridium cellulolyticum),
mind a gombak (pl. Trichoderma reesei, Aspergillus niger, A. oryzae, A. fumigatus,
Penicillium wortmanni) (Coughlan és Hazlewood 1993a, Sunna és Antranikian 1997), mind a
novények korében [arpa — Hordeum vulgare (Lincoln ¢és Honigman 1976), cukornad —
Saccharum officinarum (Chinen és munkatarsai 1982), hegyi juhar — Acer pseudoplatanus L.
(Tezuka és munkatarsai 1993)]. Igen figyelemreméltd és funkciojuk sokoldalusagat jelzi,
hogy tobb allati szervben is kimutattdk jelenlétiiket [pl. csiga (Charonia lampas) majban
(Fukuda és munkatarsai 1969), sertés €s patkany vesében (Robinson és Abrahams 1967, Patel
¢és Tappel 1969), egér majban (Stephens 1979)], sé6t human diagnosztikai jelentdéséggel birhat,
hogy szisztémas lupus erythematosus-ban (SLE — kiilonb6z6 szerveket megtdmado, gyakran
borjelenségekkel jard kollagénbetegség) szenvedd betegek vérszérumaban is regisztraltak [3-
xilozidaz aktivitast (Olczyk €s munkatarsai 1984).
A bakterialis B-D-xilozidazok tobbnyire sejtfalhoz kotdtten vagy intracellularis forméban, a
citoszélban fordulnak el6. A fungalis B-D-xilozidazok tobbsége ugyanakkor a micéliumok
novekedésének korai szakaszaban sejthez kototten taldlhatd, mig a ndvekedés késobbi
idészakaban extracellularis enzimmé valik valddi szekrécio vagy a sejt lizise révén (Biely

1985; Yamamoto €s munkatarsai 2000).



Nem-cellulolitikus baktériumok ¢és gombak p-xilozidaz-szintézisével kapcsolatban
figyelték meg, hogy ezen mikroorganizmusokat xilanon ndvesztve jelentds mértékii
xilanolitikus enzimtermel6dés indukalhato, ugyanakkor gyorsan metabolizalhatd szénforras

(xiloz vagy gliik6z) hozzaadasa katabolit represszidt eredményez (Biely 1985).

[-D-Xilozidazok dltalanos biokémiai jellemzdi, szubsztratspecificitasuk
A B-D-xilozidazok tobbnyire mono- vagy dimer formaban el6forduld savas jellegli

proteinek, amelyek molekulatomege 60-360 kDa kozott, izoelektromos pontja pedig 3,3-7,3

kozott valtozik (Sunna €s Antranikian 1997, Coughlan és Hazlewood 1993a). Kivételt képez
pl. a Talaromyces emersonii B-xiloziddza, amelynek izoelektromos pontja 8,9 (Tuohy és
munkatarsai 1993) vagy a 34 kDa molekulatomeg(i Pichia stipitis B-D-xilozidaz (Oczan és

munkatarsai 1991).

Természetes szubsztratjaik koziil leghatékonyabban a xilobidzt hidrolizaljak, s a xilo-
oligoszacharidok irdnti affinitasuk a lanchossz novekedésével altalaban csokken (Rodionova
¢s munkatarsai 1983). Xilo-hepta6znal hosszabb oligomereket tobbnyire mar képtelenek
szubsztratjukként elfogadni (Herrmann €s munkatarsai 1997), igy nem meglepd, hogy jelentds
résziik xilannal szemben hatastalan. Mindez 6sszhangban van azzal, hogy a B-D-xiloziddzok
¢s az endoxilanazok jol kiegészitik egymas hatasat, hiszen ez utdbbiak a xilozidazok szamara
hozzaférhetetlen xilanvazat kisebb egységekre bontjak, amelyek irant azonban egyre
csokkend affinitast mutatnak, ugyanakkor a P-D-xiloziddzok éppen ezen molekuldk irant
fogékonyak. A B-D-xilozidazok egyben igen fontos szerepet jatszanak az endoxilanazok
végtermék gatlasanak elharitasaban (Sunna és Antranikian 1997, Rodionova €s munkatarsai
1983, Dekker és Richards 1976). Igy egyiittmiikdésiik a xilan alapvazanak hatékony és teljes
mértékll hidrolizisét eredményezi, mint ahogy errdl pl. Bacillus stearothermophilus-bdl izolalt
enzimek esetében is beszamoltak (Nanmori és munkatarsai 1990).

A B-D-xilozidazok miukodését a lanchossz mellett jelentdsen befolyasolja a xilo-
oligoszacharidok szubsztitudltsaga is:

a) Ha a termindlis, nem-redukalo végen levo xiloz egység szubsztitualt, akkor az sztérikusan
gatolja az adott xiloz 1,4-B-D-glikozidos kotésének hidrolizisét (Poutanen €s munkatarsai
1990, Tenkanen €s munkatarsai 1996).

b) Ha a nem-redukald végen levo szubsztitualatlan xiloz egység elodtti xiloz szubsztitualt,

akkor 1,2-kotéssel kapcsolddd szubsztituens (pl. 4-O-metil-glitkuronsav vagy hexuronsav)
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esetében végbemegy, 1,3-kotéssel kapcsolodd szubsztituens (pl. arabindz) esetében

viszont nem megy végbe a hidrolizis (Tenkanen €és munkatarsai 1996).

c) Ha viszont legalabb 2 szubsztitualatlan xiléz egység van az adott xilo-oligoszacharid
szubsztrat nem-redukald végén, akkor az mar kelld tavolsagot biztosit az enzim aktiv
centrumatdl ahhoz, hogy a tovébbiakban kapcsolédd szubsztituens(ek) helyzetétdl
fuiggetlentiil, végbemehessen az utolsé xildz egység lehasitasa (Kormelink €s munkatarsai
1993).

Mint az a fentiekbdl kitlinik, a kapcsolodd szubsztituensnek elsdsorban a pozicidja és nem a

jellege a meghatarozo, amely egyértelmiien arra utal, hogy az adott szubsztituens sztérikusan

gatolja az ES komplex kialakulasat, s ezaltal a hidrolizist.

A heteroxilanok  teljes mértéki  hidrolizise = megvalosulhat  segédenzimek
kozremiikodésével vagy az adott enzim szélesebb szubsztratspecificitasa révén. A [B-D-
xilozidazok egy része o-L-arabinozidaz aktivitassal is rendelkezik (Deleyn és munkatarsai
1978, Poutanen és Puls 1988, Saxena és munkatarsai 1995) tovabb ndvelve ezaltal

enzimatikus hatékonyagukat a kiilonb6z6 heteroxilanokkal szemben.

2.3.2. A p-xiloziddzok miikédési mechanizmusa

A B-D-xilozidazok — a tobbi xilanolitikus enzimmel egyiitt — az O-glikozid hidrolazok
(EC 3.2.1.-) népes csoportjahoz tartoznak. Mivel a B-D-xilozidazok hatdsmechanizmusarol
igen kevés informécid all rendelkezésiinkre, ezért mikodésiik feltérképezéséhez a glikozid

hidrolazoknal altalanosan érvényes megallapitasok nyujthatnak tampontokat.

A glikozidazok dltalanos dttekintése — Miikodési mechanizmusuk

Valamennyi bioldgiailag jelentds szénhidratszarmazék felépitésében €s lebontasaban
alapvetd a glikozidos kotések képzoddése és hasadasa. Ezek glikozil-transzferdazok és glikozid
hidroldzok (glikoziddzok) altal katalizalt biokémiai folyamatok, amelyek formalisan a
cukorgyliri anomer szénatomjan lezajlo nukleofil szubsztitucios reakciok. Ezek a reakcidok
vagy megmaradasaval (retencid) (Sinnott 1987). fgy a katalizalt reakcié sztereokémiaja
alapjan megkiilonboztetnek:
— inverzios és

— retencids enzimeket.
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Az inverzio egyetlen, koncentralt 1épésben torténik, mig a retencio egy kétszeres helyettesitési
mechanizmust igényel (kettds inverzid). (3. abra) A retencioés hidrolazok és a glikozil-
transzferazok kozott lényegében csak a reakcido mértékében és az enzim funkcidjaban van
kiilonbség, hiszen szamos retencios glikozidaz képes glikozil csoportot mas alkoholokra
atvinni, s ugyanakkor glikozil-transzferdzok gyakran hidroldz aktivitassal is rendelkeznek.
Tekintettel arra, hogy a transzferdz aktivitassal rendelkez6é glikozidazoknal a szubsztrat
tavozd csoportja €s az akceptor molekula kozott nincs 1ényeges szerkezeti kiilonbség (egyik
alkohol molekulardl visznek at glikozil csoportot a masikra), igy belathato, hogy transzferaz
aktivitasu glikoziddazoknak retencidos mechanizmussal kell miikodnitik, ellenkezd esetben az
enzim a szubsztratnak mindkét anomerjét képes lenne 4talakitani. Glikozil-transzferazok
esetében (pl. ADP-ribozil transzferaz) viszont a tdvozd csoport és az akceptor molekula
szerkezetileg alapvetéen kiilonbozik egymastdl, igy ezek az enzimek inverzios
mechanizmussal is szelektiven mitkdhetnek (Sinnott 1987).

A sztereokémiai szempontok mellett a glikoziddzok aszerint is csoportosithatok, hogy
Sfuranozid (6ttagu) vagy piranozid (hattagl) szubsztratra hatnak-e, illetve, hogy ez utdbbi
esetben ekvatorialis (e) vagy axidlis-e (a) a tavozd csoport. Ez alapjan a glikozidazok 6
csoportjat kiilonboztetik meg: e—e, a—a, e—»a, a—»e, f(r), f(i) (2. abra). Retencios enzimek
e—e csoportjahoz sorolhatd pl. a lizozim, a B-glikozidazok jelentds része, ill. szdmos [3-
xilozidaz, mig az a—a csoport legismertebb képviseldi az ai-amilazok, a-mannozidazok €s az
a-gliikozidazok. Az inverzids enzimek e—a csoportjanak tagjai a novényi f-mannoziddzok
¢s tobb bakteridlis B-xilozidaz, a—e inverzids enzimekre pedig jo példaként szolgélnak a -

amilazok, a gliikoamilazok vagy az a,a-trehaldz (Sinnott 1987).

0 0
m/OR spontan m

2a. abra

Glikozidéazok (piranozidokra hatdk) csoportositasa
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Q—OR piranéz formak
W o £

2b. abra

Glikozidazok (furanozidokra hatok) csoportositasa

A glikozidazok hatasmechanizmusanak felderitése mar tobb évtizede foglalkoztatja a
kutatokat. A legjelentdsebbek kozott emlitendd Koshland, akinek a glikozidazok muikodésére
1953-ban kozzé tett elmélete habar szamos finomitassal, de lényegében a jelenleg is
elfogadott modell alapjat képezi (Koshland 1953). Capon 1963-ban el6szor modellezte
karboxilcsoport részvételét a glikozid hidrolizisben (Capon 1963). Meghatarozo 1épést
jelentett a glikozidazok mechanizmusanak megértésében 1966/67-ben Phillips és
munkatarsainak munkaja, a tojasfehérjében talalhato lizozimnak (ill. a lizozim tri-N-acetil-
kitotriéz kompetitiv inhibitordaval képzett komplexének) rontgenkrisztallografias vizsgalata,
amely azdta az e—e glikozidazok paradigméjava valt (Phillips 1966, Blake €s munkatarsai
1967). E szerint az enzim miikodésében, a hasitando kotés kozelében, két karboxilcsoport
jatszik esszencialis szerepet: az egyik (Glu-35) protondonorként a glikozidos oxigénatomot
protonalja, mig a masik (Asp-52) negativ toltésével az aglikon tdvozasa utan visszamaradd
glikopiranozil kationt stabilizalja. Ezen glikozilkation képzddését a cukorgytirii
székkonformaciojanak anomer szénatom koriili deformalodasa teszi lehetdvé. Késobbi
vizsgalatok egyértelmlien bizonyitottdk, hogy ilyen glikozil oxokarbénium ion nukleofil,
kiilondsen anionos nukleofil kdzelében stabilitasi okok miatt nem létezhet, hanem helyette —
egy oxokarbénium ion jellegli atmeneti allapoton keresztiil — egy joval stabilabb kovalens
glikozil-enzim intermedier képzddik (Vocadlo és munkatarsai 2001, Zechel és Withers 2001).
Ezen felismerés mellett szamos, a glikoziddzok mikddése szempontjabol igen fontos
megallapitas flizédik még Withers €s munkatarsai nevéhez, akik mechanizmus alapu
inaktivatorokkal végzett kisérleteik révén ujabb, jelentds lendiiletet adtak a glikozidazok
kutatasanak (Miao €s munkatarsai 1994, Ziser és munkatarsai 1995, McCarter és Withers

1996, He ¢s Withers 1997). Az utébbi években megjelent szamos kozlemény és dsszefoglald
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cikk bizonyitja munkajuk eredményességét és jelentdségét (Withers 1999, 2001, Rye és

Withers 2000, Joshi és munkatarsai 2000, Zechel és Withers 2000, 2001). Az oxokarbénium

ion jellegli atmeneti allapot kialakuldsanak egyik dontd bizonyitékat az atmeneti allapot

analdg inhibitorokkal (pl. aldonolaktonokkal) végzett kisérletek szolgaltattak (Sinnott 1987,

Legler 1990, Ermert és munkatarsai 1993). Tobbek kozott glikozidaz inhibitorokra vonatkozo

vizsgalataik, ill. ezekkel kapcsolatos Osszefoglalo, rendszerezé kozleményeik révén Sinott,

Legler és Vasella a glikozidaz-kutatas ismert, jeles képviseldivé valtak (Sinnott 1987, 1990,

Legler és munkatarsai 1980, Legler 1990, 1993, Heightman és Vasella 1999).

A glikozidazok mukodési mechanizmusara jelenleg elfogadott modell tehat, kisebb
modositasokkal, a fent emlitett Koshland altal javasolt sémat koveti, amelyet azota szamos
szerkezeti és kinetikai analizis is igazolt. A retencids mechanizmus fobb lépései a kovetkezok
(3b. abra):

— Az enzim Kkatalitikus centrumaban egy karboxilcsoport (katalitikus savként) parcialisan
protonalja, s igy — a glikozidos O-atom koordindldsa révén — aktivalja az aglikont.

— Egy katalitikus nukleofil szerepét bet6ltd karboxilat anion a piranoz gytrit sikjanak
ellentétes oldalarol tamadja, amely folyamat — egy oxokarbénium ion jellegli atmeneti
allapoton keresztiil — egy kovalens glikozil-enzim intermedier kialakuldsdhoz vezet.

— Az aglikon levalik az aktiv centrumrol és helyébe egy vizmolekula 1ép, amely egy reverz
folyamatban vesz részt:

— ennek soran a vizmolekula a katalitikus sav konjugalt bazisa révén parcidlisan
deprotonalddik,

— majd tdmadja az anomer centrumot, amely folyamat — egy ujabb oxokarbénium ion
jellegli atmeneti allapoton keresztiil — a glikozil-enzim intermedier hasadasahoz vezet. A
reakcid sordan végbemend kettds inverzid eredményezi az anomer centrum
folyamat a glikozilezési 1épés, mig a masodik, bazis katalizalt a deglikozilezési 1épés
(Withers 1999).

Inverzios glikozidazok esetében szintén két karboxil oldallanc jatszik katalitikus szerepet az

enzimreakcid soran. Ezek koziil a deprotondlt, mint katalitikus bézis, a vizmolekuldnak a

szubsztrat anomer centrumara irdnyuld tamadasat segiti, mig a masik, katalitikus savként, az

aglikon tavozasahoz, s ezaltal a glikozidos kotés egyetlen 1épésben torténd hasitdsahoz jarul
hozz4a (3a. 4bra). A hidrolizis ebben az esetben is oxokarbénium ion jellegli atmeneti

allapoton keresztiil megy végbe.
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Igen lényeges kiilonbség, hogy a retencios enzimekben a két karboxil oldallanc sokkal
kozelebb van egyméshoz (a koztiik 1évé tavolsag minddssze 5,5 A), mint az inverzidsokban
(11 A). Ez utobbiaknal a nagyobb tavolsag teszi lehetdvé, hogy az aktiv centrumba a tdvozé
csoport mellé egyidejlileg a vizmolekula is beférjen, s ezaltal a folyamat egyetlen 1épésben

lejatszoédhasson (Withers 1999, 2001).
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3. dbra
Inverzios (a) €s retencios (b) glikozidazok altalanos miikodési mechanizmusa

(Zechel és Withers nyoman, 2000)
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Glikoziddzok hatasmechanizmusdanak felderitésére szolgalo modszerek és [-D-xiloziddzokra
vonatkozo ismereteink

A glikozidazok hatasmechanizmusanak tanulmanyozasat, vagyis a szubsztrat
kotésében és a katalizisben szerepet jatszd aminosav-oldallancoknak a vizsgalatat, tobbféle
modszer is lehetdvé teszi.

(1) A legpontosabb, s egyben a térbeli szerkezetet is feltar6 informéciokat a szabad
enzim, ill. egy ES vagy enzim-inhibitor (EI) komplex kozvetlen, rontgenkrisztallografias
vizsgélata szolgaltatja. Az ilyen irdanyu kutatasokat a mar emlitett Phillips és munkatarsainak
endo-p-1,4-glikandzra (lizozimra) vonatkozo vizsgalatai inditottdk el. A mddszer
komplexitasat, valamint a fehérjekristaly eldallitisanak nehézségét jelzi, hogy 18 évnek
kellett eltelnie a kovetkezd glikozidaz-inhibitor komplex (Taka amildz A maltdzzal képzett
komplexe) struktirajanak leirasaig. 1992-ig 10 tovabbi glikozidaz térbeli szerkezetét sikertiilt
ily modon meghatarozni, de az aktiv centrum tanulméanyozasanak ez a kézvetlen médja még
napjainkban is a ritkdbban alkalmazott modszerek kozé tartozik (Legler 1993). A 90-es
években, az ipari jelentéségiikbol adddd intenziv tanulmanyozasuk végett, néhany xilanaz
térbeli szerkezetét is sikeriilt ily mdédon meghatirozni (Torronen €s munkatarsai 1994,
Wakarchuk és munkatarsai 1994, Krengel és Dijkstra 1996). A B-D-xilozidazok azonban ezen
a téren teljesen felderitetlen teriiletet képeznek. Eddig csak Trichoderma reesei-bol izolalt
enzimnél végeztek rontgenkrisztallografids vizsgalatokhoz sziikséges elétanulmanyokat
(Golubev és munkatarsai 2000), de napjainkig még egyetlen B-D-xilozidaz haromdimenzios
szerkezete sem ismert.

(2) Mivel a hidrolizisben ionizalhaté oldallancok vesznek részt, ezért a pH jelentds
hatassal van az enzim aktivitasara. Ebbol adéddan az enzimreakci6 kinetikajanak pH fiiggését
tanulmanyozo6 vizsgalatok ugyancsak értékes informaciokkal szolgalhatnak, hiszen altaluk
meghatarozhatoak az aktiv centrumban talalhat6 ionizalhato, katalitikus csoportok pKj, értékei.
Ilyen jellegli kisérletek mutattak ra Bacillus pumilus [B-D-xilozidaza esetében, hogy a
katalizisben egy savas jellegli, pK ~8 savi disszociacios allandoju csoport kulcsfontossagu
szerepet jatszik. A pK érték alapjan feltételezték, hogy egy cisztein szulthidril-csoportjarol
van sz6, amely mint protondonor vesz részt az enzim mikodésében. Ezt a feltételezest
késobbiekben inaktivacios reakciokkal is igazoltak (Kersters-Hilderson €s munkatarsai 1984).
Trichoderma reesei-bol izolalt B-xilozidaz aktivitasanak pH fliggése egyértelmiien jelezte,
hogy 2 karboxilcsoport vesz részt a hidrolizisben, amelyek koziil az egyiknek deprotonaltnak

(pKg1 3,20 ill. pKgs; 2,40), a masiknak pedig protondltnak (pKg» 5,26 ill. pKgs» 6.,26) kell
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lennie a hatékony katalizishez. Az enzimaktivitas pH fliggésébol levonhatd kovetkeztetések
tehat jo kiindulasi alapként szolgalhatnak a katalitikus csoportok jellegének felderitéséhez,
mivel azonban az egyes aminosavakra jellemzé pK értékek gyakran igen kozel esnek
egymashoz, ill. az adott kdzeg erételjesen befolyasolhatja értékiiket, igy tobbnyire tovabbi
vizsgalatok sziikségesek a feltételezések megerdsitésére (Keleti 1985).

(3) Az enzimek aminosav-oldallanc tipusai specifikusan hato reagensekkel szelektiven
modosithatok. Az egyik leggyakrabban tanulmanyozott oldallanc tipus a karboxilcsoport,
amelynek kémiai moddositdsa manapsag mar tobbféle vegyiilettel (vegyiiletcsoporttal) is
hatékonyan megoldhaté (Lundblad és Noyes 1985). Az egyik leggyakrabban alkalmazott
moddszer a Koshland és Hoare altal bevezetett vizoldhatdé karbodiimidekkel mint aktivald
agensekkel torténd modositds, amely soran a karboxilcsoport és egy megfelelé nukleofil (pl.
glicin-metil-észter) kozott alakitanak ki kovalens kotést a karbodiimid segitségével (Hoare €s
Koshland 1966, Carraway és Koshland 1972). Egy masik — ugyancsak gyakran alkalmazott —
vegyliletcsaldd a Woodward és munkatarsai altal kifejlesztett N-alkil-5-fenilizoxazolium sok
(Woodward és Olofson 1966, Bodlaender és munkatarsai 1969), amelyek koziil leginkabb az
N-etil-5-fenilizoxazolium-3’-szulfonat (Woodward K reagens, 4. abra) hasznalata terjedt el
(Pétra 1971, Pétra és Neurath 1971, Sinha és Brewer 1985, Bray és Clarke 1990, Komissarov

¢s munkatarsai 1995).

SO;

O +
{ 7N—CH2CH3

4. dbra

Woodward K reagens

Ugyancsak gyakran tanulméanyozott aminosav a hisztidin (His), amelynek imidazoil-
csoportjat szinte mindenesetben dietil-pirokarbonattal (DEP) modositjak (Wolf ¢és
munkatarsai 1970).

Az enzimek aminosav-oldallancainak kémiai moddositasaival szamos glikozidaznal igazoltak,
hogy a katalizisben karboxilcsoportok jatszanak esszencialis szerepet (Bray €s Clarke 1990,
Chauthaiwale és Rao 1994, Wen és munkatarsai 1999), a szubsztratkotd hely kialakitasaban
gyakran hidrofob jellegi aminosavak (triptofan, tirozin) oldalldncai vesznek részt (Keskar és

munkatarsai 1989, Nath és Rao 1998, Kiss és munkatarsai 1981), mig az enzim aktiv
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konformacidjanak fenntartasaért tobb esetben His oldallancok a felel6sek. Bacillus pumilus [3-
D-xilozidazanal katalitikus cisztein (ld. fentebb), valamint az enzim aktiv konformacidjanak
stabilizalasaban résztvevd His jelenlétét igazoltak (Kersters-Hilderson és munkatarsai 1984).
Néhany bakterialis xilandz esetében ugyancsak ciszteinek aktiv centrumbeli el6fordulasarol
szamoltak be (Keskar és munkatarsai 1989, Deshpande és munkatarsai 1990); ezen
aminosavak szerepe azonban még pontosan nem tisztazott: vagy a kovalens glikozil-enzim
intermedier kialakitasaban vesznek részt, vagy az enzim optimalis mikddéséhez sziikséges
strukturalis elrendezddést biztositjak (Kulkarni és munkatarsai 1999). Az elsé fungalis B-D-
xilozidazzal (Trichoderma reesei) végzett kémiai modositasokrol csak néhany honappal
ezelott (2001 végén) — kutatasainkkal egyidoben — publikaltak Gomez €s munkatarsai (2001).
Kozleményiikben 2 katalitikus karboxilcsoportrdl, valamint feltehetdleg a szubsztrat
megkotésében szerepet jatszo triptofan oldallancrol szamoltak be.

Az enzim kémiai moédositasaval tehat meghatarozhatéak a katalizisben és/vagy a
szubsztratk6tésben résztvevd aminosav-oldallancok tipusai, viszont ez a modszer nem ad
lehetdséget ezek azonositasara.

(4) A katalitikus aminosav-oldallancok azonositdsanak egyik lehetdségét képezik a
mechanizmus alapu inaktivatorok, valamint az affinitas jel510k alkalmazasai.

A mechanizmus alapu inaktivatorok tobbnyire olyan aktivalt glikozidok, amelyek az
anomer centrum kozelében egy reaktiv csoporttal szubsztitualtak, vagy olyan kevésbé reaktiv
vegyiiletek, amelyek az enzim mechanizmusa révén aktivalodnak. Ezek a reagensek képesek
glikozil-enzim intermedier kialakitasara, hidrolizisiik viszont nagyon lassu folyamat, ami az
intermedier felhalmozodasat eredményezi, lehetdséget teremtve ezaltal a kotésben résztvevd
nukleofil azonositasara (Blanchard és Withers 2001). Az inaktivatorok ezen tipusahoz
tartoznak a konduritol epoxidok (1,2-anhidroinozitolok) (5. abra, 1), amelyek az enzim
katalitikus protondonorja révén protonaldodnak, s oxiran gyurljiik tobbnyire fransz-diaxialis
felnyilasa utan kovalens kotést 1étesitenek a katalitikus nukleofillal. A glikozil-metiltriazének
(5. abra, 2) ugyancsak ehhez az inaktivator tipushoz sorolhatok (Black €s munkatarsai 1993).
Ezen vegyiiletekbol — szintén enzimatikus katalizis hatasara — glikozil-metildiazonium ionok
képzddnek, amelyek N, kilépés kozben igen elektrofil karbénium ionokka alakulnak, s ily
modon alkilezni tudjak az enzim katalitikus nukleofiljat. A mechanizmus alapu inaktivatorok
jelentds csoportjat képezik a Withers és munkatarsai altal kifejlesztett fluoro-glikozidok,
amelyek segitségével szamos glikozidaz esetében sikeriilt azonositani a katalitikus nukleofilt

(Miao és munkatarsai 1994, Ziser ¢s munkatarsai 1995, He és Withers 1997). A 2.4-

18



dinitrofenil-2-dezoxi-2-fluoro-glikozidok (5. 4&bra, 3) eredményesen hasznalhatok [3-
glikozidazok esetében, mig a-glikozidazoknal 5-fluoro-glikozil-fluoridok vagy 2-dezoxi-2,2-
difluoro-glikozidok trinitrofenil szarmazékai bizonyultak hatékonynak (McCarter és Withers
1996, Howard €s munkatarsai 1998, Withers 2001). Ezen reagensek miikodésének 1ényegét az
képezi, hogy C-2 vagy C-5 helyzetli reaktiv csoportjuk destabilizalja mind a glikozilezés,
mind a deglikozilezés atmeneti allapotat, hiszen pl. a C-2 hidroxilcsoport eltavolitasa
kulcsfontossagu hidrogénkotés megsziinését vonja maga utan, a helyébe viszont elektronszivo
fluoratom kertil. Ugyanakkor jo tavozocsoporttal (di-, trinitrofenolat vagy fluorid)
rendelkeznek, amely révén a glikozilezés felgyorsul, a deglikozilezés sebessége viszont nem
valtozik, ami a glikozil-enzim intermedier felhalmozddasahoz vezet. Ez az intermedier
viszont katalitikusan kompetens, tehat megfelel6 nukleofilitdsu akceptor molekula
jelenlétében transzglikozilezési reakcid jatszodik le, amely az enzim reaktivalddasahoz vezet

(Blanchard és Withers 2001).
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5. dbra
Mechanizmus alapu inaktivatorok

1982-ben végeztek eldszor mechanizmus alapu inaktivatorral, (xilozilmetil)ariltriazénnel,
tajékoztatd jellegli méréseket P-D-xiloziddaz vizsgalatira (Sinnott és munkatarsai 1982).
Késobbiekben Vocadlo és munkatarsai (1998) 2.4-dinitrofenil-2-dezoxi-2-fluoro-3-D-
xiloziddal bakteridlis B-D-xiloziddz (Thermoanaerobacterium saccharolyticum) Katalitikus
nukleofiljat (Glu-277) azonositottdk. Tobb, hasonld jellegli, B-D-xiloziddzokra vonatkozd
vizsgélatrél nem tudunk.

Az inaktivatorok masik nagy tipusat az affinitas jelolok alkotjak. Ezek olyan reaktiv

szubsztratanalogok, amelyek igen nagy affinitdst mutatnak az enzim aktiv centruma irant,
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szerkezeti hasonlosaguknal fogva képesek ebbe kotddni, s ott reaktiv csoportjuk révén
kovalens kotést alakitanak ki a katalitikus aminosav-oldallancokkal. Az ily modon jelolt
aminosav az enzim proteolitikus emésztése utan azonosithat6. Ez torténhet radioaktivan jelolt
inaktivator alkalmazasaval vagy a mindinkabb elterjedoben 1évé elektrospray ionizacios
tomegspektrometria (ESI-MS) segitségével (Tull és munkatarsai 1996). Affinités jelolokkel, a
mechanizmus alapu inaktivatorokkal ellentétben, nemcsak a katalitikus nukleofil, hanem az
aktiv centrum egyéb reaktiv csoportjai is azonosithatok (Legler 1990). Manioka (Manihot
esculenta Crantz) B-D-gliikozid4aza esetében pl. a katalitikus protondonort (Glu-198) sikertilt
ezzel a modszerrel azonositani (Keresztessy és munkatarsai 1994). Ezen inaktivatorok az
enzimekkel a Kitz és Wilson altal leirt latszolagos (pszeudo) elsérendli kinetika szerint
reagalnak, feltéve, hogy a reagens az enzimhez képest igen nagy feleslegben van jelen és
mellékreakcio nem jatszodik le (Kitz €s Wilson 1962, Legler 1990). Amennyiben szubsztrat
vagy reverzibilisen kotddd, kompetitiv inhibitor jelenléte megvédi az enzimet az
inaktivaciotol, az altalaban kelld bizonyitéka annak, hogy az inaktivator az enzim aktiv
centrumaban 1évo katalitikus oldallancot mddositotta (Plapp 1982, Legler 1990).

Az elmult évtizedekben szamos affinitas jelolét szintetizaltak és hasznaltak enzimek
szerkezetének ¢€s mechanizmusanak tanulmanyozasara (Plapp 1982). Ide tartoznak a
ktlonbozd glikozil-epoxid szarmazékok (6. abra, 4), amelyek —a konditurol epoxidoktol
eltéréen — exociklikus oxiran gytrit tartalmaznak, amely vagy kozvetleniil kapcsolddik a
pirandzgylriihoz vagy néhany kotésnyi tavolsagra. Ez tette lehetdvé ezen vegytiletek sikeres
alkalmazasat lizozimnal vagy celluldznal, tehat olyan endoglikozidoknal, amelyeknél egy
meghatarozott minimalis lanchossz sziikséges mind a szubsztrat hatékony kétdédéséhez, mind

annak hidroliziséhez (Legler 1990).
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Az affinitas jelolok egy masik csoportjat a glikozil-izotiocianatok (6. abra, 5) alkotjak. Ezek a
reagensek elektrofil izotiocianat csoportjuknak koszonhetden igen konnyen lépnek reakcioba
aminocsoportokkal megfelel¢ tiourea szarmazék képzddése kozben. Alkalmazasuk azonban
kello kortiltekintést igényel a konnyen hozzaférhetd, egyéb aminocsoportokkal végbemend
mellékreakcioik miatt (Legler 1990). Az affinitas jelolok tovabbi fontos képviseldi az N-
bromacetil-glikopiranozilaminok. Ezen reagensek miikodésének alapjat az képezi, hogy az
aglikonon 1évé bromatom elektronszivd hatdsa révén parcidlisan pozitiv toltésiivé teszi a
szomszédos a-szénatomot, amely —a kozeg pH-jatol ill. az enzim katalitikus csoportjainak
disszocialtsagatol fiiggden — vagy a katalitikus nukleofillel vagy a deprotonalt katalitikus

protondonorral 1étesit kovalens kotést (7. abra) (Keresztessy és Kiss).
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7. dbra
N-Bromacetil-gliikopiranozilamin affinitas jel6lé mukodésének feltételezett mechanizmusa
(manidka B-D-gliikozidaza esetén, katalitikus protondonor jel6lésekor)

(Keresztessy és munkatarsai nyoman, 1994)
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Elso sikeres alkalmazasukrol Escherichia coli -D-galaktozidaza esetében szamoltak be, ahol
egy, a katalitikus helyhez igen kozel es6 metionint (Met-502) modositottak (Naider és
munkatarsai 1972). Azdta mar tobb baktérium és gomba eredetli B-glikozidaz esetében is
hatékony, karboxil oldallancot alkilezé inaktivatornak bizonyultak (Thomas 1977, Black és
munkatarsai 1993, Keresztessy és munkatarsai 1994, Keresztessy €s Kiss). A Cellulomonas
fimi exogliikkandza esetében alkalmazott N-bromacetil-cellobiozilamin, a manioka [-D-
gliikkozidazanal leirtakhoz hasonloan, az enzim katalitikus protondonorjat (Glu-127) alkilezte
(Tull és munkatarsai 1996). Affinitas jeloloket, széleskorti alkalmazasuk ellenére, [B-D-
xilozidazok aktiv centrumanak vizsgéalatdhoz eddig még nem hasznaltak.

(5) Mig az irreverzibilisen k6t6dd inaktivatorokat elsdsorban a katalitikus oldallancok
azonositasahoz hasznaljak, addig a szubsztratktd hely feltérképezéséhez tSbbnyire
reverzibilis inhibitorokat alkalmaznak. Ezekre vonatkozdan tobb Gsszefoglald munka jelent
meg az elmult években (Legler 1990, Heightman és Vasella 1999, El Ashry és munkatarsai
2000). A leghatékonyabb, s legjelentdsebb reverzibilis inhibitorok k6z¢ a glikonolaktonok, a
glikonolaktamok, ill. a kiilonb6zé N-tartalmu, bazikus szubsztratanalogok (pl. glikozilaminok
vagy a cukorgylriiben iminocsoportot tartalmazd szarmazékok) tartoznak. A
glikonolaktonokkal végzett vizsgalatok igazoltdk, hogy a katalizis sordn oxokarbénium
jellegi atmeneti allapotot alakul ki. Ilyen jellegli inhibicids vizsgéalatokbdl ered Vasella és
munkatarsainak azon ujszert hipotézise is, miszerint a katalitikus karboxilcsoportok nem
feltétlentl ,,egymassal szemben”, a hasitand6 glikozidos kotés sikja alatt és felett talalhatok,
hanem a protondonor ,,0ldalt”, a gytirti sikjahoz kozelebb is elhelyezkedhet (Heightman és
Vasella 1999). Ezen elmélet bizonyitdsa azonban még folyamatban van.

(6) Modern biotechnoldgiai eljarasoknak koszonhetdéen barmelyik, fenti mddszerrel
nyert feltevés vagy megallapitas egyértelmuen igazolhatd. Bacillus stearothermophilus T-6 [3-
D-xiloziddzanak sikeres kloénozasa, szekvenalasa €s E. coli-ban torténd expresszalasa utan
iranyitott mutagenezis vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy a Glu-160 esszencialis sav-bazis
katalizatorként szerepel a katalizisben (Bravman és munkatarsai 2001a). Egy ugyancsak
Bacillus stearothermophilus T-6 eredeti masik PB-D-xilozidaz esetében pedig ugyanezen
kutatok hasonlo jellegli, aminosavcserén alapuld vizsgalatokkal igazoltdk, hogy az enzim
mukodésében a Glu-337 és a Glu-413 katalitikus aminosav-oldallancokként vesznek részt
(Bravman és munkatarsai 2001b).

A biotechnolégia intenziv fejlédésének koszonhetden az elmult néhany évben egyre

tobb enzim teljes aminosavsorrendje valt ismertté. Ez képezte az alapjat egy uj
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enzimbesoroldsi rendszernek, amelynek megalkotdsa Henrissat nevéhez flizodik (Henrissat
1991). Ez a rendszer az egyes csaladok megalkotasandl az enzimek szekvencidja kozotti
homoldgiat veszi alapul. Henrissat feltételezte, hogy ezen homoldgia nemcsak strukturdlis,
hanem funkcionalis hasonlosagot is jelenthet. Ezen elmélet szerint az egy csaladba tartozd
enzimek aktiv centruma konzervativ blokkokat ill. konzervativ katalitikus aminosavakat
tartalmaz, s ily modon az enzim altal katalizalt folyamatok sztereokémidja is azonos. A
szekvenciabeli rokonsag alapjan jelenleg 87 glikozid hidroldz csalad 1étezik (ezek szama
azonban ismereteinkkel egytitt folyamatosan boviil), amely koziil régebben kett6 (39, 43),
majd harom (39, 43, 52), s ujabban még tovabbi ketté (3, 54) csaladba soroltak [-D-
xilozidazokat (Henrissat és Bairoch 1993, Henrissat és Bairoch 1996, CAZy adatbank). Ezek
koziil legjobban ismert a 39. csalad (1), amelynél — az eddig felderitett enzimek alapjan
(Bravman és munkatarsai 2001a, Vocadlo €s munkatarsai 1998) — mind a Kkatalitikus
nukleofil, mind a katalitikus protondonor Glu, és a homoldgia alapjan feltételezik, hogy
valamennyi ide tartozé enzim retencios mechanizmussal mikodik. Ezen enzimek mindegyike
bakterialis eredetti. (2) A 43. csalad tagjai tobbnyire bifunkcionalis, B-D-xilozidaz és o-L-
arabinofuranozidaz aktivitassal is rendelkez6 inverzids enzimek, amelyeknél azonban sem a
katalitikus nukleofil, sem a katalitikus protondonor nem ismert. (3) Az 52. csaladban a
legtjabban k6zolt eredmények alapjan — a 39. csaladhoz hasonldéan — ugyancsak Glu tolti be
mind a katalitikus nukleofil, mind a sav-bazis katalizisben résztvevd aminosav szerepét
(Bravman és munkatarsai 2001b), és ezek az enzimek is retencids mechanizmussal
mukodnek. (4) Ugyancsak retencids enzimekként tartjdk szamon az 54. csalad tagjait,
amelyekrél — 1évén az egyik ujabban leirt csoport — talan a legkevesebb informacié all
rendelkezésilinkre. Szinte valamennyi ide tartozé enzim gomba eredetti. (5) Az utolsd, B-D-
xilozidazokat is tartalmazo csalad a 3., amelynek azonban viszonylag csak kis részét képezik
a B-D-xilozidazok, igen nagy aranyban inkabb B-D-gliikozidazokat tartalmaz. Valoészintleg
ennek kdszonheto, hogy az emlitettek koziil a legjobban feltérképezett enzimcsalad, amelynek
ma mar nemcsak katalitikus szerepet jatsz6 aminosavai, hanem egyes képviseldinek a
haromdimenzids szerkezete is elérhetd. Elég sok fungalis B-D-xilozidazt sorolnak ide (t6bbek
kozott valamennyi ismert szekvencidja Aspergillus ill. Trichoderma reesei B-D-xilozidazat).
Ezek koziil azonban egynek sem ismert konkrétan az aktiv centruma, a csalad tobbi tagjaval
mutatott homologia alapjan viszont feltételezik, hogy ez esetekben katalitikus nukleofilként
Asp, katalitikus protondonorként pedig Glu mukddhet. Ezen enzimeknél szintén retencios

mechanizmust valdszintisitenek (CAZy adatbank).
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3. SAJAT VIZSGALATOK

Az elmult évtizedekben mind biotechnoldgiai, mind ipari szempontbdl egyre nagyobb
érdekldodés mutatkozott — az -1,4-endoxilandzok mellett — az addig hattérbe szoruld B-D-
xiloziddzok irant is. Ezt igazolja, hogy napjainkban egyre t6bb, a vilag legkiilonb6zobb kutatd
csoportjai altal publikalt kozlemény jelenik meg roluk. Ennek ellenére a B-D-xiloziddzokra
vonatkozd ismereteink még mindig nagyon hianyosak. Habdar szdmos — elsdsorban
mikrobialis — forrasbol izolaltak mar [B-D-xilozidazt, a vizsgalatok tobbsége az enzim
tisztitasara és tobbnyire biokémiai jellemzésére, szubsztratspecificitdsdra vonatkozik. Igen
behatéarolt azon kdzlemények szdma, amelyek az enzim miikodési mechanizmusarol kézolnek
adatokat. Igaz, a modern biotechnoldgiai eljarasoknak koszonhetéen mar egyre tébbet tudunk
genetikai hatteriikrol is, tobb B-xilozidaz teljes vagy részleges aminosav szekvencidjat sikertilt
mar felderiteni (Mai és munkatéarsai 2000, SWISS-PROT adatbézis), amely lehetdvé teszi a
Henrissat-féle glikozidaz csaladokba torténd besorolasukat (Henrissat 1991, Henrissat és
Bairoch 1993). Ez tovabbi értékes informaciokat szolgaltathat az adott enzimekr6l, de nem
potolhatja az adott enzimek miikodési mechanizmusanak részletes tanulmanyozasat. A fenti
tények inspiraltak benniinket, hogy B-xiloziddzok atfogd jellegli, behatobb vizsgalataba
kezdjiink. Célul taztiik ki
(1) egy B-D-xilozidaz megfeleld forrasbdl torténd izolalasat,

(2) az enzim homogén, tiszta formaban torténd kinyerését,

(3) biokémiai jellemzését.

(4) Az enzim miikddési mechanizmusanak felderitését, ill. az aktiv centrum felépitésében
résztvevd, Kkatalitikus szerepet jatsz6 aminosav-oldallancok vizsgalatat részint
enzimkinetikai modszerekkel, részint aminosav specifikus moddositd reagensek
alkalmazasaval terveztiik.

(5) Korabbi, manidka (Manihot esculenta Crantz) -D-gliikkozidazara vonatkozé tapasztalatok
alapjan (Keresztessy és munkatarsai 1994), terveztik egy katalitikus aminosav-
oldallancok azonositasara alkalmas, [-D-xiloziddzokra specifikus inaktivator (N-
bromacetil-B-D-xilopiranozilamin) szintézisét és potencidlis affinitas jeloloként vald
kiprobalasat.

(6) Terveztiik az enzim szubsztrat ktdhelyének feltérképezesét inhibicios vizsgalatokkal.
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(7) Tovabba arra is szerettiink volna fényt deriteni, hogy az adott enzim vajon rendelkezik-e
transzferaz aktivitassal, amely révén az enzim altal katalizalt reakciok sztereokémidja

meghatarozhatd, sét szintetikus vonatkozasban is jelentds lehet.

3.1. p-D-Xiloziddz izoldldsa

Ahhoz, hogy egy enzim muikodését tanulmanyozhassuk, megfeleld enzimforrasra van
sziikség, amely révén — lehetdleg kis anyagi raforditassal, rovid idé alatt — elegendo
mennyiségben juthatunk a kivant enzimhez. A szakirodalomban fellelhetd leggyakrabban
alkalmazott fungalis B-xilozidaz forrasok a kiilonb6zd Aspergillus fajok, elsdsorban az A.
niger (Oguntimein és Reilly 1980, Rodionova és munkatérsai 1983), valamint a Trichoderma
reesei (Poutanen and Puls 1988, Herrmann és munkatarsai 1997, Gomez és munkatarsai
2001). A Debreceni Egyetem TTK Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tanszéke a kovetkezo
Aspergillus torzseket bocsatotta rendelkezésiinkre: A. carbonarius (KLU 93), A. nidulans
(KLU 94-1), A. niger (KLU 94-18) és A. oryzae (KLU 95-62), amelyek [B-D-xilozidaz
aktivitasat hasonlitottuk Ossze. A torzseket eldszor Sabouraud tapoldatban tenyésztettiik, de
hamarosan attértiink egy Takenishi és munkatarsai altal kozolt (1973) szilard taptalajon (vizes
bluzakorpan) torténd tenyésztésre. Ez utdbbi taptalaj nemcsak olcsd volta, konnyu
hozzaférhetdsége és kezelhetdsége szempontjabol volt kedvezobb, hanem azért is, mert ezen
az Aspergillus torzsek lényegesen jobb (mintegy 2 nagysagrenddel nagyobb) B-xilozidaz
termelést mutattak, mint az eléz6 folyékony tapkozegben. Ez esetben valosziniileg a
btizakorpa magas xilan tartalma — mint egyetlen rendelkezésre all6 szénforras — indukalhatta a
fokozottabb P-xiloziddz enzimtermelést, mint ahogy errdl mar masok is beszamoltak
(Coughlan ¢és Hazlewood 1993, Saxena és munkatarsai 1995).

Osszehasonlitottuk mind az extracellularis, mind az intracellularis B-D-xilozidaz
aktivitast, mely utdbbihoz a sejtek golydés malommal torténd feltarasa révén jutottunk. Az
intracellularisan mérheté enzimaktivitds olyan alacsony volt, hogy a tovabbiakban csak az
extracellularis enzimtermeléssel foglalkoztuk. Ez konnyebb hozzaférhetdsége révén nemcsak
a mi vizsgalatainknal volt kedvezd, hanem egy késobbi, esetleges ipari felhasznalas soran is
elony0s lehet. Az altalunk tapasztalt nagy aranyu eltérés az extracellularis aktivitds javara jo
egyezést mutat azzal a ténnyel, hogy a fungalis B-D-xilozidazok nagy része a micéliumok
novekedésének korai szakaszdban még intracelluldrisan fordul eld, de jelentds résziik a
micéliumok novekedésének késébbi idoszakaban a kornyezd kozegbe szekretalodik (Biely

1985).
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A négy Aspergillus torzs extacellularis B-D-xilozidaz termelését az 1. tablazat
tartalmazza. Az eredményeket Osszehasonlitva jol lathatd, hogy az irodalombol eddig
ismeretlen 4. carbonarius igen jo enzimforrasnak bizonyult, mivel a t6bbi térzsnél 2-5-szor
nagyobb specifikus B-D-xilozidaz aktivitast mutatott. Igy ezt a torzset hasznaltuk tovabbi

vizsgalatainkhoz.

1. tablazat

Kiilonbozo6 Aspergillus fajok -D-xilozidaz termelése*

Faj Aktivitas Specifikus aktivitas
(U/ml) (mU/mg fehérje)

A. carbonarius 0,149 + 0,007 11,2 0.8

A. nidulans 0,033 £ 0,004 4,73 £ 0,37

A. niger 0,022 + 0,002 2,53 +0,21

A. oryzae 0,017 £0,001 2,28 £ 0,25

* Az Aspergillus torzseket szilard buzakorpas taptalajon tenyésztettiik, 27 °C-on, s a mintakat

4 napos tenyészetekbdl vettiik.

Mivel a tenyésztési id6 Iényegesen Dbefolyasolhatja a mikroorganizmusok
enzimtermelését, ezért a fermentacios id6 optimalizalasara torekedtiink. Egy hétig kovettiik

figyelemmel az 4. carbonarius B-D-xilozidaz termelését.
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A. carbonarius p-D-xilozidaz termelése 7 napos tenyésztés alatt
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Ahogy a 8. abra is mutatja, a specifikus aktivitas a kezdeti novekedés utan a 4. napon elérte
maximumat (10,4 mU/mg fehérje), majd kis mértékben csokkenve stagnald szinten maradt.

Ezen eredmények alapjan az enzimtisztitdshoz 4 napos tenyészeteket hasznaltunk.

3.2. A. carbonariusbol izoldlt f-D-xiloziddz tisztitdsa

Az A. carbonarius 4 napos tenyészeteinek vizes extrakcidja (100 ml desztillalt viz, 3
h, 30 °C, 170 rpm), majd sziirése révén egy olyan kiindulési (un. ,,nyers”) enzimkivonathoz
jutottunk, amely elegendd mennyiségli P-D-xiloziddz aktivitdst mutatott, de emellett
természetesen még szamos mas alkotdt (egyéb fehérjéket, szénhidratokat, szinanyagokat stb.)
is tartalmazott. fgy a kovetkezd sziikséges lépés az extraktumbol a P-xiloziddz enzim
homogén, tiszta formaban torténd kinyerése volt.

A kiindulasi enzimkivonat a -D-xiloziddz aktivitdas mellett jelent6s mértéki P-D-
gliikkozidaz, B-D-galaktozidaz €s viszonylag kisebb mennyiségii a-L-arabinozidaz aktivitast
mutatott, ezért a tisztitasi folyamat soran ezek valtozasat is figyelemmel kisértiik (2. tablazat).
Az enzimtisztitas egyik legfobb problémajat a B-D-galaktozidaz elkiilonitése jelentette, ez az
enzim ugyanis tobb tulajdonsagaban is (pl. molekulatomeg, izoelektromos pont, pH és
hémérsékleti optimum) igen nagy hasonlésagot mutatott a 3-D-xilozidazzal. Sokaig kérdéses
is volt, hogy vajon a B-D-xilozidaz és a B-D-galaktozidaz aktivitds nem egy enzimhez tartozik-
e, annyira ,,egylitt tisztultak” szamos elvalasztasi mddszernél. Végiil részint a két enzim
hidrofobicitasdban mutatkozd kiilonbségek kihasznalasaval, részint pedig egy szelektiven
hato kompetitiv inhibitornak — mint ligandnak — affinitds kromatografidban torténd
alkalmazéasaval sikeriilt a teljes mértékti elvalasztasukat megvalositani. A B-D-gliikkozidaz
mind molekulatomegében, mind izoelektromos pontjaban, mind pedig hidroféb jellegében
némi eltérést mutatott a P-D-xilozidaztol, igy ezen enzim elkiilonitésére tobb moddszer is
alkalmasnak bizonyult. Ezen felismerésekig, természetesen, egy hosszii €s szamos
elvalasztas-technikai modszer kiprobalasat igényld ut vezetett. Végeredményként azonban
sikertilt kidolgoznunk egy gyors (mindossze 3 1épést igényld) és hatékony tisztitasi eljarast,
amely a kovetkez6 1épéseket tartalmazta:

1) hidrofob kolesonhatas kromatografia (HIC)

2) kromatofokuszalas

3) affinitas kromatografia.
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2. tablazat

A. carbonarius glikozidaz aktivitasai a tisztitasi folyamat egyes fazisaiban

Tisztitasi 1épés Teljes enzim aktivitas (U)
B-D-xilozidaz B-D-gliikozidaz [-D-galaktozidaz o-L-arabinozidaz
Nyers extraktum 30,5 78,5 95,9 5,4
HIC (Phenyl-Sepharose C1-4B) 26,4 12,5 1,96 5.3
Kromatofokuszalas (PBE 94) 17,0 — 1,02 3,11
Affinitas kromatografia 14.8 — — 3,01
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1) A tisztitasi folyamat egyik sarkalatos pontja a hidrofob kolcsonhatas kromatogrdfia
volt, amelynél az egyes fehérjék hidrofob tulajdonsagaban rejld kiilonbségek hasznalhatok fel
a sikeres elvalasztashoz. A HIC soran Phenyl-Sepharose CL-4B tipust oszloptoltetet
hasznaltunk, amelyhez azon fehérjék tudnak hatékonyan kotddni, amelyek feliiletiikon minél
tobb fenilcsoportot tartalmazo oldallancot (pl. triptofil, tirozil, fenilalanil) hordoznak. Ezek az
oldallancok azonban sok esetben a fehérjemolekula belsejében, elrejtve talalhatok. Hasonld
képet mutathat az altalunk vizsgalt B-D-xilozidaz is 20 mM Na-acetat pufferben, mivel ilyen
kozegben nem kotddott az oszlophoz. (NH)>SO4 jelenlétében azonban az oldat
ionerdsségeének novekedése a fehérje harmadlagos szerkezetének valtozasat vonta maga utan,
s igy egyes, addig elrejtett oldallancok is hozzaférhetdvé valtak felszini, hidrofob
kolesonhatasok kialakitasdhoz. Az alkalmazott (NH4),SO4 mennyisége lényeges tényezonek
bizonyult a tisztitasi 1épés sikeres kivitelezésében. 20% (w/v) (NH4),SO4 oldatndl mind a
négy, fent emlitett enzimaktivitas megkotddott az oszlopon, igy ezek elvalasztasat nem
lehetett elérni. 10% (w/v) (NH4),SO4 alkalmazasa viszont eltérd valtozasokat indukalt az
elktilonitend6 enzimek szerkezetében: mig a B-D-xilozidaz ilyen kozegben is maradéktalanul
kotodott a HIC oszlophoz, addig a B-D-galaktozidaz aktivitds tobb, mint 95%-a, a B-D-
glikozidaz aktivitasnak pedig mintegy 85 %-a eludlodott az oszloprol (2. tablazat). Ebben a
Iépésben egyuttal a kiinduldsi enzimkivonat szinanyagait is sikeriilt eltavolitani. Ezeknek
koszonhetden, a HIC 2. fazisdban 10—0% (w/v) (NH4)2SO4-ot tartalmazé 20 mM acetat
pufferrel végzett gradiens elucid révén mar sokkal tisztdbb formdaban nyerhettiik vissza
enzimiinket (9. abra). Ily modon a hidroféb kromatografia a P-xilozidaznak mintegy 30-
szoros tisztulasat eredményezte igen j6 (86,6%-0s) hozammal.

2) A tisztitasi folyamat kovetkezd 1épése a kromatofokuszalds volt. Ennek soran PBE
94 toltetli oszlopon, 6,25—3,5 pH gradiens elucioval az eltér6 izoelektromos pontu fehérjéket
kulonitettiik el egymastol. Ezen eljarassal tovabbi, szamunkra felesleges komponenseket,
tobbek kozott a maradék [(-D-glikoziddaz aktivitast 1is, sikeriilt eltdvolitanunk az
enzimkivonatbdl (10. &bra). Ez a mddszer egyuttal lehetdséget teremtett a [-D-xilozidaz

izoelektromos pontjanak meghatarozasara (pH 4.4).
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Enzimaktivitas (U/ml)
Fehérjetartalom (A ,4,)

Frakciok

9. dbra

A. carbonarius B-D-xilozidazanak frakcionalasa Phenyl-Sepharose CL-4B oszlopon
A nyil az eluens valtast jelzi. Az extraktumban el6forduld sotét szinanyagok erés UV
abszorbancigja miatt a fehérjetartalmat csak az eluens valtas utan dbrazoltuk.
(®): B-D-xilozidaz aktivitas
(0): a-L-arabinozidaz aktivitas
(A): B-D-gliikozidaz aktivitas
(A): B-D-galaktozidaz aktivitas
—: Azgo

30



5,5 B N
5 N ' N

= .
o

45 - .

4 7 ~

3,5 -
25 ~ 0,35
—E' B
s 5 0,3
~ - 0,25
}g 1.5 - 0,2
2 ’
= 1 - - 0,15
«
E - 0,1
N (0,5
s 7 O S X ~ 0,05
= 0 g"‘\ ‘:ESS"A"!?A‘-A 0

10 15 20 25 30 35 40 45
Frakciok
10. abra

A. carbonarius B-D-xilozidazanak kromatofokuszalasa
(®): B-D-xilozidaz aktivitas
(0): a-L-arabinozidaz aktivitas
(A): B-D-gliikozidaz aktivitas
(A): B-D-galaktozidaz aktivitas
— 1 Aago

—:pH

31

Fehérjetartalom (Azs0)



3) A PB-D-xilozidaz és a [-D-galaktozidaz izoelektromos pontjanak nagyfoku
hasonldsaga miatt a kromatofokuszalas utan kimutathatd volt még [-D-galaktozidaz jelenléte
az enzimkivonatban. Ennek eltavolitasahoz az affinitds kromatogrdfia médszerét hasznaltuk.
Inhibicios vizsgalatok révén sikeriilt egy szelektiven haté inhibitort talalnunk, a p-aminofenil
1-tio-B-D-galaktopiranozidot (PAPTG), amely hatékonyan, kompetitiven gatolta a [-D-
galaktozidaz aktivitast (K; 1,2 mM), ugyanakkor hatastalannak bizonyult B-D-xilozidazzal
szemben. Ezen inhibitor egy hatékony liganddal szemben tdmasztott minden kévetelménynek
megfelelt:

— képes volt stabil, de reverzibilis kapcsolatot kialakitani a szelektaland6 vegytilettel

— megfeleld szelektivitast mutatott

— megfeleld6 méretli volt ahhoz, hogy kiemelkedjen a matrixbol, s ezaltal hozzaférhetd
legyen az enzim szdmara

— rendelkezett olyan csoporttal (—NH>), amely révén stabil, kovalens kotéssel rogzithetd volt
az oszlop matrixahoz.

Ezek alapjan PAPTG-ot alkalmazva ligandként aftinitas kromatografias oszlopot készitettiink,

amelyen a (-D-galaktoziddz megkotddott, a B-D-xiloziddzt viszont konnyen elualhattuk rola.

Felvetodhet a kérdés, hogy vajon miért nem a [-D-xilozidazt koncentraltuk az oszlopon.

Elsblegesen ilyen jellegii torekvéseink voltak, de a B-D-xilozidaz esetében a p-aminofenil 1-

tio-B-D-xilopiranozid (PAPTXyl) nem gatolta megtelelé mértékben az enzimet (K; 27 mM) és

a késobbi inhibicios vizsgalatok soran sem taldltunk a fent emlitett valamennyi elvarasnak

megfeleld vegyiiletet. Az affinitasi oszlopot Scouten (1981) munkdja nyoman készitettiik.

Matrixnak divinil-szulfonnal aktivalt Sepharose 4B gélt hasznaltunk, amelyhez glicin

kapcsolokaron keresztiil 90 %-os hatékonysaggal (Robinson és munkatarsai, 1972) kotottiik a

PAPTG ligandot (11. abra). Az affinitds kromatografia révén a B-D-galaktozidazt is sikertilt

teljes mértékben eltavolitanunk az enzimkivonatbdl (2. tablazat).

A fentiekben vazolt 3 Iépéses tisztitasi folyamat eredményeképpen sikeriilt A.
carbonarius extraktumabol homogén, tiszta B-D-xilozidazt nyerniink. A folyamat jo
hozammal (48,5%-0s) a P-D-xilozidaz specifikus aktivitasinak 61-szeres novekedését
eredményezte (3. tablazat). Az enzim tisztasagat SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-
PAGE) révén ellendriztiik (12. abra). A tisztitds folyaman a (-D-xilozidaz aktivitast sikertilt
teljes mértékben elkiiloniteni mind a 3-D-gliikozidaz, mind a -D-galaktozidaz aktivitasoktol,

az a-L-arabinozidaz aktivitas azonban az 6sszes 1€pésben végigkisérte (2. tablazat).
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Affinitasi oszlop készitésének folyamatabraja (Scouten nyoman 1981)

Mivel a tisztitott enzim SDS-PAGE-nal egyetlen, homogén fehérjesavként jelent meg
(12. abra), igy feltételeztiik, hogy a B-D-xilozidaz €és az a-L-arabinozidaz aktivitas egyetlen
enzimhez tartozik. Ezen feltételezésiinket a késdbbiekben kevert szubsztratos méréseink is
igazoltak (3.4. fejezet). Hasonlo, alacsony a-L-arabinopiranoziddz aktivitast is mutatd [3-

xilozidazrol szamoltak be Penicillium wortmanni (Deleyn és munkatarsai 1978) esetében is.
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3. 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)
Nyers 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.
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12. abra
A. carbonarius B-D-xilozidazéanak tisztitasi folyamatat jellemzé SDS-PAGE kép
Az 153 mintdk az egymast kovetd tisztitasi [épésekbdl szarmazod preparatumok: 1: HIC utani
minta, 2: kromatofékuszalds utani minta, 3: affinitas kromatografia utani minta.
4: molekulatomeg standard sorozat: foszforilaz b (94 kDa), BSA (67 kDa), ovalbumin (43
kDa), szénsavanhidraz (30 kDa), szdjabab tripszin inhibitor (20,1 kDa) és a-laktalbumin
(14,4 kDa).

3.3. A. carbonarius [-D-xiloziddzdnak biokémiai jellemzése

Az SDS-PAGE az enzim tisztasdganak ellendrzése mellett molekulatomegének
meghatarozasat is szolgalta, amely ilyen modon 100 kDa-nak addédott (12. abra). Ez jo
egyezést mutatott a tisztitott, nativ enzim MALDI TOF MS technikaval meghatarozott
tomegével (108 kDa). Hasonld molekulatomegli B-D-xilozidazokat izolaltak Penicillium
wortanni-bol (100 kDa) (Deleyn €s munkatarsai 1978), Trichoderma koningii G-39-bol (104

kDa) (Li és munkatarsai 2000) és Aspergillus niger-bdl is (110 kDa) (van Peij és munkatarsai
1997).
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Mivel az SDS-PAGE denaturald koriilményei kozott a tisztitott enzim egyetlen
egységes savként jelent meg, igy feltételeztiik, hogy az A. carbonarius P-D-xilozidaza
monomer vagy két, esetleg tobb azonos molekulatomegii alegységb6l felépiilé fehérje. A
nativ enzim MALDI TOF MS technikaval t6rténé vizsgalata azonban egyértelmuen kizarta az
utébbi lehetdséget.

Az enzim kromatofokuszalassal meghatarozott izoelektromos pontja 4,4-nek adodott,
tehat az A. carbonarius-bol izolalt P-D-xiloziddz savas karakterti fehérje. Hasonlo
izoelektromos pont értékekrdl szamoltak be Trichoderma viride-bol (4,4) (Matsuo és Yashui
1984), Neocallimastix frontalis-bol (4,5) (Garcia-Campayo €s Wood 1992) és 4. oryzae-bol
(4,1) (Golubev €s munkatarsai 1993) izolalt B-xiloziddzok esetében is.

Vizsgéltuk a pH-nak és a hdmérsékletnek a B-D-xilozidaz aktivitdsara €s stabilitasara
gyakorolt hatasat. 1) Az enzim viszonylag széles pH tartomanyban (pH: 3,0-4,0) mutatott
maximalis aktivitast és 3,5-6,5 kozotti pH tartomanyban bizonyult stabilnak. Ezek az értékek
jo egyezést mutatnak mas fungalis [B-xilozidazokra kozolt adatokkal (Takenishi és
munkatarsai 1973, Deleyn és munkatarsai 1978, Poutanen és Puls 1988, Herrmann és
munkatarsai 1997). Altaldban helytalld azon megéllapitas, miszerint, a bakterialis B-D-
xiloziddzok pH optimuma pH 7,0-hez kozeli érték, mig gombéabdl izolalt enzimeknél ez
sokkal savasabb tartoméanyba esik (< pH 5,0) (Bravman €s munkatarsai 2001b, Poutanen és
Puls 1988). 2) A hémérsékletnek az enzim aktivitasara gyakorolt hatasat 20-80 °C kozotti
tartomanyban vizsgaltuk. Az enzim 60 °C-on hidrolizalta leghatékonyabban a szubsztratként
alkalmazott p-nitrofenil-pB-D-xilopiranozidot (pNP-Xyl). A homérséklet stabilitasi vizsgalatok
alapjan az enzim 30 perces inkubacié utan 50 °C-ig stabilnak bizonyult, 60 °C-on azonban
mar maximalis aktivitasanak 25%-at elvesztette. 60 °C felett igen gyorsan csokkent aktivitasa,
70 °C-on torténd inkubacio pedig az enzim teljes inaktivalodasahoz vezetett. Ugyanakkor 37
°C-on az enzim tobb napon keresztiil is stabil volt. Hasonld, magas hdmérsékleti optimummal
rendelkezd P-xilozidazokrol szamoltak be Trichoderma reesei (60 °C) (Poutanen és Puls
1988, Herrmann és munkatarsai 1997) és T. koningii G-39 (55-60 °C) esetében is (Li és

munkatarsai 2000).
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3.4. Enzimkinetikai vizsgdlatok
3.4.1. Kinetikai paraméterek meghatdrozdsa

A kinetikai vizsgalatok soran elsoként a tisztitott B-xilozidaz altal katalizalt reakciok
jellemzd kinetikai paramétereit hataroztuk meg nem-linearis regresszid révén. Az
eredményeket a 4. tablazatban foglaltam 6ssze. Az enzim pNP-Xyl iranti affinitasat jellemzd
K érték 0,198 mM volt, amelyhez hasonlo értéket kozoltek A. niger P-xiloziddza esetén is
(0,23 mM) (Rodionova ¢és munkatarsai 1983). A 4. tablazat értékeit Osszehasonlitva jol
lathato, hogy a pNP-Xyl szubsztrat sokkal jobban kétddik az enzimhez (K, értéke tobb mint
egy nagysagrenddel kisebb), mint a p-nitrofenil-a-L-arabinopiranozid (pNP-Ara) és az enzim
sokkal hatékonyabban is hidrolizalja, mint az utdbbi szubsztratot (Vma/Km €rtékek alapjan).
Ugyanakkor az arabinozid szubsztratndl az enzimreakcid maximalis sebessége (Vmax)
nagyobb, mint a xilozidnal. Ezek az adatok arra mutatnak ra, hogy a B-D-xilozidaz miikodését
jelentés mértékben befolyasolhatja a cukorgytirti C-4 helyzett hidroxilcsoportjanak térallasa.
Amennyiben ez ekvatorialis térallasu, az a szubsztrat megkotésének kedvez, az axialis térallas

viszont a hasitasnal lehet elény6sebb.

4. tablazat

A. carbonarius-bol izolalt 3-D-xilozidaz kinetikai paraméterei*

Szubsztrat K Vnax Viax! 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

* A téblazatban feltiintetett kinetikai paraméterek 3 filiggetlen mérés adataibol szamolt

kozépértékek és azok szorasa (S. D.).

Figyelemreméltd, hogy a tisztitott enzim B-D-xilozidaz aktivitasa mellett a-L-arabinozidaz
aktivitast is mutatott, viszont a szerkezetiikben igen hasonld p-nitrofenil--D-gliikopiranozid
(PNP-Glc) és p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid (pNP-Gal) szubsztratok glikozidos kotését
nem tudta hasitani. Ez azt jelzi, hogy a cukorgytrti C-5 helyzetii CH,OH—csoportjanak hianya
esszencialis a szubsztrat hidroliziséhez. Valoszintlileg ennek a csoportnak a jelenléte sztérikus

gatat jelent a szubsztrat kotédése soran.
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3.4.2. Kevert szubsztratos vizsgalatok

Mint ahogy az enzimtisztitasnal mar szo6 esett rola, a tisztitott enzim egységes SDS-PAGE
képe alapjan feltételeztiik, hogy mind a B-D-xilozidaz, mind az a-L-arabinoziddz aktivitas
ugyanazon enzimhez tartozik. Ezt a feltételezésiinket igazoltak a kevert szubsztratos mérések
is, amelyek révén tulajdonképpen arra kaphatunk vélaszt, hogy a megfeleld szintetikus
szubsztratok hidrolizise egyetlen katalitikus helyhez kotheté-e vagy sem. Ezen vizsgalatok
soran a kétféle szubsztrat egyidejii alkalmazéasaval, adott szubsztrat koncentracidknal
reakciosebességeket hataroztunk meg mind elméleti uton, mind kisérletek révén. Az egyetlen
katalitikus helyet feltételezd elméleti gorbe értékeit Pocsi és Kiss nyoman (1988) az (1)
egyenlet felhasznalasaval, a 4. tablazatban megadott kinetikai paraméterekbdl szamoltuk:

Vo K514 Vs K, 5]

_ T max1"tm2 max 2 ( 1 )

TK, K, +K, [5]+K,.[S]

ml m?2 ml

ahol [S{] és [S;] az alkalmazott pNP-Xyl és pNP-Ara koncentraciok.

6\\\\\\\\\\\\\\\\\\
5 L |
g L _
2
> 4
2
0
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18
[S] (mM)
13. abra

Kevert szubsztratos vizsgalatok pNP-Xyl és pNP-Ara szubsztratokkal
A kisérletek soran a pNP-Ara koncentracidt 2 és 18 mM (0,5-3 Ky,) kozott valtoztattuk
allando, 0,2 mM (Ky,) koncentracioju pNP-Xyl jelenlétében. A folytonos vonal a szubsztratok
kozotti kompeticiot feltételezd elméleti gorbét mutatja, (e): kisérleti adatok. Valamennyi

értéket 3 fliggetlen mérés atlagaként adtuk meg.
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Ahogy a 13. &brén is lathatd, az elméleti iton szamitott €s a kisérletek soran mért
reakciosebesség értékek igen jO egyezeést mutatnak, ami egyértelmtien bizonyitja, hogy a
PNP-Xyl és pNP-Ara szubsztratok hasitdsa az enzim ugyanazon katalitikus centrumdban
torténik. Ezt a megallapitast inhibicios vizsgalatok is megerositették. Ezek soran valamennyi
vizsgalt inhibitor (5. tablazat) kompetitiv mddon gatolta mind a -D-xiloziddz, mind az a-L-
arabinozidaz aktivitast, amely egyben azt is jelezte, hogy nemcsak a hasitohely, hanem a

kotoéhely is azonos az adott szubsztratok szamara.

5. tablazat

A. carbonarius (-D-xilozidaz és o-L-arabinozidiz aktivitasara vonatkozo6 inhibicios

vizsgalatok
B-D-xilozidaz aktivitas o-L-arabinozidaz aktivitas
Inhibitor YT NRYOT
K; (mM) Inhibicié tipusa K; (mM) Inhibicié tipusa
D-xil6z 1,9 kompetitiv 2,4 kompetitiv
5-tioxiléz 0,99 kompetitiv 2,3 kompetitiv
B-D-xilopiranozil azid 0,35 kompetitiv 0,54 kompetitiv

Hasonlo jellegii, kevert szubsztratos kinetikai vizsgalatokat o-L-arabinopiranozidaz aktivitast
is mutatd PB-xiloziddzok esetében még nem végeztek. PB-D-Xilozidaz és P-D-gliikozidaz
aktivitassal is rendelkez6, Chaetomium trilaterale-bol izolalt enzimnél, kevert szubsztratos
mérésekkel, szintén egyetlen katalitikus hely jelenlétét mutattak ki. Az inhibicios vizsgéalatok
alapjan azonban ebben az esetben két elkiiloniilé kotdhely 1étezését valdszintsitik (Uziie és

munkatarsai 1985).

3.5. Kinetikai paraméterek pH fiiggésének vizsgdlata

A Kkatalitikus csoportok felderitésére iranyuld vizsgalataink sordn elsdként az A.
carbonarius-bol izolalt B-D-xilozidaz kinetikai paramétereinek pH fiiggését tanulmanyoztuk
A Vmax pH fiiggésébol a katalizisben résztvevd ionizalhaté aminosav-oldallancokra lehet
kovetkeztetni, mig a Vpa/Km pH fluggése a szubsztrat megkotésében, az ES komplex
kialakitasaban szerepet jatszé aminosav-oldallancokra utal.

Vizsgaltuk kiilonboz6é pH értékeknél (pH 2,0-7,0) a B-xilozidaz altal katalizalt pNP-
Xyl hidrolizisét és meghataroztuk az egyes folyamatokat jellemzd Viax €S Vinax/Km értékeket
(14A. és 14B. abra). Az abrakon lathato elméleti gorbéket a kisérleti iton meghatarozott Vpax

€s Vma/Km értékek alapjan, diprotikus enzim-modell alkalmazasaval, nem-linearis
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illesztoprogram (GraFit) segitségével adtuk meg. Ezek alapjaul a (2) és a (3) egyenletek
szolgaltak (Cornish-Bowden 1995a):

I/max
2

Vinax = 1+ ([H" ]/ K ) + (K, /[HT])

V;‘nax / Eﬂl

I/max /Km = (3)
1+ ([H"]/ K ) + (K, /[HT])

ahol V, és V. /K, apH-t6l fiiggetlen kinetikai paraméterek, Kis; és Kgsy a katalizisben

résztvevd aminosav-oldallancok savi disszociacios allandoit jelolik az ES komplexben, mig
K1 és Ki» a szabad enzim esetében.

Az enzim hatékonysagat jellemzd Vpa/Knm allando pH fuggését pNP-Xyl
hidrolizisénél a 14A. abra mutatja. A kisérleti adatok igen jo egyezést mutatnak az elméleti
uton meghatarozott haranggorbével, amely azt jelzi, hogy a Peller-Alberti-féle diprotikus
enzim-modellnek megfeleléen 2 ionizalhaté aminosav-oldallanc vesz részt az ES komplex
kialakitasaban (Peller és Alberty 1959). Ezek koziil az egyiknek ionizaltnak, a masiknak
protonaltnak kell lennie a hatékony katalizis érdekében (Cornish-Bowden 1995a). A
legjobban illeszked6 haranggorbét pKp1= 2,7 és pKgz = 6,4 esetében kaptunk (14A. abra).
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pH
14A. abra

Vmax/ Km pH fliggése pNP-Xyl hidrolizisénél
(0): kisérleti adatok
—: elméleti gorbe, amelyet kisérleti adatokbdl a (3) egyenlet alapjan nem-linearis

illesztoprogrammal hatdroztunk meg
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Kisérleti adatainkat egybevetve a szakirodalombdl ismert aminosav-oldallancok disszociacios
allandoival arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a B-D-xilozidaz aktiv centruméban, a pNP-
Xyl megkotésében ionizalt oldallancként egy karboxilat anion, protonaltként pedig egy masik
karboxilcsoport vagy esetleg egy hisztidin (His) oldallanc vehet részt.

A pNP-Xyl hidrolizisére jellemz6é Vs pH fliggése a 14B. abran lathato. Ebben az
esetben csak a pKgs; = 4,0 allandot tudtuk meghatarozni, mivel a Vi pH 5,0 felett mar nem
fiiggstt a [H']-tol. Ez arra utalt, hogy a szubsztrat hidrolizisében egy protonalt aminosav-
oldallanc fontos szerepet jatszik, s ennek deprotonalodasa az enzim mukddése szempontjabol
kedvezotlen. A fenti pKgs; érték alapjan feltételeztiik, hogy ez egy glutaminsav (Glu) vagy
egy aszparaginsav (Asp) oldallanc lehet.

4.5
-~ 4
b B
£
=) B
”é i
» 35

3

2 3 4 5 6 7
pH
14B. abra

Vmax pH fliggése pNP-Xyl hidrolizisénél
(0): kisérleti adatok
—: elméleti gorbe, amelyet kisérleti adatokbdl a (2) egyenlet alapjan nem-linearis

illesztéprogrammal hataroztunk meg

A kinetikai paraméterek pH fliggésébdl szdrmazd eredmények tehat arra utaltak, hogy
a pNP-Xyl megkdtésében egy deprotonalt €s egy protondlt aminosav-oldallanc vesz részt,
amelyek koziil az egyik feltehetden egy karboxilat, a masik pedig egy karboxil maradék (vagy
utobbi esetleg egy His imidazolil csoportja), a szubsztrat glikozidos kotésének hasitasaban
pedig egy ionizalhaté oldallanc — igen nagy valdszintséggel egy Glu vagy Asp karboxil

oldallanc — kozremiikodése elengedhetetlen. Hasonld kinetikai vizsgalatokat végeztek a
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kozelmultban Gomez €s munkatarsai (2001) Trichoderma reesei QM 9414 B-xilozidazaval.
Nevezett kutatok arra a megallapitasa jutottak, hogy az altaluk vizsgalt enzim aktiv
centrumaban 2 karboxilcsoport vesz részt a pNP-Xyl hidrolizisében (mind a szubsztrat
megkotésében, mind annak hasitasaban), amelyek koziil az egyiknek deprotonalt (pKg; 3,20,
ill. pKgs; 2,40), a masiknak protonalt allapota (pKgx 5,26, ill. pKgsy; 6.,26) sziikséges a

katalizishez.

3.6. Karboxil oldallincok kémiai modositisa

Annak eldontésére, hogy a fent emlitett esszencialis ionizalhatd csoportok valdoban
karboxil oldallancok-e, enzimiinket oldallanc specifikus reagensek alkalmazasaval, kémiailag
modositottuk. Vizsgalatainkhoz vizoldhato 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimidet
(EDAC) nukleofilként pedig glicin-metil-észtert, é¢s Woodward K reagenst (WRK)
hasznaltunk (Lundblad és Noyes 1985).

Mind a glicin-metil-észter jelenlétében alkalmazott EDAC, mind a WRK inaktivalta a
B-D-xilozidazt. Az EDAC esetében a mddosulas gyorsabban jatszodott le: 3 mM reagens 0,25
mM glicin-metil-észterrel egylitt mar 10 perc inkubacidé utdn az eredeti B-D-xilozidaz
aktivitast az egy harmadara csokkentette. WRK alkalmazédsanal az inaktivacio lassabban ment
végbe, de 50 mM reagenssel, 50 °C-on torténd inkubacio révén 40 perc elteltével a katalitikus
aktivitas ebben az esetben is tobb, mint 90%-kal csokkent. Figyelemremélté volt a WRK-s
modositas homérséklet fliggése, amelyrol eddig még nem szamoltak be. Mig 50 °C-on gyors
inaktivacio jatszodott le, 37 °C-on ugyanolyan koriilmények kozott végzett inkubacid 6 ora
utan is csak 50 %-os modosulast eredményezett, 25 °C-on pedig szinte egyaltalin nem
inaktivalodott az enzim. Hasonl6 eredményekkel szolgaltak a késébbiekben, N-bromacetil-[3-
D-xilopiranozilaminnal végzett inaktivacios vizsgalataink is (3.7. fejezet). Feltételezziik, hogy
a homérséklet novelése elosegiti az enzim mikodése szempontjabdl optimalis
fehérjekonformacio kialakulasat, s ezaltal az ES komplex, ill. esetiinkben az enzim-inaktivator
komplex képzodését, ami a fenti megfigyelések magyarazataul szolgalhat. Ezt a feltevést
alatamasztja az a tény is, hogy az enzim hémérsékleti optimuma 60 °C.

A modositasi reakciok kinetikai analizise soran kiilonb6z6 inaktivator koncentracidkat
alkalmazva figyeltik az enzimaktivitas valtozasat az ido fliggvényében. Mind az EDAC,
mind a WRK esetében a maradék aktivitds természetes alapi logaritmusait az idd
fliggvényében abrazolva egyeneseket kaptunk (15A és 16A abra), amelyek arra utaltak, hogy

az inaktivacidé minden esetben latszolagos elsérendl (pszeudo-elsérendll) kinetika szerint
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ment végbe. A reagens valosziniileg reverzibilisen kotédik az enzimhez egy atmeneti jellegt
enzim-inaktivator komplexet képezve, miel6tt végbe megy a kovalens mddositas, ahogy errdl
mar mas enzimek esetében is beszamoltak (Pétra 1971, Komissarov és munkatarsai 1995):
Evle X spsar b
ahol E a B-D-xilozidaz, I az adott inaktivator (pl. WRK), E* az enzim inaktivatorral képzett
komplexe, E-I a médositott enzim, K; a latszolagos inhibicios allandd, k; pedig az inaktivacios
sebességi allando.
A modositasi reakciok latszolagos sebességi allanddit (k) Kitz és Wilson modszere (1962)
szerint, a (4) egyenlet alapjan, a 15A és 16A abran lathaté egyenesek meredekségébol
hataroztuk meg.
vV k, -t
n?‘):m:kw-t 4)
ahol V) a kezdeti sebességet, I a t idOpontban mért sebességet, [I] pedig az inaktivator
koncentraciojat jeloli.
Az kg, értékek révén egyben lehetdség nyilt az inaktivacids folyamatokat jellemzd tobbi
kinetikai paraméter (K;, k; és k/K;) meghatarozasara is (Kitz és Wilson 1962, Pétra 1971),

hiszen k,,, megadhatd, mint:

K 1]
amelybdl a k,,, inaktivator koncentraciotol fiiggése kifejezhetd:
1 K. 1 1
BT A (6)

kapp ki [[ ] ' kfl

A (6) egyenlet alapjan szerkesztett fliggvényeket a 15B és 16B abrak mutatjak, az altaluk

meghatarozott kinetikai paramétereket pedig a 6. tablazatban adtam meg.
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B-D-xiloziddz EDAC révén torténd modositasa.
(A) Az enzim (20 pg/ml) modositasanal 0,25 mM glicin-metil-észter jelenlétében a kovetkezd
EDAC koncentracidkat alkalmaztuk: 0,75 mM (A), 1,5 mM (A), 3 mM (©) és 5 mM (e).
A jelzett idopontokban mintakat vettiink a reakcidelegybol és meghataroztuk a maradék
B-D-xilozidaz aktivitast (pNP-Xyl szubsztrattal, 20 mM Na-acetat pufferben (pH 4.0),
50 °C-on, 15 perces inkubacios iddt alkalmazva).
(B) A 15A 4bra alapjan szamolt k,,, értékek reciprokai az EDAC koncentraciok reciprokanak

fiiggvényében.

44



6
300
A
51 ™
§1oo-
4 L
0
< 0 0,1 02
E, 3 AMARK] (1/miv)
=
2 L
1 L
0 !
0 30 60 0 120
1d6 (min)
16. abra

B-D-xilozidaz Woodward K reagenssel torténé modositasa.
(A) Az enzim (20 pg/ml) médositasahoz a kovetkez6 WRK koncentracidkat alkalmaztuk: 5
mM (A), 10 mM (A), 25 mM (©) és 50 mM (e). A jelzett idopontokban mintékat vettiink

a reakcioelegybdl €s meghataroztuk a maradék -D-xilozidaz aktivitast.
(B) A 16A abra alapjan szamolt k&, értékek reciprokai a WRK koncentraciok reciprokanak

figgvényében

6. tablazat

A. carbonarius 3-D-xilozidazianak inaktivacios reakcioit jellemzo6 Kinetikai paraméterek

Inaktivator K; (mM) k; (min'l) k/K; (min'I/mM)
EDAC 23,3 0,60 2,6 x 107
WRK 677 0,78 1,2 x 107
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A kg, értékek révén felvildgositast nyertiink a reakcié rendliségére vonatkozoan is: kg,
értékek logaritmusat az inaktivator koncentraciok logaritmusanak fiiggvényében abrazolva
egyeneseket kaptunk, amelyek meredeksége EDAC esetében 1,16, WRK-nal pedig 0,90 volt.
Ezek az értékek jo egyezést mutattak a reakciok rendiiségével (Cornish-Bowden 1995b),
jelezvén, hogy a moddositas soran egy enzim molekulaval egy WRK ill. EDAC molekula
reagalt. Mindez arra utal, hogy az 4. carbonarius B-D-xilozidazaban legalabb egy esszencialis
karboxil oldallancnak kell miikddnie.

Eddigi vizsgalataink bizonyitottak, hogy az enzimben valoban van legalabb egy olyan
karboxil oldallanc, amelynek mukodése elengedhetetlen a hatékony katalizishez. Annak
eldontésére, hogy ez az enzim aktiv centrumdban lokalizalodik-e, a P-D-xiloziddz egyik
hatékony kompetitiv inhibitorat, a B-D-xilopiranozil azidot (XyINs, K; = 0,35 mM) (I1d. 3. 8.
fejezet) hasznaltuk. Mértiikk az inaktivacids folyamatok sebességét az inhibitor jelenlétében
(2 mM XylIN;) és hianyaban. WRK esetén az inaktivacié sebessége XyINs jelenlétében

1,84 x 10% min™'-r6l 8,9 x 10~ min™'-ra redukéalodott, ahogy azt a 17. dbra is mutatja.

0 20 40 60 80 100 120 140
Id8 (min)

17. dbra
Kompetitiv inhibitor nyujtotta védelem az enzim WRK-s modositasaval szemben.
Az enzimet (20 pg/ml) 20 mM WRK-val reagéltattuk, 50 °C-on, XyIN; mint kompetitiv
inhibitor jelenlétében (2 mM) (®) és hidnyaban (0). A jelzett idopontokban a maradék [-D-

xilozidaz aktivitast a 15. dbra magyarazatanal feltiintetett modon hataroztuk meg.
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A XyINj3, kotodése révén tehat részleges védelmet nyujtott a B-D-xilozidaznak mind a WRK
(20 mM), mind az EDAC (3 mM) okozta inaktivacioval szemben, ami egyértelmiien
bizonyitotta, hogy a reagensek altal mddositott karboxil oldallanc az enzim aktiv centrumaban
talalhato.

Annak érdekében, hogy meghatirozzuk a modositott karboxil oldallanc savi
disszociacios allandojat, a karbodiimides modositas sebességét kiilonb6zé pH értékeknél
hataroztuk meg. A fentiekben ismertetett modon (Kitz és Wilson 1962) kiszamoltuk az egyes
reakcidkat jellemzd latszolagos sebességi éallandokat (k,,,) €s abrazoltuk ezeket a pH
fiiggvényében (18. 4bra). Az abran lathato elméleti gorbét a kisérleti k,,, adatok
felhasznalasaval, illesztoprogram segitségével (GraFit), a (7) egyenlet (Tipton és Dixon 1979)

alapjan hataroztuk meg:

K ppX
kapp SR —— (7)
1+[H']/K,
ahol x a reagens (EDAC) koncentracidja, K, pedig a modositott csoport savi disszociacios
allandoja. Az elméleti gorbe Ka = 3,98 x 10 értéknél illeszkedett a legjobban a kisérleti
adatokhoz, vagyis a mddositott oldallanc pKa értéke 4,4-nek adddott (18. abra), amely

hasonlo volt a Vi pH-fliggésénél meghatarozott pK értékhez (pKgs; = 4.0).
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B-D-xiloziddz EDAC-os modositasanak pH fiiggése
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Ezen vizsgalataink tehat azt mutattak, hogy az inaktivacios reakciokban egy olyan aminosav
karboxil oldallanca modosult, amely pKa értéke alapjan jo eséllyel lehet Asp vagy Glu és —
mint az korabban kideriilt — az enzim aktiv centrumaban lokalizalodik. Figyelembevéve a
Vmax pH fiiggésénel kapott hasonld pK értéket, feltételeztik, hogy az A. carbonarius B-D-
xilozidazanak aktiv centrumaban, egy a katalizisben szerepet jatszé Glu vagy Asp karboxil
oldallancat modositottuk. Hasonlo, katalitikus szereppel bird Glu-rol szamoltak be Bacillus
stearothermophilus T-6 P-xiloziddazanal, ahol a Glu-160-at mint katalitikus protondonort
azonositottak (Bravman és munkatarsai 2001a), Thermoanaerobacterium saccharolyticum 3-
D-xiloziddza esetében pedig katalitikus nukleofil szerepét betolté Glu-277-rél publikaltak
(Vocadlo és munkatarsai 1998).

Vizsgaltuk, hogy a katalitikus karboxil oldallanc blokkolasa hogyan befolyasolja a -
D-xilozidaz altal katalizalt reakcio kinetikai paramétereit (K, Vimax). WRK-s modositas soran
meghatdrozott idok6zonként vett mintakbol meghataroztuk a pNP-Xyl hidrolizisét jellemzo

Vax €s K €értékeket. Az eredményeket a 7. tablazatban foglaltam 6ssze.

7. tablazat

Kinetikai paraméterek valtozasa a 3-D-xilozidaz WRK-val torténé modositasa sorin

Maoédositott 3-D-xilozidaz*
Reakcié id6 (min)

Vinax (U/mg) Ky (mM)
0 1,83 0,22
5 1,75 0,22
10 1,15 0,19
20 0,85 0,17
30 0,26 0,17
40 0,19 0,21

* A kontroll kisérletekben meghatarozott Viax €rték 1,82 + 0,21 U/mg, a K, pedig 0,24 £+ 0,03
mM volt.
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A modositott enzimnél szembetiing a V. jelentds csokkenése, amely 40 perces inkubacio
utan a tizedére redukalddott. Ugyanakkor a K, értéke gyakorlatilag nem valtozott az
inaktivacio soran, jelezvén, hogy az érintett katalitikus oldallanc médositasa nincs hatassal az
ES-komplex kialakulasara. Ezek az eredmények egyértelmlien bizonyitottdk, hogy a
modositott karboxil oldallanc a szubsztrat hasitasaban és nem a kotésében jatszik szerepet.
Osszegezve a WRK és EDAC reagensekkel végzett inaktivacids kisérleteink
eredményeit megallapithatjuk, hogy az irodalmi adatokkal 6sszhangban az A. carbonarius [3-
D-xilozidaza tartalmaz olyan karboxil oldallancokat, amelyek mikodése elengedhetetlen a
hatékony katalizishez, ezek koziil legalabb egy — igen nagy valoszintséggel Glu vagy Asp —
az enzim aktiv centrumaban talalhato és feltehetden protondonorként esszencialis szerepet

jatszik a pNP-Xyl glikozidos kotésének hasitasaban.

3.7. N-bromacetil-[-D-xilopiranozilamin mint potencidlis affinitds jelolo
3.7.1. Szintézis

Mint az irodalmi attekintésben mar sz6 esett rola, glikozidazok esetében a katalitikus
aminosavak azonositasanak egyik lehetséges modja affinitas jelolok hasznélata. Az elmult
években szamos affinitas jel6l6t szintetizaltak €s hasznaltak sikerrel tobb glikozidaz esetében
is (Plapp 1982, Black ¢és munkatarsai 1993, Tull és munkatarsai 1996), a B-D-xilozidazok
viszont ilyen szempontbdl egy teljesen felderitetlen teriiletet képeznek. B-D-Xilozidazok
katalitikus csoportjainak (karboxil oldallanc) azonositasahoz egy potencidlis affinitas jel6l6t,
N-brémacetil-B-D-xilopiranozilamint (NBAXA) szintetizaltunk. A szintézis l1épéseit a 19.
abra mutatja.

D-Xiloz piridin/ecetsavas (1:1) acetilezésével 1,2,3,4-tetra-O-acetil-B-D-xilopiranozt
(2) allitottunk eld. A 2 anomer centruman Paulsenék (1974) mddszere szerint, (CH3)3SiN3-dal
Lewis sav (SnCly) jelenlétében, azidocsoportot alakitottunk ki. A reakcié soran 60 %-o0s
hozammal 2,3,4-tri-O-acetil-B-D-xilopiranozil azid (3) képz6dott, amelynek acetilcsoportjait,
a kovetkez6 1€épésben Zemplén-féle modszerrel (MeOH/ NaOMe, pH 8-9) tavolitottuk el. Az
ily médon, 92 %-o0s hozammal eldallitott 3-D-xilopiranozil azidot (4) katalitikus (Pd(OH),/C)
hidrogénezéssel redukaltuk. A reakcidoban képzoédott B-D-xilopiranozilamint (5) instabilitasa
miatt nem izolaltuk, hanem — mas glikozil aminokkal ellentétben — a redukciot kdvetden
kozvetlentil bromacetileztiik. A fotermékként izolalt NBAXA-t (6) — tisztitasa ¢és

szerkezetazonositasa utan — hasznaltuk a tovabbiakban inaktivacios vizsgalatinkhoz.
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N-bromacetil-B-D-xilopiranozilamin (NBAXA) szintézise
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3.7.2. Inaktivacios vizsgalatok

Az NBAXA inaktivalta az A. carbonarius-bol izolalt B-D-xilozidazt. A reakcid a
WRK-nal tapasztaltakhoz hasonloan homérsékletfiiggést mutatott €s csak 50 °C-on, hosszabb
inkubacids id6 alkalmazasaval vezetett az enzim teljes inaktivalasahoz. A reakcid kinetikajat
a WRK-s mddositasokhoz hasonloan elemeztiik. Az inaktivacié ebben az esetben is pszeudo-
elsérendti kinetika szerint ment végbe (20A abra). Feltételezve, hogy az inaktivator az enzim
aktiv centrumdban talalhatd oldallanccal reagélt, az inaktivacio kinetikai paramétereit Kitz és

Wilson modszere szerint (a 3.6. fejezetben ismertetett modon) hataroztuk meg (Kitz és

Wilson 1962).

2,5

log K,pp (Min™)

1,6

In (Vo/V)

0,5 1

0 5 10 15 20 25 30 35
1dé (min)

20. abra
A. carbonarius B-D-xilozidazanak inaktivalasa NBAXA-val
(A) Az enzim (20 pg/ml) mddositasi reakcioiban a kovetkez6 NBAXA koncentraciokat
hasznaltuk: 10 mM (A), 25 mM (A), 50 mM (0) és 70 mM (e). A reakciokat 50 °C-on
(pH 4.,0) végeztiik, a maradék B-D-xilozidaz aktivitast pedig a 15. dbrandl megadott

moddon hataroztuk meg.

(B) A 20A 4abra alapjan szamolt latszolagos sebességi allandok (kg,,) logaritmusa az

inaktivator koncentraciok logaritmuséanak fliggvényében.
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Az inaktivacid kinetikai analizise alapjan a latszolagos inhibicios allando, K; = 42 mM, az
inaktivacios sebességi allando, & = 0,08 min”', mig az inaktivacio hatékonysagat jellemzd
k/K; allando 1,90 min"'/M-nak adodott. Ez utobbi egy nagysdgrenddel nagyobb volt, mint
amit manidka B-D-gliikoziddzanak hasonl6 jellegli, N-bromacetil-f-D-gliikopiranozilaminnal
végzett inaktivacios vizsgalatainal megallapitottak (k/K; = 0,108 min™'/M, pNP-Glc szubsztrat
esetén) (Keresztessy és munkatarsai 1994).

A reakcid rendliségét vizsgalva egyhez kozeli értéket kaptunk (az egyenes meredeksége 0,77-
nek adodott) (20B abra), ami azt jelezte, hogy egy enzim molekula inaktivalasahoz egy
NBAXA molekula sziikséges.

Az NBAXA-s modositds esetében is megvizsgaltuk, hogy kompetitiv inhibitor
jelenléte védelmet nytjt-e az inaktivacioval szemben. Inhibitorként ez esetben is XyINs-ot (3
mM) alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy az inaktivacid sebessége redukalodott, a &y, értéke
1,41 x 102 min"-r61 9,2 x 10™ min™'-ra csdkkent (21. 4bra). Tehat az NBAXA a reakcié soran

valoban egy, a B-D-xilozidaz aktiv centrumaban 1év6 oldallancot alkilezett.
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21. 4bra

A B-D-xilozidaz NBAXA-val torténd inaktivacidja XyINs mint kompetitiv inhibitor
jelenlétében (3 mM) (@) és hianyaban (©).
Az enzimet (20 pg/ml) 25 mM NBAXA-val reagaltattuk, 50 °C-on. A jelzett idopontokban a
maradék [B-D-xilozidaz aktivitast a 15. abra magyarazatanal feltiintetett modon hataroztuk

meg.
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Habar az N-bromacetil-glikozilamin tipusu affinitas jeloloket karboxil oldallancra
specifikus vegytiletekként tartjak szdmon, Escherichia coli B-galaktozidaza esetében metionil
csoport modosulasardl szamoltak be (Naider és munkatarsai 1972). Annak megallapitasara,
hogy az A. carbonarius B-D-xilozidaza esetében milyen jellegli oldallanc moédosult, az
inaktivalt enzimet — az NBAXA feleslegének eltavolitasa utan — 2-merkaptoetanollal
reagaltattuk. A tiolos reagenssel torténd kezelés nem regeneralta az enzimet, bizonyitva, hogy
esetliinkben az NBAXA nem metionil csoportot, hanem karboxil maradékot alkilezett.

Fenti eredményeink alapjan tehat megallapithatjuk, hogy elséként szintetizaltunk [3-D-
xiloziddzok katalitikus csoportjanak jelolésére alkalmas N-bromacetil-p-D-xilopiranozilamint.
Ez a vegylilet A. carbonarius B-D-xiloziddza esetében az enzim aktiv centrumaban 1évo
katalitikus karboxil oldallancot mdédositotta, ezaltal gatolva az enzim mikodését. Egyben
lehetdséget teremtve arra, hogy az enzim szekvenaldsa, majd proteolitikus emésztése utan pl.
elektrospray ionizacids tomegspektrometria (ESI-MS) alkalmazasaval (Tull €s munkatarsai

1996) a modositott katalitikus csoport egyértelmiien azonosithato legyen.

3.8. Inhibicios vizsgdlatok

A 3.6. és 3.7. fejezetekben ismertetett moddositasok révén a B-D-xilozidaz aktiv
centrumaban elhelyezkedd, katalitikus szerepet jatszo aminosav-oldallancokrol nyertiink
informacidkat. Az enzim miikodése szempontjabol ugyancsak relevans a szubsztratk6td hely
feltérképezése. Ennek tanulmanyozasara inhibicids vizsgalatokat végeztiink.

Mar az enzim szubsztratspecificitasanak vizsgalatakor kideriilt, hogy az A.
carbonarius-bol izolalt P-D-xiloziddz érzékenyen reagal a szubsztrat cukorgytiriijének
sztereokémiajara (3.4. fejezet), jelezvén a glikon rész jelentdségét a szubsztrat kotddésében.
Mivel az enzim sem a pNP-Glc-ot, sem a pNP-Gal-ot nem tudta hidrolizalni, ill. sem a D-
glikéz, sem a D-galaktéz nem gatolta miikodését, bizonyitotta, hogy a cukorgytri C-5
helyzetii hidroxilmetil csoportja feltehetden sztérikus gatat jelent, s igy hianya esszencialis a
szubsztrat sikeres kotddéséhez. Ugyanakkor maga a D-xiloz hatékony, kompetitiv
inhibitornak bizonyult (K; 1,9 mM, 8. tablazat). Ez élettani szempontbol is jelentds lehet,
hiszen a nagy mennyiségben jelenlevd xiloz, negativ feedback mechanizmus révén,
szabalyozni tudja a p-D-xiloziddz mukodését. A D-xiloz hatékony gatldo hatdsa viszont
meglepd jelenség volt a tanszeékiinkon korabban vizsgalt glikozidazokhoz képest (E. coli B-D-

galaktozidaz, sertés vese -D-glilkozidaz), ez esetekben ugyanis a megfeleld6 monoszacharid
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komponens egyaltalan nem vagy alig gatolta az enzimek mukodését és az aglikon bazicitasa,
valamint hidrofobicitasa bizonyultak az inhibicio szempontjabol fontos tényezoknek (Kiss €s
Somsak 1996, Pocsi és Kiss 1988). Ezen kisérletek analogidjara mi is kiprobaltunk tobb,
eltér6 bazicitasa ill. hidrofobicitasi aglikonnal rendelkezé glikozidot mint lehetséges
inhibitorokat (8. tdblazat). Valamennyi inhibitorként hatd vegyiilet kompetitiv mdédon gatolta
a B-D-xilozidazt. A vizsgalt vegyiiletek koziil a legjobb inhibitoroknak a -D-xilopiranozil
cianid (1) (K; 0,29 mM), a B-D-xilopiranozil azid (2) (K; 0,35 mM), valamint az 5-metil-2-(3-
D-xilopiranozil)-1,3,4-oxadiazol (3) (K; 0,46 mM) bizonyultak. Az FE. coli P-D-
galaktozidazatol valo eltérés az aglikon bazicitasanak vizsgalatakor is megmutatkozott. Mig a
gyengén bazikus 5-(B-D-xilopiranozil)tetrazol (6) (az aglikon pK, értéke: -3) a B-xilozidaz
esetében viszonylag jo inhibitornak mutatkozott, addig az analoég galaktozil vegyiilet nem
gatolta a B-galaktozidaz aktivitasat. A bazikusabb jellegii C-B-D-xilozil-formamidnal (7) (pK,:
-1) gyengiil a B-xilozidaz gatld hatasa, ugyanakkor a B-galaktozidaz esetében az analdg
vegylilet mar kozepes mértékli inhibiciot mutat (K; 9,85 mM). A megfeleld6 benztiazol
szarmazékoknal (pK, 1,2) pedig B-D-xilozidaznal a gatlas mértékének tovabbi csokkenése, a
-D-galaktozidaznal viszont igen jelentds mértékii javulasa (K; 0,65 mM) volt megfigyelheto.
Az aglikon bazikus jellegének novekedése tehat az A. carbonarius B-D-xiloziddza esetében
nem kedvez, s6t megneheziti az E-I komplex kialakulésat.

Viszonylag kevés P-D-xiloziddzra, kiilonosen fungalis B-D-xilozidazra vonatkozo
inhibicios vizsgalatot végeztek eddig. A rendelkezésre all6 eredmények jelentds részben
kiilonb6z6 alkil- és aril-1-tio-B-D-xilopiranozidokra vonatkoznak. Ezek révén azt allapitottak
meg, hogy az aglikon és az enzim aktiv centruma kozott hatdé kolcsonhatasok elsdsorban
hidrofob jellegliek és kevéssé specifikusak. Ugyanakkor a glikon rész kotddése erdteljes
specifitast mutat (Kersters-Hilderson és munkatarsai 1970). A mi megfigyeléseink is hasonlo
eredményre vezettek. 1-Tio-szubsztratanalogokkal végzett kisérleteink azt mutattak (8.b
tablazat), hogy az aglikon hidrofob jellege szerepet jatszik a szubsztrat ktédésében (hiszen
mind a metil-, mind a fenil-1-tio-B-D-xilopiranozid meglehetdsen jol gatolta az enzimet), de
nem befolyésolja olyan nagymértékben a kotddés erdsségét, mint azt A. niger és A. oryzae [3-
D-xilozidazanal leirtdk (Kersters-Hilderson €s munkatarsai 1970). Enzimiink inkabb a
Penicillium wortmanni-bol izolélt B-D-xiloziddzzal mutat hasonldsagot: (1) egyrészt abban,
hogy a fenil-1-tio-pB-D-xilopiranozid gyengébb inhibitora, mint a metil-1-tio-pB-D-xilopiranozid
(P. wortmanni-nal a K; értékek: 9,71 és 3,06 mM, A. carbonarius-nal: 4,3 és 1,86 mM),

(2) masrészt pedig abban, hogy a szubsztrat ktddésekor a hidrofob erdk mellett valoszintileg
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sztérikus tényezok ¢€s elektrosztatikus kdlcsonhatasok is fontos szerepet jatszanak (Deleyn és
munkatarsai 1980). Ezt latszik igazolni az a tény is, hogy nagy térkitoltési aglikonok
alkalmazasanal 1ényegesen rosszabb a gatlé hatas (8. tablazat: 8, 9, 12). Ugyanakkor, mig a P.
wortmanni B-D-xilozidazanal azt allapitottdk meg, hogy aril-glikozidok esetében para
helyzetli szubsztituensek nincsenek lényeges hatassal a kotdédésre (Deleyn €s munkatérsai
1980), addig esetiinkben, az 4. carbonarius B-D-xilozidazanal az egyébként is nagy méretii
hidrofob aglikonoknal egy jabb szubsztituens bevezetése (pl. -NH,, 8. tablazat: 11—-12; —ClI,
8. tablazat: 8—9) a gatlas drasztikus csokkenését vagy teljes mértékii megszinését
eredményezte. Ezt okozhatja az aglikon kotéhely korlatozottabb mérete vagy az, hogy a
szubsztituensek révén 1étrejovo elektroneloszlas olyan kedvezdtlen elektrosztatikus
kolcsonhatasok kialakulasahoz vezethet, amelyek miatt az adott szarmazékok mar nem
képesek az enzim aktiv centrumaba illeszkedni. Figyelembe véve, hogy az enzim egyik
legjobb szubsztratja a pNP-Xyl, valdszintileg az utdbbi elképzelés a helytallo.

Tekintettel arra, hogy enzimiink esetében a szubsztrat ill. az inhibitorok kotédésében a
glikon rész jatszik meghatarozé szerepet, ezért tovabbi vizsgalatokat végeztiink a glikozil rész
valtoztatasaval (8.c tablazat). 1,2-kettés kotés kialakitasa a cukorgytriin beliil (8. tablazat: 13,
14) lIényegesen lerontotta az inhibicid6 mértékét: mig a B-D-xilopiranozil cianid az enzim
legjobb inhibitoranak szamit (K; 0,29 mM), az 1-ciano-xilal tobb mint egy nagysagrenddel
rosszabb gatlészernek mutatkozott (K; 4,8 mM), maga a D-xilal pedig mar egyaltalan nem
gatolta az enzim mukodését. Mindez Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, miszerint a
glikalok altalaban rosszabbul kotédnek a glikozidazokhoz, mint a megfeleld glikozidok
(Legler 1990). Ez magyarazhatd (1) egyrészt az anomer centrum Kkoriil, a piranozgytlri
szerkezetében kialakuléd rigiditassal, amely megneheziti vagy teljesen lehetetlenné teszi a
glikon kotéhelyhez valo illeszkedést (Kiss és Somsak 1996), (2) masrészt a C-2
hidroxilcsoport hidnyaval, amely csoporttal kialakulé kolcsonhatdsok (pl. kulcsfontossagu
hidrogénkotések) — Koshland ,,indukalt illeszkedés” elmélete alapjan — mindenképpen
Tanaka és munkatarsai 2000). Ez utobbit igazoltdk a 2-dezoxi-D-xilozzal végzett kisérleteink
is (8. tablazat: 15), amelyek azt mutattak, hogy a C-2 hidroxilcsoport hianyaban egyaltalan

nem tudott E-I komplex kialakulni.
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8. tablazat

A. carbonarius 3-D-xilozidazinak inhibicios vizsgalataiban tesztelt vegyiiletek

és inhibicios hatasuk

Sorszam Aglikon (R) pK.
OH
K; (mM)
a)
1 —CN 0,29 -10
2 —Nj3 0,35
N—N
3 . 0,46
0 3
4 —-OH 1.9
5 2.9
/N
6 MY 3.1 3
N
7 —CONH,; 6,9 -1
N
8 _</ 10,4 1,2
S
9 /:N:<E/ cl nincs gatlas
S
b)
10 —SCH; 1.86
11 _s @ 43
NH,
12 /©/ 27
—S
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8. tablazat (folyt.)
A. carbonarius B-D-xilozidazanak inhibicios vizsgalataiban tesztelt

vegyiiletek és inhibiciés hatasuk

Sorszam Vegyiilet K; (mM)

)

HO

13 HO nincs gatlas

0]
HO

14 o . 4.8
O

15 Hom nincs gatlas

~+QOH

16 HO S 0,99

OH

Erdekes megfigyelésre adott alkalmat a gytiriis oxigén kénatomra torténé cseréje. Az
5-tio-D-xil6z (8. tablazat: 16) jobb inhibitornak bizonyult (K; 0,99 mM), mint maga a D-xiloz,
ami arra utal, hogy a pirandzgytriiben 1év0 heteroatom is érdemleges szerepet jatszik a
szubsztrat kotodésében. Ennek egyik lehetséges magyarazata a kén ,,soft” jellegébdl, nagyobb
mértékli deformélhatosagabol addédik, amely révén a C-S kotésszog nagyobb mértéka
flexibilitast mutat, mint a C-O kotésszog (Kersters-Hilderson €s munkatarsai 1970), s ez

elosegitheti a piranozgytrl aktiv centrumba valo illeszkedését.

3.9. -D-Xilozidadz transzferdz aktivitisdnak vizsgdlata

A szakirodalomban fellelhet6 P-D-xiloziddzok egyik része inverzids, masik része
retenciés mechanizmussal mikodik. Inverzids képviseldik elsdésorban baktériumokbol
izolaltak [Bacillus pumilus (Kersters-Hilderson és munkatarsai 1976), Butyrivibrio
fibrisolvens (Braun ¢és munkatarsai 1994)], mig a retenciosok kozott eléfordulnak mind

bakterialis [Thermoanaerobacterium saccharolyticum (Armand ¢és munkatarsai 1996), B.



stearothemophilus (Bravman és munkatarsai 2001b)], mind fungdlis eredetii enzimek

[Penicillium wortmanni (Deleyn ¢és munkatdrsai 1985) Trichoderma koningii (Li és

munkatarsai 2000)]. Ez utdbbi csoport tagjai, megfeleld kortilmények kozott, altalaban

transzglikozilezési reakciokat is képesek katalizalni. Annak érdekében, hogy meghatarozzuk
az A. carbonarius P-D-xilozidaza altal katalizalt reakciok sztereokémidjat, transzferaz
aktivitasra iranyul6 vizsgalatokat végeztiink.

Kisérleteinkben donorként az enzim szintetikus, kromogén szubsztratjat, a pNP-Xyl-
ot, valamint természetes szubsztratjat, a Xilobiozt hasznaltuk. Akceptorként részint kiilonbdzo
alkoholokat, részint kiil6nb6zd szabad cukrokat és glikozidokat alkalmaztunk. Vizsgalataink a
kovetkez6 eredményekre vezettek:

1) Kisérleteink egyik részében donorként pNP-Xyl-ot, akceptorokként pedig kiilonbozo
alkoholokat alkalmaztunk (9. tablazat). A reakcidelegy Osszetételét, elézetes vizsgalataink
alapjan, minden esetben gy valasztottuk meg, hogy a megfelel6 alkohol és a Na-acetat
puffer (pH 4,0) térfogati aranya 1:2 legyen (az alkohol aranyanak ndvelése lényegesen
rontotta vagy teljesen megszlntette az enzim aktivitdsat). A reakciok vékonyréteg
kromatografias (VRK) nyomon kovetése egyértelmiien mutatta a pNP-Xyl teljes mértéka
atalakulasat (néhany oras, 37 °C-on torténd inkubdlds utan), s a folyamat minden
alkoholndl egy uj — de D-xil6zzal nem azonos — vegyiilet és UV aktiv pNP keletkezéséhez
vezetett. Metanol mint akceptor esetében — izoldlhaté mennyiségli termék kinyerése
céljabdl — nagyobb anyag mennyiségekkel is végrehajtottuk a reakciot. A tisztitott termék
'H-NMR  spektroszkopidval torténd —szerkezetelemzése egyértelmiien metil-B-D-
xilopiranozid keletkezésére mutatott (22. abra). A metil aglikon jelenlétét a 3,51 ppm-nél
levé 3 proton intenzitdsu szingulett jel bizonyitotta, mig az anomer centrum [3-
Ji 2 csatolasi llandoja (7,9 Hz) a H-1 és H-2 proton transz-diaxialis allaséara utalt.

Ezen kisérleteink eredményei tehat azt mutattak, hogy az 4. carbonarius B-D-xilozidaza
PpNP-Xyl donor €s 20% (v/v) alkohol mint akceptor jelenlétében hatékonyan katalizalja a
xilozil-egységek atvitelét megfeleld alkil-B-D-xilopiranozidok képzddése kozben. A
reakciok soran a szubsztrat molekula anomer centruménak konfiguracidja nem valtozott,
tehat az altalunk vizsgéalt 4. carbonarius P-D-xiloziddza a retenciés mechanizmussal

muikodo (e—e) glikozidazok csoportjaba sorolhato.
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H,OH
HO Q
HO NO, + CH;OH
OH
[-D-xilozidaz HO—@NOZ
(37 °C, pH 4,0)

H,OH

Q
HO
HO O~cH,
OH

22. 4bra

A. carbonarius B-D-xilozidaza altal katalizalt metil-B-D-xilopiranozid képzddés

2) Transzferazos vizsgalataink masik részében arra vonatkozoan végeztiink eldzetes
kisérleteket, hogy az enzimiink a xilozil egységeket képes-e szénhidrat egységekre is
atvinni. Ezaltal ugyanis az enzim kemoenzimatikus szintézisekben vald felhasznalasara
nyilhat lehetdség. Igy ezen kisérleteinkben pNP-Xyl donor mellett — irodalmi adatok
alapjan (Kizawa és munkatarsai 1991) — kiilonb6z6 szabad cukrokat (D-xilozt, D-gliikozt,
D-galaktézt, D-manndzt, L-arabindzt) ill. glikozidokat (pl. MeS-Xyl-ot) alkalmaztunk
akceptorként (9. tablazat). Ez esetekben azonban a [-D-xilozidaz csak hidrolitikus
aktivitdst mutatott és a reakciokoriilmények valtoztatdsa (donor-akceptor arany,
hémérséklet, pH valtoztatasa) sem eredményezett valtozast. Mivel ismeretes, hogy egyes
glikozid hidrolazok szerves olddszer jelenlétében fokozottabb transzferaz aktivitast
mutatnak, igy a reakcidkozeg valtoztatasaval is probalkoztunk: a Na-acetét puffer (pH 4,0)
mellett kiilonboz6é ardnyokban acetonitrilt alkalmaztunk, de transzglikozilezési reakciok

ez esetekben sem jatszodtak le.
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9. tablazat
A. carbonarius B-D-xilozidaz transzferiz aktivitasanak vizsgalata

Donor Akceptor Aktivitas jellege
PpNP-Xyl metanol Transzferaz
PpNP-Xyl etanol Transzferaz
PpNP-Xyl 1-propanol Transzferaz
PNP-Xyl 2-propanol Transzferaz
PpNP-Xyl 1-butanol Transzferaz
PpNP-Xyl 1-pentanol Transzferaz
PpNP-Xyl 1-hexanol Transzferaz
PpNP-Xyl D-xiléz Hidrolitikus
PpNP-Xyl MeS-Xyl* Hidrolitikus
PpNP-Xyl xilobidz Hidrolitikus
xilobidz xilobidz Hidrolitikus és

Transzferaz
Hidrolitikus és
xilobidz xilotrioz Transzferaz

*MeS-Xyl: metil-1-tio-pB-D-xilopiranozid

Maés eredményre vezettek viszont a [-D-xiloziddz természetes szubsztratjaival
(xilobiozzal és xilotridzzal) végzett kisérleteink. Az enzim xilobioz jelenlétében a
glikozidos kotés hasitasa révén egyrészt xildzt termelt, masrészt az igy képzodo xilozil
egységeket tjabb xilobidz molekuldkhoz kapcsolta, s ezaltal jabb molekulat, xilotridzt
szintetizalt. Habar a hidrolizis mértéke nagyobb volt (kiilondsen hosszabb reakcioidd
alkalmazasakor), mint a transzglikozilezésé, de ez utdbbi lejatszodasa is egyértelmiien
megmutatkozott (23. abra). Xilobioz és xilotriéz (mint donor ill. mint akceptor) egylittes

alkalmazasa tovabbi xilo-oligoszacharidok képzddéséhez vezetett (24. abra).
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23. abra
-D-xilozidaz altal katalizalt reakciok xilobioz jelenlétében
A reakcidkat (pH 4,0, 37 °C) HPLC-vel kovettilk nyomon. Az dbran

areakcio t = 0 min, 6 h és 23 h idopontban regisztralt allapota lathato.
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24. ébra
B-D-xilozidaz transzferaz aktivitdsanak vizsgalata xilobioz és xilotrioz jelenlétében
A reakcidt (pH 4,0, 37 °C) HPLC-vel kovettiik nyomon. A fels6 dbra a reakcio kiindulasi
allapotat mutatja (t = 0 min), az alsén pedig a 12 6raval késoébbi (t = 12 h) allapot lathato

A 23. és a 24. 4bran lathato reakcidelegyek komponensei retencids idejiik (R¢) alapjan:
Xiloz: Ri: 3.925; 3.920 (23. 4bra); 3.948 (24. abra)

Xilobioz: Ri: 4.660; 4.576 (23. dbra); 4.658; 4.628 (24. abra)

Xilotrioz: R 5.351; 5.365 (23. abra); 5.544; 5.570 (24. abra)
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A B-D-xiloziddz pNP-Xyl, ill. xilobiéz donor jelenlétében tapasztalt eltérd viselkedését
feltehetden az okozza, hogy a pNP-Xyl — 1évén igen jé szubsztratja az enzimnek — Iényegesen
gyorsabban elhidrolizal, mint ahogy a transzfer reakcio lejatszodna. A xilobioz esetében
viszont a hidrolizis sebessége valdszinlileg Osszemérhetd a transzglikozilezési reakcid
sebességével, s igy lehetoség nyilik transzfer reakcio végbemenetelére is. Hasonld jelenséget
figyeltek meg Fang és munkatarsai [-galaktoziddzoknal. Az altaluk vizsgalt enzimek
glikézamin hidroklorid akceptor mellett csak laktéz donor jelenlétében katalizaltadk
laktézamin szintézisét, gyorsabban hidrolizald o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid (oNP-Gal)
alkalmazéasanal viszont nem (Fang és munkatarsai 1998).

Ezen eldzetes vizsgélataink egyértelmiien azt mutattdk, hogy az A. carbonarius-bol
izolalt P-D-xiloziddz, megfeleld kortilmények kozott, képes di- vagy esetleg nagyobb
tagszamu oligoszacharidok szintézisére is, amely révén a napjainkban egyre nagyobb

jelentdségre szert tevé kemoenzimatikus oligoszacharid szintézisek hasznos eszkoze lehet.
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4. KiSERLETI RESZ

4.1. Mikroorganizmusok

Kisérleteinkhez a kovetkezd mikroorganizmusokat hasznaltuk: Aspergillus carbonarius
(KLU 93), A. nidulans (KLU 94-1), A. niger (KLU 94-18) és A. oryzae (KLU 95-62),
amelyeket a Debreceni Egyetem TTK Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszéke bocsatott a
rendelkezéslinkre. Valamennyi torzset Sabouraud-dextéz-agar (SDA; 4% gliikkéz, 1% pepton,

2% agar) ferde tenyészeten, 4 °C-on tartottunk fenn. Az atoltas 2-3 havonta tortént.

4.2. Tenyésztés koriilményei, enzimizoldlds

A kisérleteinkben hasznalt p-D-xiloziddz tisztitdsdhoz sziikséges enzimkivonatot
Takeneshi modositott modszerével (Takeneshi ¢€s munkatarsai, 1973) nyertik. A
mikroorganizmusok tenyésztéséhez hasznalt taptalajok 100 ml (~20 g) buzakorpat és 100 ml
vizet tartalmaztak. A taptalajok beoltisat 2 ml spéraszuszpenzioval (5x10° spora/ml)
végeztikk, majd 27 °C-on 4 napig (ill. a tenyésztési id6 hatdsanak vizsgalatakor 7 napig)
inkubaltuk. Az inkubacidt kovetden a tenyészeteket 100 ml desztillalt vizzel, 3 6ran at, 30°C-
on, 170 min" fordulatszammal extrahaltuk, majd az extraktumokat sztrtiik. A sziirletekhez
proteazgatlonak PMSF-et adtunk (a végsd koncentracio 3 mM volt). Az igy kapott ,,nyers”

enzimkivonatokat hasznaltuk a -D-xilozidaz tisztitdsahoz.

4.3. Enzimaktivitds mérések
4.3.1. p-D-Xilozidaz aktivitds meghatarozasa

A mérések soran szubsztratként pNP-Xyl-ot hasznaltunk, s a hidrolizis sebességét az
enzimreakcid soran felszabaduld p-nitrofenolat ionok (pNP) mennyiségének fotometrias
mérésével hataroztuk meg.
A reakcidelegy (1 ml) 0,5 mM pNP-Xyl-ot és megfelel6 mennyiségli enzimoldatot
tartalmazott 20 mM Na-acetat pufferben (pH 4,0). Az inkubéciot 37 °C-on, 30 percig ill. az
inaktivatoros kisérleteknél 50 °C-on, 15 percig folytattuk. A reakcio leallitasat 2 ml 0,2 M
Na-borat pufferrel (pH 10,0) végeztik. A felszabadult pNP mérése 400 nm-en tortént
Beckman-DU®-65 spektrofotométerrel. Az Ssszehasonlitd oldat nem tartalmazott enzimet, a
tobbi komponense megegyezett a mintdkban levokkel. A mintdk abszorbancidjat mindig 3

parhuzamos mérés atlagaként adtuk meg.
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Egy U az az enzimmennyiség, amely 1 umol pNP-ot szabadit fel 1 perc alatt a fenti reakcid
kortlmények kozott.
4.3.2. B-D-Gliikozidaz, p-D-galaktozidaz és a-L-arabinozidaz aktivitasok meghatdrozdsa

A B-D-xilozidazéval azonos, fentiekben leirt koriilmények kozott végeztiik, de szubsztrat-
ként p-nitrofenil-f-D-gliikopiranozidot (pNP-Glc), p-nitrofenil-3-D-galaktopiranozidot (pNP-

Gal) ill. p-nitrofenil-a-L-arabinopiranozidot (pNP-Ara) hasznaltunk.

4.4. Fehérjetartalom meghatdrozds

A mintak fehérjetartalmat Hartree altal modositott Lowry-féle modszerrel (Hartree, 1972),
ill. az enzimtisztitas kromatografias 1épéseinél UV abszorbancia (280 nm) alapjan hataroztuk
meg. A Lowry-féle modszernél marha szérum albumin (BSA) oldatsorozatot hasznaltunk a

kalibraciohoz.

4.5. Enzimtisztitds
1. lépés: Hidrofob kolesonhatas kromatografia (HIC)

A hidroféb kolesonhatas kromatografiahoz Phenyl-Sepharose CL-4B tipusu oszloptoltetet
hasznaltunk (1x8 cm), amelyet 10% (w/v) (NHy)2SO4-ot tartalmazé 20 mM Na-acetat
pufterrel (pH 5,0) ekvilibraltunk. A kiindulasi enzimkivonathoz szilard (NH4),SOs-ot adtunk
10% (w/v) koncentracié eléréséig 4 °C-on, kevertetés kozben, majd a képzddott csapadékot
centrifugalva (10000 xg, 10 min) a feltiluszot a hidrofoéb oszlopra vittiik. Eluensként elsd
Iépésben az ekvilibralo pufferrel azonos oldatot (250 ml) hasznaltunk, majd az oszlopon
megkotddott enzimeket 10—>0% (w/v) (NHy)2SO4-ot tartalmazo 20 mM acetat pufferrel (pH
5,0) (150 ml), gradiens elucio révén elualtuk az oszloprol. 120 ml/h aramlasi sebességet
alkalmazva 4 ml frakciokat gy(jtottiink, majd a legmagasabb B-D-xilozidaz aktivitasuakat
egyesitettiik. Az igy kapott eludtumot 25 mM hisztidin/HCI pufferben (pH 6,25) 4 °C-on, egy
¢jszakan at dializaltuk.

2. lépés: Kromatofokuszalas

A dializalt enzimoldatot PBE 94 oszloptéltetre (1x18 cm) vittiik, amelyet el6zéleg 25 mM
hisztidin/HCI pufferrel (pH 6,25) ekvilibraltunk. A pH gradienst 8-szoros higitasu Polybuffer
74 (pH 3,5) oldattal alakitottuk ki, 30 ml/h dramlasi sebességet alkalmazva. A legmagasabb 3-

D-xilozidaz aktivitasu frakciokat (3 ml) egyesitettiik.
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3. lépés: Affinitas kromatografia

Az eljarads soran alkalmazott oszloptoltetet Scouten leirdsa alapjan (Scouten, 1981)
készitettiik. 10 ml Sepharose 4B gélt 10 ml 1 M Na-karbonat pufferben (pH 11,0)
szuszpendaltunk. A gél aktivalasat 2 ml divinil-szulfonnal szobahdémérsékleten, 1 %2 d6ran at,
enyhe kevertetés kozben végeztiik. Az aktivalt gélhez ligandként p-aminofenil 1-tio-B-D-
galaktopiranozidot (PAPTG) kotottiink glicin kapcsolokaron keresztiil. A kapcsolokar
kialakitasdhoz az aktivalt gélt sztirés, majd desztillalt vizzel torténé mosas utan 2,5 g glicint
tartalmazo 10 ml 1 M Na-karbonat pufferben (pH 11,0) egy éjszakan at lassan kevertettik. A
felesleges, valamint a gél feliiletén adszorbealddott glicin eltavolitasahoz a gélt szurtiik, majd
a kovetkez oldatokkal mostuk at:

a) 10 ml 1 M Na-karbonat puffer (pH 11,0)

b) 500 ml 1 M NacCl tartalmu 0,2 M Gly/HCI puffer (pH 3.0)

¢) 500 ml 1 M NaCl oldat.
A ligand kapcsolasdhoz a gélt 20 ml desztillalt vizben szuszpendaltuk, majd 200 mg 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDAC) hozzaadasa utan, savas kozegben (pH 4,0) 40
mg PAPTG-dal reagéltattuk. A reakcio szobahOmérsékleten, enyhe kevertetés kozben, kb. 4
ora alatt ment végbe. A megkotddott PAPTG mennyiségét Robinson modszerével (Robinson
¢s munkatarsai, 1972) hataroztuk meg.

Az elkészitett affinitasi oszlopot (1x7 cm) 10 mM Na-acetit pufferrel (pH 5.0)
ekvilibraltuk. A B-D-xilozidazt ugyanezen pufferrel eludltuk az oszloprol, mig a megkotddott
-D-galaktozidazt 0,2 M NaCl-ot tartalmaz6 10 mM Na-acetat pufferrel (pH 5,0) tavolitottuk
el az oszloprdl. 60 ml/h aramlési sebességet alkalmaztunk, 2 ml frakciokat gytjtottiink,

amelyek koziil a legmagasabb aktivitdsuakat egyesitettiik.

4.6. Molekulatomeg meghatdrozds
4.6.1. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A gélelektroforézist részben az enzim mintdk tisztasaganak ellendrzésére, részben
molekulatomeg meghatarozésra hasznaltuk. Az eljaras soran gradiens (5—20%) poliakrilamid
géleket hasznaltunk, amelyeket Laemmli modszere alapjan készitettiink (Laemmli, 1970). A
mintafelvitelt kovetdéen (kb. 30-50 pg fehérje/minta) a futtatast gélenként 20 mA
alkalmazasaval és 200 V allandé egyenfesziiltségen végeztik. A géllapokat Coomassie
Brilliant Blue R-250 oldattal festettiik 50 °C-on, 60 min-ig, majd a felesleges festék

eltavolitasat 2-propanol—ecetsav—desztillalt viz meghatarozott ardnyu elegyével (I. mosdoldat:
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25:10:65, II. mosooldat: 10:10:80) végeztiikk. Kalibraciohoz a kovetkezd molekulatomeg
standard sorozatot (Pharmacia Biotech) hasznaltuk: foszforilaz b (94 kDa), BSA (67 kDa),
ovalbumin (43 kDa), szénsavanhidraz (30 kDa), sz6jabab tripszin inhibitor (20,1 kDa) és a-
laktalbumin (14,4 kDa).
4.6.2. MALDI TOF MS modszer

A vizsgalatokat Bruker Biflex III tomegspektrométerrel végeztiik. A vizsgalatokhoz
affinitds kromatografia utani, homogén, dializalt, majd liofilizalt mintdkat hasznaltunk. A
mintékat 0,1% TFA-t tartalmazé CH3CN:H,O 2:1 aranyu elegyében oldottuk fel (10 pg/ul),
majd ezeket SA (sinnapic acid) matrix-szal, 1:1 aranyban higitottuk. A kalibraciohoz BSA-t

hasznaltunk.

4.7. pH- és homérséklethatds vizsgdlatok
4.7.1 pH optimum és stabilitds meghatarozas

Az enzimaktivitds méréseket pH 1,1-7,8 tartomanyban 20 mM Na-citrat/HCI puftert és 20
mM citrat-foszfat puffert hasznalva, a 4.3.1. fejezetnél megadottak szerint (1 ml
reakcidelegyben 0,5 mM pNP-Xyl-dal, 37 °C-on, 30 percig) végeztik. A pH stabilitas
vizsgalatoknal az enzimet 24 6ran at, kiilonbozé pH értékeken (2,5-7,8 pH tartomanyban), 4
°C-on tartottuk, majd mértiik a maradék B-D-xilozidaz aktivitast (37 °C, 30 min, pH 4.,0).
4.7.2. Homérséklet optimum és stabilitas meghatdrozas

A méréseket 20-80 °C tartomanyban, 0,5 mM pNP-Xyl-dal 20 mM Na-acetat pufferben
(pH 4,0), 30 percig végeztiik. A stabilitas vizsgalatoknal az enzimet 30 percig 4-80 °C kozott
kiilonb6z6 hdmérsékleteken 20 mM Na-acetat pufferben (pH 4.0) inkubaltuk, majd mértiik a
maradék B-D-xilozidaz aktivitast (37 °C, 30 min, pH 4,0).

4.8. Enzimkinetikai vizsgdalatok
4.8.1. Kinetikai paraméterek meghatdrozdasa

A reakciosebességet pNP-Xyl esetében 0,5-5 K., pNP-Ara pedig 0,5-3 K, tartomanyban
6 kiilonb6zdé szubsztratkoncentracional hataroztuk meg. Az aktivitdsméréseket a 4.3.1.
fejezetnél megadottak szerint, 20 mM Na-acetat pufferben (pH 4.0), 37 °C-on, 30 percig tartd
inkubacidval végeztikk. Valamennyi kisérleti adatot 3 fliggetlen mérés atlagaként adtuk meg.
A kisérleti adatokbdl a Ky, és Vi értékeket a klasszikus Michaelis-Menten egyenlet alapjan,
nem linedris regresszioval, GraFit program alkalmazasaval hatdroztuk meg (Leatherbarrow

1990).
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4.8.2. Kevert szubsztrdatos mérések

A fentiekkel azonos reakciokoriilményeket alkalmaztuk, a reakcidelegy azonban ez
esetben allandé mennyiségil, 0,2 mM (K,) pNP-Xyl-ot, valamint 2 és 18 mM kozotti (0,5-3
Kn) tartomanyban, 6 kiilonb6z6 koncentracioban pNP-Ara-ot tartalmazott. Az elméleti gorbét,
a kinetikai paraméterek felhasznalasaval, Pdcsi €s Kiss modszere szerint hataroztuk meg
(Pocsi és Kiss 1988).
4.8.3. Inhibicios vizsgalatok

A reakcidsebességet a 8. tablazatban megadott inhibitorok felhasznalasaval 0,5-5 K;
tartomanyban 6 kiilonb6z6 inhibitor-koncentracional hataroztuk meg. Szubsztratként pNP-
Xyl-ot hasznaltunk 3 kiilonb6z6 koncentracioban, 0,5-3 K;, tartomanyban. Az
aktivitasméréseket ez esetekben is a 4.3.1. fejezetnél megadottak szerint végeztiik, kivéve a 5-
klér-2-(B-D-xilozil)benztiazolt, amelynél a vegyiilet vizes kézegben vald rosszabb oldodésa
miatt Na-acetat puffer:DMSO 7:3 aranyu elegyében végeztiik a méréseket.
A K; értékeket Dixon-féle modszerrel, GraFit program alkalmazasaval hataroztuk meg

(Leatherbarrow 1990).

4.9. Kinetikai paraméterek pH fiiggésének vizsgdlata

A pNP-Xyl hidrolizisét jellemzé kinetikai paramétereket (Vmax, Km) 0,5-5 Kpn
tartomanyban 6 kiilonbozd szubsztratkoncentracional hataroztuk meg, 50 °C-on, 30 perces
inkubalassal, reakciokozegként 20 mM Na-citrat/HCl puffert (pH 2,0-3,0) és 20 mM citrat
foszfat puffert (pH 3.,0-7,0) alkalmazva. A Ky és Vmax értékeket a klasszikus Michaelis-
Menten egyenlet alapjan, GraFit program alkalmazasaval, nem-linedris regresszidval
hatdroztuk meg. A szabad enzimre (Kg1, Kr2), valamint az E-S komplexre (Kgs;) jellemz6 savi
disszociacios allandokat — diprotikus enzim modell alapjan — ugyancsak nem linearis illesztés

révén adtuk meg (GraFit)(Leatherbarrow 1990).

4.10. Karboxil oldalldncok specifikus kémiai modositdisa

Az A. carbonarius [B-D-xilozidazanak feltételezett karboxilcsoportjait Woodward K
reagenssel, valamint glicin-metil-észter mint nukleofil jelenlétében vizoldhato karbodiimiddel
(EDAC) modositottuk (Lundblad €s Noyes 1985).

A WRK-val végzett kinetikai vizsgalatoknal a reakcidelegy (1 ml) 20 pg enzimet és 5-50
mM WRK-t tartalmazott 20 mM Na-acetat pufferben (pH 4.0); a méréseket 50 °C-on
végeztilk. EDAC esetében a mddositasi reakcidkat 2 ml desztillalt vizben, 0,75-5 mM EDAC-
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ot €s 0,25 mM glicin-metil-észtert alkalmazva, 4,75 pH-n végeztiik (a pH beéllitasahoz HCI-
oldatot hasznaltunk). A modositasok soran a maradék [B-D-xilozidaz aktivitas
meghatarozasahoz a reakcidelegybdl meghatarozott idok6zonként mintakat vettiink, amelyet 1
mM (5 Kn) pNP-Xyl-dal, 15 percig, 50 °C-on inkubaltunk. Az 6sszehasonlitd oldatok a WRK
¢s EDAC kivételével ugyanazokat a komponenseket tartalmaztdk, mint az inaktivacios
elegyek. Az inhibiciés folyamatok kinetikai paramétereit Kitz és Wilson modszere szerint
hataroztuk meg (Kitz és Wilson 1962). A maradék aktivitasok természetes alapu logaritmusat
az id6 fuggvényében abrazolva egyeneseket kaptunk, amelyek meredekségébdl az egyes
inaktivator koncentraciokhoz tartozé latszolagos sebességi allandok (k,,,) meghatarozhatéak
voltak. A médositési reakciokat jellemzo K; (latszélagos inhibicios allando) és k; (inaktivacios
sebességi allandd) értékeket a WRK ill. az EDAC koncentracidk reciprokanak fliggvényében
abrazolt 1/k,,, adatok alapjan tudtuk meghatarozni.

A modosulasok aktiv centrumbeli lokalizacidjat kompetitiv inhibitor alkalmazasaval
bizonyitottuk. Az inaktivacids elegyet, amely 20 pg/ml enzimet és 20 mM WRK-t, vagy 0,25
mM glicin-metil-észtert és 3 mM EDAC-ot tartalmazott, 2 mM (5,7 K;) XyINj3 jelenlétében ill.
enélkiil inkubaltuk. A maradék aktivitast ez esetekben is meghatarozott idokozonként vett
mintakbol (50 ul), 1,5 mM (7,5 Kn) pNP-Xyl-dal szemben, 15 perces inkubdlds utan
hataroztuk meg.

A 3 mM EDAC-kal és 0,25 mM glicin-metil-észterrel végzett modositas pH fiiggését 3,5-
6,5 tartomanyban, 7 kiilonb6z6é pH értéknél vizsgaltuk. Az egyes pH értékeknél kapott
kisérleti adatokat a fentiekben megadott modon, Kitz és Wilson modszere (1962) alapjan
elemeztiik. A meghatarozott latszolagos sebességi allanddkat a pH fiiggvényében abrazoltuk,
s a kisérleti pontokhoz az elméleti gorbét GraFit program alkalmazésaval hataroztuk meg
(Leatherbarrow 1990).

A modositasi reakcio kinetikai paramétereinek (Vmax, Km) meghatarozasahoz megfeleld
idokozonként mintakat (200 pl) vettiink a reakcidelegybol (1,3 ml), amely 20 mM Na-acetat
pufferben (pH 5.,0) 150 pg enzimet és 50 mM WRK-t tartalmazott. A mintdkban lévd WRK
felesleg eltavolitasat Sephadex G-25 oszlopokkal (1x5 cm) végeztiik, amelyeket el6zdleg 20
mM Na-acetat pufferrel (pH 5,0) ekvilibraltunk. Az enzimet ugyanilyen pufferrel elualtuk az
oszloprél (2 ml frakcidk). A pNP-Xyl hidrolizisének kinetikai paramétereit 0,5-5 Ky
tartomanyban 6 kiilonb6z6 szubsztratkoncentraciot hasznalva, a fentiekben ismertetett moédon

(4.8.1.) hataroztuk meg.
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4.11. Inaktivdcios vizsgdlatok NBAXA-val

A kinetikai vizsgalatokat a WRK-val végzett modositasnal megadottakkal azonos
koriilmények kozott (50 °C, pH 4,0) végeztik, inaktivatorként 10-70 mM NBAXA-t
hasznalva. Az inaktivéaci6 kinetikai paramétereit (k4. Ki, k) szintén az el6zdekben feltiintetett
modon, Kitz és Wilson médszere alapjan hataroztuk meg.

A P-D-xiloziddz inaktivacidjaval szembeni védelmét kompetitiv inhibitor (XyIN3)
alkalmazasaval hajtottuk végre. A 20 pg enzimet és 25 mM NBAXA-t tartalmazd
inaktivacios elegyet (1 ml) 3 mM (8,6 K;) XyINs jelenlétében, ill. ennek hidnyaban inkubaltuk
50 °C-on. A maradék aktivitast ez esetekben is meghatarozott idékozonként vett mintakbol
(50 pl), 1 mM (5 Kn) pNP-Xyl-dal szemben, 15 perces inkubalas utan hataroztuk meg.

Az enzim reaktivalasanak vizsgalatat 2-merkaptoetanollal végeztiik. 1 ml reakcidelegyben
20 pg enzimet 45 mM NBAXA-val inaktivaltunk, majd a reagens felesleget Sephadex G-25
oszlop (1x5 cm) alkalmazasaval eltavolitottuk az elegybdl. Az inaktivalt enzimet 100 mM

2-merkaptoetanollal, 25 °C-on, 5 éran at inkubaltuk, majd mértiik a f-D-xilozidaz aktivitast.

4.12. Szintetikus modszerek
4.12.1. Altaldnos médszerek
A reakcidkat VRK segitségével Kieselgel 60 Fpsq4 rétegen (Merck) kovettik. Az

eldhivast 50%-os vizes kénsav oldattal torténd permetezéssel, majd ezt kovetd melegitéssel
végeztik. Az anyagok tisztitdsdra, termékek elvalasztasara kristalyositast vagy
oszlopkromatografiat (Kieselgel 60, 70-320 mesh) hasznaltunk. A fajlagos forgatoképesség
értékeket Perkin-Elmer 241 polariméteren mértiik, az olvaddspontokat Kofler-késziilékkel
hataroztuk meg. A 'H és °C NMR spektrumok Brucker WP-200 SY (*H: 200 MHz, °C: 50.3
MHz) és Brucker AM-360 spektrométerrel (‘H: 360 MHz, "*C: 90.75 MHz) késziiltek.
4.12.2. NBAXA szintézise

5,025 g D-xilozt (33,5 mmol) 85 ml piridinben oldottunk, majd 85 ml ecetsavanhidrid
hozzaadasaval, kevertetés kozben acetileztiik. A reakcido szobahdémérsékleten, 20 perc alatt
teljes mértékben végbe ment. A reakcioelegyet vakuumban beparoltuk, majd a felesleges
piridint t6bbszori toluolos leparlassal (60 °C-on) tavolitottuk el. Ily mdédon 97%-0s hozammal
allitottunk el6 1,2,3,4-tetra-O-acetil-B-D-xilopirandzt.

4,09 g (12,85 mmol) 1,2,3,4-tetra-O-acetil-B-D-xilopiranézt 40 ml absz. DKM-ban
oldottunk, majd kevertetés kozben 2,57 ml (CH3);SiN3-dal 0,454 ml SnCly jelenlétében

reagaltattuk. A reakcio szobahdomérsékleten, 1 'z ora alatt teljes atalakulast eredményezett. A
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reakcioelegyet DKM-nal higitottuk, majd jeges vizzel, 5% NaHCO; oldattal, majd ujra jeges
vizzel semlegesre mostuk. A szerves fazist MgSOs-tal szaritottuk és vakuumban beparoltuk.
A nyersterméket MeOH-bol torténé atkristalyositassal tisztitottuk. Ily modon fehér, kristalyos
2,3,4-tri-O-acetil-pB-D-xilopiranozil azidot nyertiink 60%-o0s hozammal.

Az eléallitott 2,3,4-tri-O-acetil-B-D-xilopiranozil azid acetilcsoportjait Zemplén-féle
modszerrel tavolitottuk el. 1,81 g (6,02 mmol) 2,3,4-tri-O-acetil-B-D-xilozil azidot 25 ml absz.
MeOH-ban oldottunk, NaOMe-tal 8-9 kozotti pH értéket allitottunk be, majd a reakcidelegyet
1 6ran at szobahomérsékleten kevertettiik. Az elegyet Amberlite IR 120 (H') gyantaval
semlegesitettiilk, majd szlrtiik és vakuumban beparoltuk. A képzddott nyersterméket
oszlopkromatografiaval tisztitottuk (CH,Cl,:MeOH, 92:8), s igy 96%-0s hozammal, 1,013 g
XyIN3-ot nyertiink; o.p. 109-110 °C; [a]p —54.4° (¢ 0.2, metanol); irodalmi adata: (Saman és
munkatérsai 1973) o.p. 109-110 °C, [a]p>! =59° (¢ 1, metanol);?C NMR (D,0): & 93.47 (C-
1), 78.47,75.43 és 71.54 (C-2, C-3 és C-4), 67.07 (C-5).

860 mg (4,9 mmol) XyINs3-ot 10 ml absz. DMF-ben oldottunk, majd Pd(OH),-dal
(~50 mg) Hy-atmoszféraban, szobahdmérsékleten, egy éjszakan at kevertettiik. A redukcio
végbemenetelét VRK-val kovettik (CH,Cl,:MeOH, 8:2). Ezt kovetden absz. piridint
(9,9 mmol, 2 ekv.) és bromecetsav-anhidridet (7,69 mmol, 1,5 ekv.) adtunk a reakcioelegyhez
¢és argon atmoszféraban, 0 °C-on, 3 oran at kevertettiik. Az elegyet Celiten sziirtiik, a Celite
agyat MeOH-lal mostuk, majd a sztirletet vakuumban beparoltuk €s t6bbszor toluolt paroltunk
le réla az oldoszer maradék eltdvolitdsara. A reakcidban képzddott nyersterméket
oszlopkromatografiaval tisztitottuk (CH,Cl,:MeOH, 8:2), amely igy szintelen szirupot,
475 mg NBAXA-t eredményezett (36%-0s hozam). [a]p +6.4° (¢ 0.3, metanol); NMR
(CD;0D); 'H: & 4.81 (d, 1 H, J;5 9.0 Hz, H-1), 3.83 (s, 2 H, Br—CH»-CO); C: 8 175.65
(C=0), 82.05 (C-1), 78.67, 73.66 és 71.00 (C-2, C-3 és C-4), 68.67 (C-5), 28.78 (CH,—Br).

Az NBAXA eloallitasahoz sziikséges bromecetsav-anhidridet Thomas modszere szerint
készitettiik (Thomas 1977). 1,2 g brémecetsavat, argon atmoszféra alatt, 6 ml absz.
széntetrakloridban oldottunk, majd az oldatot jeges vizzel 0 °C-ra hutéttik, €s allando
kevertetés mellett 1,0 g (1 ekv.) diciklohexil-karbodiimid 3,5 ml absz. széntetrakloridos
oldatat adtuk hozza. A reakcioelegyet 5 percig 0 °C-on, majd 15 percig szobahdmérsékleten
kevertettiikk. A képzddott csapadékos oldatot sziirtiik €s 2 x 3 ml hideg széntetrakloriddal
mostuk. Az igy nyert broémecetsav-anhidrid széntetrakloridos oldatat felhasznalésig -18 °C-on

taroltuk.
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4.13. p-D-Xiloziddz transzferdz aktivitisdanak vizsgdlata
Transzfer reakciok alkoholok jelenlétében

A reakcidelegy valamennyi esetben 100 pl (25 mM) pNP-Xyl-ot és 200 pl alkoholt
(metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 1-pentanol ill. 1-hexanol) tartalmazott
200 pl 20 mM Na-acetat pufferrel (pH 4,0) elegyitve. A reakcidelegyekhez 0,013 U enzimet
(100 pl) adtunk, és 37 °C-on inkubaltuk. A reakciok menetét VRK-val kovettiik nyomon
(CH,CL:MeOH, 8:1).

Metil-f-D-xilopiranozid p-D-xiloziddzzal torténd elédllitdasa

34 mg pNP-Xyl-ot 4,9 ml 20 mM Na-acetat pufferben (pH 4.,0) oldottunk, majd 2,5 ml
metanolt adtunk hozza. A reakciét 0,013 U enzim (100 pl) hozzdadésaval inditottuk és 37 °C-
on, 2 napig inkubaltuk. A reakcio feldolgozéasa soran az olddszert vakuumban leparoltuk, a
visszamaradt anyagot pedig oszlopkromatografiaval tisztitottuk (CH,Cl,:MeOH, 8:2). A
termékként képz6dott metil-B-D-xilopiranozidot 86%-o0s hozammal (17,2 mg) nyertiik. 'H-
NMR (D,0): 6 4.28 ppm (d, 1H, J12 7.9 Hz, H-1), 3.51 ppm (s, 3H, OMe).

Transzferdz aktivitas vizsgalata szabad cukrok és MeS-Xyl jelenlétében

A reakcidkhoz donorként 25 mM pNP-Xyl-ot , akceptorként pedig 25 mM D-xilozt, D-
gliikézt, D-galaktozt, D-manndzt, L-arabindzt ill. MeS-Xyl-ot alkalmaztunk. A reakcidelegyek
(1 ml) mindenesetben 0,013 U enzimet tartalmaztak. A vizsgalatok soran a kovetkezo kisérleti
kortilményeket alkalmaztuk: (1) donor-akceptor arany 1:1, 5:1, 1:5, (2) 20 mM Na-acetat
puffer (pH 4.0 ill. 5,0), 20 mM citrat-foszfat puffer (pH 6,5), (3) CH3CN:acetat puffer (pH
4,0) 1:1 aranyu elegye, (4) inkubacios homérséklet: 37 °C, 60 °C. A reakciok menetét VRK-
val kovettiik nyomon (CH,Cl,:MeOH:H,0, 8:5:1).

Transzfer reakciok xilobioz jelenlétében

A vizsgélat soran hasznalt xilobiozt és xilotriozt xilan (Sigma Aldrich Ltd.) savas
hidrolizisével Herrmann mddszere alapjan allitottuk elé (Herrmann €s munkatéarsai 1997). A
hidrolizis soran nyert xilo-oligoszacharidok elkiilonitését Bio-Gel P2 oszlopon (1x100 cm)
végeztiik eluensként desztillalt vizet hasznalva. 20 ml/h aramlési sebességet alkalmazva 1 ml
frakciokat gytjtottiink, majd az azonos termékeket tartalmazé frakcidkat egyesitettiik. A
frakciok tisztasdgat VRK-val (n-butanol:etanol:viz, 5:5:3), ill. xilobi6éz és xilotriéz esetén

HPLC-vel is ellenériztiik (CH3CN:viz, 7:3).

72



A xilobidzzal  végzett transzferaz  reakciokat ugyancsak  nagyfelbontasu
folyadékkromatografon (Hewlett-Packard 1090 tipusi) kovettik. A reakciokat az enzim
(0,013 U) hozzaadasaval inditottuk €s 37 °C-on inkubaltuk. A meghatarozott idokdzonként
vett mintdk (20 pl) vizsgéalata LiChrospher NH; (250x4 mm, 5 pm) oszlopon tortént, a
kolonnatér hémérséklete 40 °C volt. Az eluciét CH3CN:viz 7:3 aranyu elegyével végeztiik,

1 ml/perc elucios sebességet alkalmazva. Detektalashoz RID detektort hasznéltunk.
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5. OSSZEFOGLALAS

Ertekezésem egy mikrobidlis B-D-xilozidaz (4. carbonarius) izolalasat, tisztitasat,
biokémiai jellemzését €s miikodési mechanizmusanak vizsgalatat foglalja magaba.

Mikrobidlis enzim izoldldsa céljabol buzakorpas taptalajon novesztett Aspergillus
fajok (A. carbonarius, A. niger, A. nidulans, A. oryzae) extracellularis B-D-xilozidaz
termelését hasonlitottuk Gssze. A legjobb enzimforrasnak az irodalomban eddig még nem
tanulmanyozott A. carbonarius bizonyult, amely a tébbi fajnal 2-5-sz6r magasabb
enzimaktivitdst mutatott. Ezért, az optimalis tenyésztési id6 meghatarozasa utan, tovabbi
vizsgalatainkhoz A. carbonarius vizes buzakorpan novesztett 4 napos tenyészeteit hasznaltuk.

Az enzim tiszta, homogén formdban torténd kinyerésére egy gyors és hatékony
tisztitasi eljarast dolgoztunk ki. Ez a minddssze 3 1épést (hidrofob kromatografiat,
kromatofokuszalast ¢és affinitds kromatografiat) magaban foglalé folyamat kozel 50%-os
hozammal az enzim 61-szeres tisztulasat eredményezte. Az enzim tisztasagat SDS-PAGE-val
ellendriztiik. Megallapitottuk, hogy a tisztitott f-D-xilozidaz egy monomer fehérje, amelynek
molekulatomege SDS-PAGE-val meghatarozva 100 kDa-nak, MALDI TOF MS technikaval
meghatdrozva pedig 108 kDa-nak adodott. Az enzim izoelektromos pontja, amelyet
kromatofokuszalassal hataroztuk meg, pH 4.4-nél volt, vagyis enzimiink egy savas jellegi
protein. Az enzim 3,0-4,0 kozotti pH-tartomanyban miikodott maximalis aktivitassal és 3,5-
6,5 tartomanyban bizonyult stabilnak. Hémérsékleti optimuma 60 °C volt. A hémérséklet
stabilitasi vizsgalatok alapjan az enzim 30 perces inkubalas utan csak 50 °C-ig volt stabil.

A tiszta enzim B-D-xilozidaz aktivitdsa mellett csekély a-L-arabinozidaz aktivitast is
mutatott. Kevert szubsztratos kisérletekkel igazoltuk, hogy a megfelel6 szintetikus
szubsztratok (pNP-Xyl és pNP-Ara) hasitasa az enzim ugyanazon katalitikus centrumaban
torténik. Ezt a megallapitast inhibiciés méréseink is igazoltdk, amelyek egyben arra is
ramutattak, hogy nemcsak a hasitohely, hanem a szubsztrat kotohely is azonos az adott
szubsztratok szamara.

Meghataroztuk az A. carbonarius P-D-xiloziddz altal katalizalt reakcidk jellemzd
kinetikai paramétereit. Az enzim K, értéke pNP-Xyl szubsztrat esetében 0,198 mM, pNP-
Ara-nél pedig 5.5 mM-nak addédott. A kinetikai vizsgalatok azt mutattdk, hogy az enzim
sokkal nagyobb affinitast mutat a pNP-Xyl irant és azt sokkal hatékonyabban is hidrolizélja
(Vmax/ Km €rtéke is tobb mint egy nagysagrenddel nagyobb), mint a pNP-Ara-ot, vagyis a
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cukorgytiri C-4 helyzetli hidroxilcsoportjdnak ekvatoridlis térallasa jelentds mértékben
kedvez a szubsztrat megkotésének.

A szubsztrat kotohely feltérképezésére iranyuld inhibicios és kinetikai vizsgalataink
ramutattak, hogy a szubsztrat ill. az inhibitor szénhidrat (glikon) része meghatarozo szerepet
jatszik az aktiv centrumba valé kotddéskor. Hexopiranozid szubsztratok esetén a cukorgytirt
C-5 helyzetti hidroxilmetil-csoportja valoszinileg sztérikus gatat képez a szubsztrat
kotoédésénél, ezért ennek hidnya esszencidlis az enzim-szubsztrat (ES) ill. enzim-inhibitor
komplex kialakuldasdhoz. Ugyancsak meghatarozé szerepet jatszik a piranozgytrti C-2
hidroxilcsoportja, amelynek jelenléte valdszintileg az atmeneti allapotot stabilizalo, s ezaltal
az ES komplex képzodését elosegitd, kulcsfontossagi hidrogénkotések kialakitasahoz
sziikséges. Ezt a megallapitast részint a 2-dezoxi-D-xilozzal végzett, részint az 1,2-telitetlen
kotést tartalmazo inhibitorokkal végzett kisérleteink igazoltdk. Ez utobbiaknal tapasztalt
drasztikus enzimaktivitas csokkenéshez valdsziniileg a C-2 hidroxilcsoport hidnya mellett, a
piranozgytri C-1 koriili részében kialakult rigiditas is hozzajarult. Az 5-tio-D-xilozzal végzett
kisérleteink arra utaltak, hogy a gytriiben 1év6 heteroatomnak szintén érdemleges szerepe van
a glikon rész kotodésében. A szubsztrat kotdhely aglikon kotérészére iranyuld vizsgalatok
alapjan megallapitottuk, hogy az aglikon k&tddésénél els6sorban hidrofob jellegl, valamint
elektrosztatikus kolcsonhatasok jatszanak fontos szerepet, de sztérikus tényezok is
befolyasolhatjak az ES komplex kialakulasat.

A katalitikus aminosav-oldallancok felderitésére iranyulo vizsgalataink soran, a pNP-
Xyl hidrolizis kinetikai paramétereinek pH fliggésébdl szarmazo eredmények arra utaltak,
hogy a pNP-Xyl megkotésében egy deprotondlt és egy protondlt aminosav-oldallanc vesz
részt, amelyek kozil az egyik feltehetéen egy karboxilat maradék (pKg; = 2,7), a masik pedig
egy karboxil vagy esetleg egy His imidazolil csoportja (pKgx = 6,4). Feltételeztiik tovabba,
hogy a szubsztrat glikozidos kotésének hasitasaban egy ionizalhato oldallanc — igen nagy
valoszintséggel egy Glu vagy Asp karboxil oldallanc (pKgsi = 4.0) — kozremilkodése
elengedhetetlen.

Ezen feltételezéseink alatamasztasara aminosav-oldallanc specifikus reagensekkel
(WRK, EDAC) inaktivacios kisérleteket végeztink. Ezen enzimmodositasi reakcidink
bizonyitottak, hogy az A. carbonarius P-D-xilozidaza valéban tartalmaz olyan karboxil
oldallancokat, amelyek miikodése elengedhetetlen a hatékony katalizishez, ezek koziil
legalabb egy — igen nagy valdszinliséggel Glu vagy Asp — az enzim aktiv centrumaban
talalhatd és feltehetdéen protondonorként esszencidlis szerepet jatszik a pNP-Xyl glikozidos

kotésének hasitasaban.
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Az enzim katalitikus karboxilcsoportjanak azonositasara egy uj, potencialis affinitas
jelolot, N-bromacetil-B-D-xilopiranozilamint szintetizaltunk. Az ezzel végzett inaktivacios
kisérletek eredményei bebizonyitottak, hogy a vegylilet az 4. carbonarius [B-D-xilozidaza
esetében az aktiv centrumban 1év6 katalitikus karboxil oldallanccal stabil, kovalens kotést
alakitott ki, s ez egyuttal lehetdséget teremt annak késobbi, az enzim szekvenaldsa utani
azonositasara. Ismereteink szerint ez az els6 -D-xiloziddzokra specifikus affinitas jel616.

Az enzim transzferdz aktivitdsara irdnyuld vizsgalataink egyértelmiien bizonyitottak,
hogy az A. carbonarius -D-xilozidaza, megfelelé koriilmények kozott, nemcsak glikozidos
kotés hidrolizisére, hanem annak kialakitasara is alkalmas, s ezaltal kemoenzimatikus
szintézisek hasznos eszkoze lehet. Az enzim transzferaz aktivitasa egyben lehetdséget
teremtett az enzim altal katalizalt reakciok sztereokémidjanak megallapitasara is. Ez alapjan
az altalunk vizsgélt 4. carbonarius P-D-xiloziddza a retencidos mechanizmussal miikodo

(e—e) glikozidazok csoportjaba sorolhato.
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6. SUMMARY

Investigation of an extracellular -D-xylosidase from Aspergillus carbonarius

Xylans are the most abundant renewable hemicelluloses of plant cell walls in
hardwoods and cereals. The backbone of xylan is composed of [3-1,4-linked D-xylopyranosyl
residues. Most xylans occur as heteropolysaccharides, containing different substituent groups
in the backbone chain. The structures of xylans vary depending on their origin, so it is not
surprising that a complete hydrolysis of these complex molecules requires the synergistic
action of several microbial enzymes. The presence of such xylan-degrading enzyme systems
is quite widespread among fungi and bacteria. The most important xylanolytic enzymes are
the endo-B-1,4-xylanase (EC 3.2.1.8), which hydrolyses the insoluble xylan backbone into
shorter, soluble xylo-oligosaccharides, and the B-xylosidase (EC 3.2.1.37), which hydrolyses
the soluble xylo-oligosaccharides and xylobiose from the nonreducing end to liberate xylose.

In the last decade the interest in xylan-degrading enzymes has greatly increased due to
their potential biotechnological applications, especially in the paper and pulp industry, since
the enzymatic degradation of xylan considerably facilitated pulp bleaching, decreasing both
cost and environmental impact. From this point of view the most important xylanolytic
enzymes are endoxylanases, however, the use of B-xylosidases is also essential for the overall
conversion of xylans. Moreover, -xylosidases play an important role in relieving the end
product inhibition of endoxylanases. Despite their importance — in contrast to endoxylanase —
limited information exists on the catalytic mechanism of -D-xylosidases.

The aim of our research was a comprehensive investigation of a microbial B-D-
xylosidase.

We compared the extracellular B-D-xylosidase productions of different Aspergillus
strains (4. carbonarius, A. nidulans, A. niger and A. oryzae) grown on wheat bran medium.
Among these strains A. carbonarius, which has not been investigated so far, proved to be the
best enzyme producer (its B-D-xylosidase production was 2-5 times higher than that of the
other strains), therefore this strain was selected as an enzyme source for further investigations.
We determined the optimal fermentation time for the P-D-xylosidase production of A.
carbonarius, and on the basis of these results the enzyme purification was carried out from
four-day-old A. carbonarius cultures.

There are several publications on purification of B-xylosidases from fungi, including

Aspergillus species, but in most cases the purification procedure is tedious. We developed a

71



rapid and efficient purification procedure of the B-D-xylosidase from 4. carbonarius and we
in detailed investigated its biochemical and catalytic properties. The enzyme was purified to
homogeneity by using hydrophobic interaction chromatography, chromatofocusing and
affinity chromatography. The procedure resulted in an overall yield of 48,5 %, and the
specific activity increased 60-fold. The purified enzyme appeared as a single protein band on
SDS-PAGE.

The molecular weight of the purified enzyme proved to be 100 000 Da estimated by
SDS-PAGE and 108 kDa estimated by MALDI TOF. The isoelectric point of the B-D-
xylosidase estimated by chromatofocusing was at pH 4.4, indicating that the enzyme was an
acidic protein. The pH and temperature optimum values were 3.0-4.0 and 60 °C, respectively.
The enzyme remained stable over a pH range of 3.5-6.5 and up to 50 °C for 30 min.

The purified enzyme possessed B-D-xylosidase and low a-L-arabinosidase activities,
as well. In order to determine whether these activities could be attributed to a common
catalytic site, mixed substrate experiments were carried out. The results revealed that a single
active centre was responsible for the splitting of the both synthetic substrates. This
observation was also proved by inhibition experiments.

The kinetic parameters of the -D-xylosidase were determined by non-linear fitting of
the classic Michaelis-Menten rate equation to the experimental data. The Michaelis constants
(Km) for p-nitrophenyl p-D-xylopyranoside (pNP-Xyl) and for p-nitrophenyl o-L-
arabinopyranoside (pNP-Ara) were 0.198 mM and 5.5 mM, respectively. Kinetic studies
demonstrated that pNP-Xyl bound to the 3-D-xylosidase more tightly (according to Ky,) and it
was hydrolysed also more efficiently (according to Vma./Kpn) than pNP-Ara. However, the
maximum velocity value was higher with the arabinoside substrate than with the xyloside.
These facts indicated that the equatorial C-4 hydroxyl group on the pyranoside ring played an
important role in substrate binding, while the axial orientation at position C-4 could be more
advantageous in the splitting.

Inhibition studies with substrate analogues and with free sugars were carried out to
obtain further information on the binding site in the active center of the enzyme. The results
revealed that the carbohydrate moiety of the substrate (or the inhibitor) was a significant
factor in the formation of the enzyme-substrate (-inhibitor) complex, in contrast to other,
previously investigated B-D-glycosidases. The hydrophobicity and electronic properties of the
aglycon also proved to be important for the inhibition, although steric factors cannot be

neglected either.

78



The introduction of a 1,2-unsaturation into the molecule (e.g. D-xylal and D-xylal derivatives)
drastically decreased the inhibitor activity. This is in good accordance with the fact that
glycals typically bind worse to glycosidases than do the corresponding glycosides. A possible
explanation of this observation could be the rigidity of structure around C-1 of the pyranose
ring, thus the inhibitor cannot fit well or at all into the active centre of the enzyme. Another
possibility is that interactions with the hydroxyl group at C-2 are required — in the sense of
Koshland’s “induced-fit” theory — for an optimal orientation of the catalytic groups with
respect to the bond to be cleaved. The fact that the presence of the C-2 hydroxyl group on the
sugar ring was relevant for the formation of the enzyme-inhibitor complex was also proven by
the experiments with 2-deoxy-D-xylose.

Investigations with hexosides demonstrated that the lack of the C-5 hydroxylmethyl group on
the sugar ring was also essential for the substrate binding.

The fact that 5-thio-D-xylose was a better inhibitor of the enzyme than D-xylose itself
suggested that the heteroatom in the sugar ring could play a remarkable role in the binding of
the substrates or the inhibitors.

The pH dependence of kinetic parameters of the hydrolysis of pNP-Xyl was also
determined. The pH-dependence curves gave apparent pK values of 2.7 and 6.4 for the free
enzyme, while value of 4.0 was obtained for the enzyme-substrate complex using pNP-Xyl as
a substrate. These values permit us to conclude that a carboxylate group and a protonated
group — presumably another carboxyl residue or a histidine— took part in the binding of pNP-
Xyl, while a glutamic acid or an aspartic acid residue was essential in the cleavage of the
substrate.

In order to prove the assumption whether carboxyl groups are the essential ionizable
groups in B-D-xylosidase, water-soluble carbodiimide (EDAC) and Woodward’s reagent K
(WRK) were used as selective modifying agents for these functional residues. The enzyme
was rapidly inactivated by EDAC in the presence of glycine methyl ester as a nucleophile.
The modification with WRK also resulted in a complete inactivation of the enzyme at 50 °C.
The temperature dependence of the WRK-mediated modification is remarkable, which has not
been reported do far. While a rapid inactivation took place at 50 °C, only 50 % modification
could be observed at 37 °C even after 6 h incubation, and the enzyme was not inactivated at
all at 25 °C. With regard to the fact that the temperature optimum of the enzyme was 60 °C,
we suppose that the high temperature may promote a formation of the enzyme-substrate (ES)

complex, consequently a formation of the optimal enzyme conformation for the hydrolysis.
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The inactivation process exhibited pseudo-first order kinetics in both cases. Kinetic
analysis of the modifications indicated that one molecule of EDAC or WRK was required to
bind to the enzyme for inactivation, suggesting that at least one essential carboxyl group was
present in the A. carbonarius B-D-xylosidase. The enzyme was protected against EDAC- and
WRK-mediated modification by the presence of a competitive inhibitor (p-D-
xylopyranosylazide, K; = 0.35 mM) indicating that the catalytically active carboxyl group was
located in the active centre of the enzyme.

In order to determine whether the modification of this carboxyl residue has an effect
on substrate cleavage or on substrate binding, the changes in kinetic parameters (Vmax and
Kn) during inactivation of the enzyme were estimated. Vpa, decreased to 10% of that of the
unmodified enzyme, while K, did not change significantly. These results clearly indicated
that the carboxyl group was involved in substrate cleavage and not in binding.

On the basis of EDAC- and WRK-mediated modifications and the proposed
mechanism of action for the B-glycosidases, we synthesized and tested a new, potential
affinity label, N-bromoacetyl-f-D-xylopyranosylamine (NBAXA) for B-D-xylosidase. The 4.
carbonarius B-D-xylosidase was irreversible inactivated with NBAXA at 50 °C, according to
pseudo-first-order kinetics. Kinetic analysis of the inactivation indicated that one molecule of
the reagent was necessary for the alkylation of one molecule of the enzyme. The competitive
inhibitor B-D-xylopyranosyl azide protected the enzyme from inactivation proving that the
inactivation took place in the active centre. The treatment with a thiol reagent 2-
mercaptoethanol (100 mM, 5 h, 25 °C) did not regenerate the enzyme excluding the
participation of a methionyl group in the inactivation process in contrast to Escherichia coli
B-D-galactosidase. According to our results NBAXA may prove to be useful for the
identification of catalytically important amino acid residues of f-D-xylosidases.

The transferase activity of the B-D-xylosidase was also investigated. The enzyme
could very effectively synthesize alkyl B-xylosides from pNP-Xyl in the presence of various
alcohols (20% (v/v)). We could also observed transferase activity of the enzyme in the
presence of xylobiose, however, under the same conditions pNP-Xyl was not an effective
donor. The reason might be that the hydrolysis of pNP-Xyl was faster than the
transxylosylation reaction. In contrast, the hydrolysis of xylobiose had a comparable rate with
that of the transxylosylation. Our results indicated that the [-D-xylosidase from A.
carbonarius operated with overall retention of the anomeric configuration and that the

enzyme could be an useful tool for chemoenzymatic syntheses.
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