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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1. BEVEZETES

A glikozid hidrolazok (glikozidazok) az enzimeknek egy meglehetdsen jelentds és
nagy valtozatossagot mutatod csoportjat képviselik. Koszonhet6 ez elsGsorban annak, hogy a
természetben talalhato oligo- és poliszacharidok, maguk is rendkiviil valtozatos dsszetételiiek
lehetnek. Ebb6l addddan az elmult évtizedekben, tobb tudomanyagban, fokozatosan meriilt
fel az igény ezen enzimek részletesebb vizsgalata irant. Ezen igény részint az €16 szervezetek
fiziologiai folyamataiban betoltott szerepiikbdl fakad, részint pedig az ebbdl adoédo
nagymértékii ipari felhasznalhatosagukbol. A taplalékkal felvett, valamint a sejtekben
raktarozott poliszacharidok lebontasa mellett igen fontos szerepet jatszanak a glikoproteinek,
glikopeptidek, peptidoglikanok, lipopoliszacharidok és glikolipidek oligoszacharid régiodinak
metabolizmuséban is. Ezen glikokonyjugatumoknak kdzponti jelentéségiik van tobbek kozt,
a sejteket a kiilvilagtol elhatdrol6 membranok felépitésében, a sejtek kozotti komplex
kommunikéciés folyamatok, illetve a membran fehérjék és extracellularis proteinek
transzportjanak irdnyitasaban. Ezen feliil részt vesznek kiilonbdzé baktériumok sejtfalanak
felépitésében, mint szerkezeti és vazalkotd anyagok, tovabba fontosak még, mint az
antigének és antibiotikumok alkotorészei. Mindezekbdl kovetkezik, hogy ezen enzimek
hianya, illetve barmilyen defektusa az €16 szervezetekre nézve sulyos kovetkezményekkel
jarhat. Ugyanakkor, a glikozidaz enzimek mikodését gatldo anyagok sok esetben hatékony
terapids szerekké valtak, koros folyamatok, mint pl. diabétesz, baktérium vagy
virusfert6zések megfékezésében. A glikozidaz ,kit”-ek ezaltal példaul az orvosi diagnosztika
fontos elemeit képezik, mindemellett szdmos széles specifitasi glikozidazt hasznalnak a
bonyolult oligoszacharidok szerkezetének felderitésében.

A novények és a gombak esetében igen nagy sziikség van a rigid, poliszacharid
tipust sejtfal keletkezésének és lebomlasanak dinamikus egyensulyara, ami ebben a
formaban elképzelhetetlen a glikozidaz enzimek hatékony kdzremikddése nélkiil.

Ezen szervezetek egyik leggyakrabban el6forduld sejtfal alkotdé poliszacharidja a
xilan, melynek a lebontisaban xilanolitikus enzimrendszerek vesznek részt. Az utdbbi
évtizedekben fény deriilt arra is, hogy a xilanok nemcsak a természetben, de az iparban is
igen nagy jelentdséggel birnak, mivel az évenként keletkezd mezbgazdasagi és erdészeti
hulladéknak egy jelentGs részét alkotjak. Az ipar szamara a xilanok felhasznalasa egyre
nagyobb kihivasnak bizonyult tigyis, mint kiilonb6z6 megujuld energiaforrasok (bioetanol),
illetve mint kémiai és élelmiszeripari alapanyagok (furfuralok, xilitolok). A xilanok ilyen

jellegli wjrahasznositdsdban a xilanbonté enzimrendszereknek tehat alapvetéen fontos



szereplik van. A xilanolitikus enzimeket az utobbi idében szamos ipari teriileten kezdték el
alkalmazni, mint pl.: allat takarmanyozasban, élelmiszeriparban, gyogyszeriparban,
vegyiparban, textiliparban és papiriparban. A legujabb kutatasok pedig arra iranyitjdk a
figyelmiinket, hogy a kiilonb6z6 xilooligoszacharidok jelent6s humanbiologiai hatassal
rendelkezhetnek ugyis, mint az immunrendszert erdsitd, illetve mint a bélfléra megfeleld
egyenstlyara pozitiv hatast gyakorlo prebiotikus készitmények. A kornyezetkimélébb
technologiak egyre nagyobb mértékben torténd elterjedésének kdszonhetden, a hagyomanyos
kémiai eljarasokkal szemben, az ilyen tipust enzimek felhasznalasra egyre inkabb fokozodo
igény mutatkozik.

A xilanolitikus enzimek koziil ez idaig, az endoxilanazok ipari felhasznalasa volt jellemz6
dontéen. Azonban az utdbbi idokben egyre fokozottabb figyelem irdnyult az enzimrendszer
tovabbi tagjainak, igy példaul a xilan 1,4-B-xilozidazok felhasznalasara, melyek sok esetben
az elébb emlitett endoxilanaz enzimek miikodési teriiletét hivatottak kiegésziteni. Ezen feliil
olyan ipari folyamatokban (bioetanol és xilitol gyartas), ahol a xilanokat felépitd xilozra van
sziikség, ott pedig a Bf-xilozidazok alkalmazasa nélkiilozhetetlen.

A Debreceni Egyetem TEK TTK Biokémiai illetve Genetikai és Alkalmazott
Mikrobiologiai Tanszékén folyd enzimologiai kutatdasok egyik legjelentésebb iranya a
kiilonb6zé mikrobidlis eredetli glikozid hidroldz enzimek mikddési mechanizmusanak
vizsgalata. Ezen kutatési témakba bekapcsolodva egy termofil komposztlaké baktérium altal
termelt xilan 1,4-B-xilozidaz enzim tanulmanyozasat végeztem. Ertekezésem az ezen a téren
nyert eredmények Osszefoglalasa.

A vizsgalatok célja a Thermobifida fusca TM-51-es t6rzséb6l szarmaz6 xilan 1,4-B-
xilozidaz enzim izolalasa és tisztitasa transzformalt E. coli BL21(DE3) expresszids torzsbol.
Célunk volt tovabba az enzim biokémiai jellemzése, szubsztrat-specifitdsanak
meghatarozasa. Az enzim milkddési mechanizmusanak és az abban résztvevé aminosav

oldallancoknak kémiai modositassal és inaktivalassal torténd vizsgalata.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A xilanok szerkezete és eléfordulasa
A természetben a teljes biomassza szaraz tomegének tobb mint 90%-4at teszik ki a

kiilonbozoé véazalkotd poliszacharidok. A biomassza ezen részét atlagosan 40-50% celluloz,
20-30% hemicelluloz és 20-30% lignin teszi ki fajtol és el6fordulastol fiiggben (Sergejewa
1959, Petterson 1984, Coughlan és Hazlewood 1993a). A xilanok a hemicellulézok igen
jelentds részét kitevd nagy heterogenitast mutatd, komplex vegyiiletek. A xilanok
legfontosabb szerepe a természetben, a ndvények sejtfalaban talalhato rigid poliszacharid
alapmatrix kialakitasaban van. A névényi sejtfal cellulozbol all6 vaza ebbe az alapmatrixba
agyazodik be. Mindezek mellett a csirdzé magvakban, a taplald szovetek sejtfalaban, tartalék
tapanyagként is igen nagy jelentdséggel birnak (Dekker és Richards 1976). Az esetek
talnyomo6 tobbségében a xilanok alapvazat B-1,4 glikozidos kotésekkel kapcsolodd
xilopirandz egységek épitik fel (Stephen 1983). Azonban egyes tengeri vords alga (pl.:
Porphyra és Bangia spp.) valamint z61d alga (pl.: Caulerupa, Bryopsis és Udotea spp.) fajok
B-1,3 xilozidos kotésekkel felépiild xilanokat tartalmaznak (Iriki és munkatarsai 1960,
McDowell 1967). Vannak viszont olyan fajok is (pl.: Rhodymenia palmata) amelyek
alaplancéaban egyarant megtalalhatoak mind a B-1,3 mind pedig a p-1,4 xilozidos kétések
(Dekker és Richards 1976, Barry és Dillon 1940). A szarazfoldi novények sejtfalat felépitd
xilan viszont minden esetben [-1,4 glikozidos kotésekkel kapcsolédd xilopirandz
egységekbdl épiil fel.

Osszetételiiket tekintve a xilanok alapvetden két csoportra oszthatok: homo- és
heteroxilanokra.

1. A homoxilanok félanca kizardlag xilopiranozil csoportokat tartalmaz. Ez a
csoport meglehetdsen ritka a természetben, azoban a legismertebb képviselGit
ennek a csoportnak eddig az arvalanyhajbdl (Stipa tenacissima, L.) Chanda és
munkatarsai 1950) valamint dohany (Nicotina tabacum) szarabol (Eda és
munkatarsai 1976) izolaltak.

2. Az elézbéekkel ellentétben a xilanok leginkabb heteropoliszacharid formaban
fordulnak el6. Ezeknél a xilopirandz egységekbdl felépiilé alaplanchoz
kiilonb6zé egyéb szubsztituensek is kapcsolédhatnak. Ezek kozil is a
leggyakoribbak: acetil, arabinopiranozil és gliitkuronopiranozil csoportok (Biely

és munkatarsai 1985, Whistler és Richards 1970), amelyek tovabbi



szubsztituenseket hordozhatnak. A heteroxilanok szerkezete az eredetiikt6l

fliggben jelentds mértékben valtozhat:

a)

b)

c)

A zarvatermOkben (Gymnospermae) talalhatd xilan O-acetil-4-O-
metilglitkuronoxilan. Ebben a poliszcharidban kb. 150-200 D-xilopiranoz
egység alkotja a f6lancot. Ehhez a félanchoz kapcsolédnak tobbnyire C-2
helyzetben,  a-1,2-kotésekkel a  4-O-metil-a-D-gliikuronopiranozil
csoportok (Woodward 1984). Emellett meglehetdsen nagy gyakorisaggal
kapcsolodnak a félanchoz még C-2 illetve C-3 helyzetekben
acetilcsoportok, kis mértékben javitva ezzel a xilan vizoldékonysagat
(Poutanen és munkatarsai 1990, Coughlan és Hazlewood 1993a). Ezeken
kivill a zarvatermok xilanjai kis mennyiségben galakturonsavat valamint
ramnozt is tartalmazhatnak (Johansson és Samuelson 1977).

A nyitvatermOkben  (Angiospermae) leginkabb az  arabino-4-O-
metilgliikuronoxilan fordul eld. Ez a fajta xilan kisebb polimerizaciofoka
(DP=70-130) fblancot tartalmaz, mint a zarvatermék xilanja (Sunna és
Antranikian 1997). Ezekben a xilanokban az alaplanchoz, 1ényegesen
slirlibben kapcsolodnak a 4-O-metil-a-D-glitkuronopiranozil csoportok C-2
helyzetben, mint a zarvatermdkben. A zarvatermdkkel ellentétben viszont,
a nyitvatermOék xilanja nem tartalmaz acetilcsoportokat. Azonban kb.
minden tizedik xilopiranozid egységhez kotédve, C-3-as helyzetben, L-
arabinofuranozid csoportok kapcsolodnak a-1,3-glikozidos kotéssel (Puls
és Schuseil 1993).

Mindezeken feliil, kiilon csoportot képez a pazsitfiifélékben (Gramineae)
eléforduld xilan, amely szintén arabino-4-O-metilglikuronoxilan. Ennek a
polimerizaciofoka kb. 70. A zarvatermok xilanjatol eltérden ritkabban
kapcsolédnak  a  félanchoz 1,2-kotéssel a  4-O-metil-a-D-
glitkuronopiranozil egységek. Azonban a f6lanc nagyobb mennyiségben
tartalmaz L-arabinofuranozil oldallancokat, amelyek C-2 és/vagy C-3
helyzetben kapcsolédnak a xilanvazhoz (Coughlan és Hazlewood 1993a).
Minimalis mennyiségben acetilcsoportok is eléfordulhatnak ugyanilyen
helyzetben (Bacon és munkatarsai 1975). Ezen kiviil C-5 helyzetben az
arabinofuranozil oldallancokhoz kapcsolodva a ferulsav (~6 %) valamint
p-kumarsav (3 %) szintén eléfordulhat szubsztituensként (Mueller-Harvey

és munkatarsai 1986). Fontos mindenképpen kiemelni ezen ferulsav



szubszituensek kapcsan, hogy in vivo a xilan lancok kozétt, ill. xilan és
lignin molekulak kozott, ezeknek kdszonhetéen, kovalens keresztkotések
bonyolult halézata alakulhat ki (Scalbert és unkatarsai 1985, Stephen
1983).
Mindhérom esetben (a, b, c,) a xilanokban talalhato kiillonb6z6 komponensek
eloszlasa erésen fiigg attol, hogy milyen konkrét fajrél van szd illetve, hogy az
pontosan hol és milyen kornyezetben helyezkedik el. Arrdl nem is beszélve,
hogy az 6sszetétel fajon beliil szovetrdl szovetre valtozhat, ezaltal alakitva ki a

xilanok oriasi valtozatossagat a természetben.

2.2. A xilanbonté enzimrendszer tagjai

Amint az a fentiek alapjan is kitlinik, a xilanok, fiiggéen attdl, hogy milyen
forrasbol szarmaznak igen jelentGsen eltérd Osszetételiiek és szerkezetliek lehetnek. Ennek
tiikkrében nem meglepd tehat, hogy egy ilyen bonyolult 6sszetételii és valtozatos szerkezetii
komplex poliszacharid teljes lebontasahoz egy teljes enzimrendszer hatékony miikodésére
van sziikség. Ezen enzimrendszer tagjait nevezziik xilanolitikus vagy mas néven xilanbonto
enzimeknek, amelyeket kiilonb6z6 mikrobialis szervezetek (gombak, baktériumok) allitanak
eld, hogy a hemicelluldzt mint tapanyagforrast, ezek révén is hasznositani tudjak (Woodward
1984, Coughlan és Hazlewood 1993a, Sunna és Antranikian 1997, Polizeli és munkatarsai
2005, Knob és munkatarsai 2010).
A xilanolitikus enzimrendszernek a legfontosabb tagjai a endo-1,4-f-xylandz (EC 3.2.1.8),
amelyek a xilan f6lancat hidrolizaljak, kisebb oligoszacharid egységekre, ezaltal
vizoldhatdva téve az egyébként vizben oldhatatlan poliszaccharidot, valamint a xildn 1,4-p-
xiloziddazok (EC 3.2.1.37), amelyek pedig az endoxilanaz altal lehasitott xilo-oligoszacharid
egységeket hidrolizaljak, a nem-redukald vég feldl, xilozt szabaditva fel termékként
(Coughlan és Hazlewood 1993a, Sunna és Antranikian 1997). Nem véletlenszerien
hasitanak a lancban, hanem fiiggéen attol, hogy milyen a szubsztrat lanchosszusaga, a lanc
elagazodas mértéke és a szubsztituensek jelenléte (Reilly 1981, Puls és Poutanen 1989, Li és
munkatarsai 2000). Ezen enzimek leggyakrabban a szubsztitualatlan xilan régidkat képesek
szubsztratként elfogadni, miikodésiik soran. Ennek oka els6dlegesen az, hogy a stabil enzim-
szubsztrat komplex kialakulasa sztérikusan gatolt ezen enzimek esetében a xilan alapvazahoz
kapcsolodo oldallancok jelenléte miatt. Ezért meglehetdsen fontos szerepet jatszanak a xilan

teljes hidrolizisében, a kiilonb6z6 oldallancokat eltavolitd enzimek is, gy mint az a-L-



arabinofuranozidazok, a-gliikuroniddzok, acetilxilan észterazok, ferulsav és p-kumarsav
észterazok.

Az o-gliikuroniddzok, acetilxilan észterdzok, ferulsav és p-kumarsav észterdzok jelenlétére
csak az 1980-as évek masodik felétél deriilt fény, mivel ekkortol alltak rendelkezésre
vizsgélatukhoz megfeleld szubsztratok (Polizeli és munkatarsai 2005).

Mindezen enzimek szoros egyiittmiikodése sziikséges a xilan teljes és hatékony lebontasahoz

(1. abra).
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1. abra. A xilan teljes hidrolizise: a) a xilan eldemésztése xilanolitikus enzimek részvételével. b) a felszabadult

xilo-oligoszacharidok hidrolizise xil6zza xilan 1,4-B-xilozidazokkal.

B-1,4-endoxilanazok

Az egyre jelent6sebbé valo ipari érdeklddésnek koszonhetden, egyre tobb
Osszefoglald kozlemény (Dekker és Richards 1976, Wong és munkatarsai 1988, Vikarii és
munkatarsai 1994, Kulkarni és munkatarsai 1999, Polizeli és munkatarsai 2005, Butt és
munkatarsai 2008) és konyv (Ericksson és munkatarsai 1990, Visser és munkatarsai 1992,
Coughlan és Hazlewood 1993b) jelent meg, mind a névényi, mind a fungalis, mind pedig a
bakterilis forrasbol szarmazo6 xilandzokrol. A endo-1,4-B-xylanaz(f-1,4-xilan hidrolaz, EC

3.2.1.8) a xilan fdlancanak belsejében hasitjak a béta-xilozidos kotéseket, ezaltal kisebb



polimerizacié foku xilo-oligoszacharidokat szabaditva fel termékként. Ezen hidrolizis
eredményeképpen a reakcid kezdeti szakaszaban nagyobb tagszamu oligomerek képzddése
tapasztalhatd, mig a reakcio elérehaladtaval kisebb molekuldk, ugymint mono-, di- és
triszacharidok képzddése valik jellemzové. Ennek legfébb oka az, hogy a hidrolizis kezdeti
szakaszaban kapott nagyobb polimerizacié foku oligomerek a késébbiek sordn ugyanolyan
tovabb bonthatd szubsztratokkd valhatnak, mint ahogy kezdetben maga a xilan volt.
Tekintve, hogy az endoxilandzok igen sokféle forrasbodl izolalhatok, és ennek megfeleléen
igen sokféle szubsztraton képesek kifejteni aktvitasukat, igy kiilonbozoképpen lehet 6ket
csoportositani. A legaltalanosabban azonban, két csoportra osztjak Oket. Az egyik csoport
képviseldi, az arabinoxilan hidrolizisekor, képesek az a-1,3-arabinozidos kotéseket hasitani,
ezaltal arabindzt felszabaditani, mig a masik csoportjuk erre nem képes (Takenishi és
Tsujisaka 1975, Wood és McCrae 1986). Ezek alapjan a xilanazokat, arabinozt felszabadito
(,,debranching™) és arabindzt nem felszabadito (,,non-debranching”) csoportokra oszthatok
(Dekker és Richards 1976, Kulkarni és munkatarsai 1999, Polizeli és munkatarsai 2005).
Vannak azonban olyan organizmusok, amelyek mindkét fajta enzimet képesek termelni, igy
novelve a xilan hidrolizisének hatékonysagat (Wong és munkatarsai 1988).

Az endoxilanazok molekulatomege tobbnyire 11-90 kDa kozé esik, izoelektromos
pontjuk pl 3.6-10.3 kdzott, hdmérséklet optimumuk 40-70 °C kdzétt, mig a pH optimumuk
pH 4.0-7.0 kozott valtozik (Coughlan és Hazlewood 1993a, Sunna és Antranikian 1997,
Polizeli és munkatarsai 2005). Azonban Wong és munkatarsai arra az érdekes Osszefliggésre
hivtak fel a figyelmet, hogy az endoxilanazok tobbségénél a bazikus pl értékekhez 30 kDa
alatti, mig a savas pl értékhez 30 kDa f616tti molekulatomeg tartozik (Wong és munkatarsai
1988). Kivételek ebben az esetben is vannak (Matte és Forsberg 1992, Filho és munkatarsai
1993), viszont az endoxilanazoknak igy is tobb mint 70%-ara érvényes ez a megallapitas.

A xilanazok a hidrolizis soran altaldban a szubsztitualatlan xilan régidkat részesitik
elényben. Ennek oka elsGsorban abban keresendd, hogy a kapcsolodd szubsztituensek
sztérikusan gatoljak a megfeleld enzim-szubsztrat komplex kialakulasat, amelynek
kdszonhetden az enzim kevésbé hatékonyan tudja kifejteni az aktivitasat. Ezt igazoljak azok
a tények is, amelyek szerint az elagazasokat valamint a szubsztituenseket eltavolitd enzimek
jelenléte fokozza az endoxilandzok aktivitdsat azaltal, hogy egyre tobb szubsztratként
potencialisan elfogadhat6 régiot hoznak 1étre az alaplancon, ennek kdszonhetéen a hidrolizis
hatékonysagat novelni tudjdk. Természetesen leirtak mar olyan enzimeket is, amelyeknél
kifejezetten sziikség van bizonyos szubsztituensek jelenlétére ahhoz, hogy a xilanvazat

hidrolizalni tudjak, pl. a Bacillus subtilis-bdl izolalt xilanaz csak glitkuronsav oldallanc



b)

c)

mellett hidrolizal (Nishitani és Nevins 1991). Ezeknél az eseteknél azt feltételezik, hogy az
oldallanc képes az enzim aktiv centrumaba specifikusan kotddni, amelynek koszonheten a
hasitast végz6 aminosav oldallancok felé orientéalja a hidrolizalni kivant kotést.

Az utobbi idoben egyre nagyobb ¢s nagyobb érdeklddés mutatkozott a kiilonb6zd
endoxilanazok irdnt az ipar kiilonb6z6 teriileteir6l. Ez ma mar oddig jutott, hogy a vilagon
kereskedelmi forgalomba hozott ipari enzimek kb. 20 %-at teszik ki a xilanazok, cellulazok
valamint pektindzok, ami mutatja ezen enzimek egyre névekvo ipari jelentdségét. Manapsag
a leggyakoribb forrasai az ipari endoxilanazoknak az Aspergillus niger, Trichoderma sp. és a
Humicola insolens. Valamikor az 1980-as években kezdték el ezeket az enzimeket
alkalmazni, elészor az allatok takarmanyozasanal késobb pedig az élelmiszer, papir €s textil
iparokban. Ma mar azonban igen széles korben elterjedt a siitdipari, boraszati, soripari,
textilipari és gyogyszeripari alkalmazasuk, valamint egyre nagyobb szerepet kezdenek
jatszani a bioilizemanyagok eldallitasaban is (Polizeli és munkatarsai 2005, Butt és
munkatarsai 2008, Knob és munkatarsai 2010, Battan és munkatarsai 2012, Du és

munkatarsai 2013).

xilan 1,4-B-xilozidazok
Tekintve, hogy a vizsgalataink targyat ezen enzimcsoport egyik tagja képezi, igy

ezeket a késobbiek soran fogom részletesen targyalni.

a-L-arabinofuranozidazok

Mivel a xilanok tulnyomd tobbsége rendelkezik L-arabinozil oldallanccal, igy ezen
oldallancokat hasitd enzimek igen gyakoriak a xilandzok mellett és nagy jelentOséggel
rendelkeznek. Leggyakrabban monomer formaban fordulnak eld, de ismertté valtak mar di-,
tetra-, hexa- és oktamer valtozatban is (Sunna és Antranikian 1997). A legnagyobb, ismert
molekulatdmegiick az 500 kDa-t is elérhetik (Komae és munkatarsai 1982). Izoelektromos
pontjuk 2.5 és 9.3 kozott valtozhat, de tobbségiikben savas karakterli enzimekr6l van szo
(Sunna és Antranikian 1997). A félancban, a xilopiranozil egységekr6l, mind a 2-es, mind
pedig a 3-as helyzetben talalhatd arabinofuranozil oldallancokat képesek lehasitani. Az
Aspergillus niger-bél izolalt enzim esetében példaul azt allapitottak meg, hogy elészor az 1,3
kotéseket hasitja, és majd késobb kezdi el az 1,2 kotéseket hasitani, amelynek
valosziniisithetéen sztérikus okai lehetnek (Kaji és Tagawa 1970). Természetes
szubsztratjaik az a-L-arabindzzal szubsztitualt xilo-oligoszacharidok, mindezek mellett a

mesterséges p-Nitrofenil-a-L-arabinofuranozidot (pNP-Araf) is képesek hidrolizalni.



d)

€)

Szubsztratspecifitasuk alapjan két csoportra oszthatok (Sunna és Antranikian 1997):

1. exo-tipust a-L-arabinofuranozidazok (EC 3.2.1.55), amelyek az elagaz6 arabinanokat és
a pNP-Araf-ot is képesek hidrolizalni. Ide tartozik az arabinofuranoziddzok tobbsége
(Dekker és Richards 1976).

2. Arabinan endo-1,5-a-L-arabinanaz (EC 3.2.1.99), amelyek a xilandzokhoz hasonléan,
csak a linearis arabinanokat képesek hidrolizalni. Ilyen enzimeket izolaltak mar pl.:
Bacillus subtilis-b61 (Kaji és Saheki 1975), Trichoderma reesei-b6l (Poutanen és
munkatarsai 1988), Aspergillus niger-b6l (Kaneko és munkatarsai 1993), Bacillus
thermodenitrificans-b6l  (Takao és  munkatarsai  2002)  Caldicellulosiruptor
saccharolyticus (Hong és munkatarsai 2009).

Fontos azonban megemliteni, hogy az arabindzok szubsztratspecifitisa ennél joval

Osszetettebb képet mutat, igy a fenti két csoport tovabbi szamos csoportra oszthatd

(Coughlan és Hazlewood 1993a).

a-gliikuronidazok

Az a-gliikuronidazok (EC 3.2.1.139) a xilan vaz xiloz egységeihez, a-1,2 kotéssel
kapcsolodo, 4-O-metil-a-D-gliikuronopiranozil oldallancokat hidrolizaljak. Ezen enzimek
létezését legeldszor 1986-ban irtdk le (Puls és munkatarsai 1986). Ennek oka, leginkabb a
megfeleld szubsztratok hianyara vezethetd vissza. Az a-gliikuronidazok szubsztratspecifitisa
enzimforrasonként valtozo lehet. Példaul az Agaricus bisporus-bdl izolalt a-gliikkuronidaz
csak az alacsony polimerizacié foka (DP 2-6) xilo-oligomerekhez kapcsolédod 4-O-metil-a-
D-gliikuronopiranozil csoportokat képes lehasitani (Puls és munkatarsai 1987). Ezzel
szemben az Aspergillus niger-bél és a Schizophyllum commune-bél izolalt a-glitkuronidaz a
4-O-metilglitkuronoxilanbol is képesek 4-O-metil-a-D-glitkuronopiranozil ~csoportokat
hidrolizalni (Johnson és munkatarsai 1989). Azt is megallapitottak, hogy az acetilcsoportok
kozelsége a gliikuronopiranozil csoportokhoz, részlegesen gatolhatjak a-gliikkuronidaz

aktivtast (Tenkanen és Siika-aho 2000).

Acetilxilan észterazok

Az acetilxilan észterazok (EC 3.1.1.72) a xiléz egységekhez kapcsolodo
acetilcsoportok eltavolitasaért felelnek, javitva ez altal az endoxilanazok sztérikus
hozzaférését a félanchoz. Hasonléan az o-gliikuroniddzokhoz, ezen enzimeket szintén,
viszonylag kés6bb fedezték fel (Biely és munkatarsai 1985). Kései felfedezésiik oka

Osszetett, egyrészt korabban nem alltak rendelkezésre a vizsgalatukhoz sziikséges megfeleld



szubsztratok, masrészt pedig azel6tt a xilanokat tobbnyire ligos extrakcioval nyerték. Ennek
kovetkeztében viszont, a nagymértékben acetilezett poliszacharidok teljes mértékben
dezacetilezddtek, igy mivel ezen enzimek nem fejthették ki aktivitasukat, jelenlétiik rejtve
maradt. Az acetilezett xilo-oligoszacharidok a legalkalmasabb szubsztratjaik, de a legtobb
esetben az acetilxilan vazbol is képesek acetatot felszabaditani (Biely és munkatarsai 1986,
Blum és munkatarsai 1999, Caufrier és munkatarsai 2003).

Korabban mar tobb kdzleményben is leirtdk az acetilxilan észterazok ¢és az
endoxilanazok kozott miikddo szinergikus kapcesolatot (Biely €s munkatarsai 1986, 1988,
Puotanen ¢és munkatarsai 1990). Az acetilxilan észterazok ugyanis, egyiittmiikodve az
endoxilanazokkal, az azok szamara sztérikus gatat jelentd acetilcsoportokat lehasitjdk a
folancrol. Ezzel segitik eld azt, hogy az endoxilandzok a xilan f6lancot hatékonyabban
bontsak, aminek kovetkeztében az endoxilanazok altal felszabaditott, rovidebb lanch, és
ezaltal az acetilxilan észterazok szamara megfelelébb szubsztratok keletkeznek. Ez is egy
kivaloé bizonyitéka annak, hogy az egyik enzim milkddése megkonnyiti egy masik enzim

mitkodését, majd pedig ez pozitivan hat vissza az elsé enzim miikddésére.

Ferulsav és p-kumarsav észterazok

A ferulsav és p-kumarsav észterazok (EC 3.1.1.73) a xilan oldalldncainak észter
kotéseit hasitjak, amelyek az L-arabinozil csoporton keresztiil kapcsolddnak a félanchoz (1.
abra) (Christov and Prior 1993, Williamson és munkatarsai 1998, Crepin és munkatarsai
2004).

A pazsitfiifélék (Gramineae) arabinoxilanjainak L-arabinozil oldallancaihoz,
gyakran a ferulsav valamint a p-kumarsav transz izomerjei kapcsolodnak észter kotéssel
(Mueller-Harvey és munkatarsai 1986). Ebben a kotott formaban a xilanlancok ill. a xilan és
a ligninlancok kozott kialakuld bonyolult halozat kialakitasaért felelnek. Szabad forméaban
viszont, a ndvényi ndvekedés szabalyozasdban jatszanak kulcsszerepet. A ferulsav az
indolecetsav-oxidaz inhibitora, ezzel szemben a p-kumarsav az indolecetsav-oxidaz
aktivatora. Ezeket az anyagokat Gigynevezett masodlagos ndvényi hormonoknak is nevezik,
és ezek felszabaditasaban vesznek részt ezek az enzimek, ezéltal kozvetve befolyasolva a
novény ndvekedését. Hasonldoan a mar kordbban leirt enzimek egy részéhez, ezeket is
viszonylag késon fedezték fel (Mackenzie €s munkatarsai 1988). Felfedezésiik 6ta azonban
szamos gomba, valamint bakteridlis eredetli ferulsav észterazt azonositottak és vizsgaltak:
Streptomyces C254, Streptomyces C248, Streptomyces olivochromogenes NRCC 2258

(Johnson és munkatarsai 1989), Streptomyces avermitilis UAH30 (Garcia és munkatarsai
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1998) Aureobasidium pullulans NRRLY 23311-1 (Rumbold és munkatarsai 2003)

Sporotrichum thermophile (Vafiadi és munkatarsai 2005, Topakas és munkatarsai 2006).

2.3. A xilan 1,4-B-xilozidazok
2.3.1. Altaldnos jellemzés

A xilan 1,4-B-xilozidazok (EC 3.2.1.37) a xilo-oligoszacharidok hidrolizisét végzik
— az 1,4-p-D-xilozidos kotés hasitasaval — a nem redukald vég feldl, xilozt felszabaditva
termékként. Biely és munkatarsai szerint (1985, 1993) azonban a xilan 1,4-B-xilozidazokon
beliil meg lehet kiilonbdztetni xilobidzokat valamint exo-1,4-B-D-xilanazokat attol fiiggden,
hogy kizardlag xilobidzt, vagy pedig a xilobiéznal nagyobb polimerizacié foka oligomereket
is elfogadnak esetleg szubsztratként. Az eddig izolalt xilan 1,4-B-xilozidazok nem képesek a
xilant hidrolizalni, csak a kisebb tagszamu xilo-oligomereket, ezek koziil is a legjobb
szubsztratjuk a xilobioz, és affinitasuk az egyes oligomerekhez azok polimerizacio fokaval
forditottan aranyos. A xilan 1,4-B-xilozidazok nemcsak a xilo-oligoszacharidok hidrolizisére
képesek, hanem a szintetikus eredetii xilozid-szarmazékok hidrolizisére is, mint pl. az igen
altalanosan elterjedt p-Nitrofenil-(pNP-Xyl) és o-Nitrofenil-B-D-xilopiranozid (oNP-Xyl)
(Coughlan és Hazlewood 1993a). Vannak viszont olyan xilozidaz enzimek is, amelyek az
1,3-B-D-, illetve olyanok, amelyek 1,4-a-D-xilozidos kotést is képesek hidrolizalni, &m ezek
mind ardnyaikban, mind jelentségiikben elmaradnak a 1,4-B-D-xilozidos kotéseket
hidrolizalé tarsaikhoz képest. Elobbiek a B-1,3- kotést tartalmazd xilanok lebontasaban,
utdbbiak pedig a xilogliikkdnok xil6z tartalmu oldallancainak hasitasaban vesznek részt (Zong
és munkatarsai 1988, Zong és Yashui 1989).

A xilan 1,4-B-xilozidazok ipari jelentdségét illetéen elmondhatd, hogy igen csak
fontos szerepet jatszanak az olyan termékek eldallitasaban, amelyeknél sziikséges a xilanvaz,
xiloz egységekre torténd teljes lebontasa. Ilyen termékek példaul a xilitol, amely mint nem
karcinogén édesitdszer, jelentds a cukorbetegek és a koros elhizassal kiizddk élelmezésében.
Ezen feliil a xilitolnak fontos szerepe van a fogszuvasodas, a csontritkulds, a kiilonbozo
légzbszervi fert6zések, a lipid metabolizmusbeli rendellenességek, valamint a vesekarosodas
megelézésében. Napjainkban pedig egyre az inkabb eldtérbe keriild energetikai problémak
kezelésének egyik moddja lehet a bioetanol eldalitdsa is, amelynek egyik legjelentdsebb

bazisa éppen a xildz alapu bioetanol gyartas lehet (Polizeli és munkatarsai 2005).
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2.3.1.1. Xilan 1,4-p-xilozidazok eldfordulasa

A xilan 1,4-B-xiloziddazok igen széleskortien elterjedtek mind a baktériumok
(Bacillus pumilus, Bacillus stearothermophillus, Clostridium acetobutylicum, Clostridium
celluloliticum, Thermoanaerobacter saccharoliticum), mind a gombak (Trichoderma reesei,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus fumigatus, Aspergillus carbonarius,
Penicilium wortmanni) (Coughlan és Hazlewood 1993a, Sunna és Antranikian 1997, Polizeli
és munkatarsai 2005, Knob és munkatarsai 2010), mind pedig a ndvények korében [cukornad
— Saccarum officinarum (Chinen és munkatarsai 1982), hegyi juhar — Acer pseudoplatanus
L. (Tezuka és munkatarsai 1993), arpa — Hordeum vulgare (Lee és munkatarsai 2003).
Elterjedésiiket mutatja az is, hogy jelenlétiiket allati szervezetekbdl is kimutattak, ugy mint
csiga (Charonia lampas) méajaban (Fukuda és munkatarsai 1969), sertés és patkany vesében
(Robinson és Abrahams 1967, Patel és Tappel 1969) valamint egér majaban (Stephens és
munkatarsai 1979). Mindezeken feliil a xilan 1,4-B-xilozidazok jelenlétét és jelentOségét a
human szervezetben is sikeriilt szamos alkalommal igazolni, igymint a szisztémas lupus
erythematosus-ban szenved6 betegek vérszérumaban is kimutattak mar xilan 1,4-B-xilozidaz
aktivitast (Olczyk és munkatarsai 1984), illetve a Gaucher-kor 3-as tipusdban szenvedd
betegek majaban, valamint veséjében jelentés mértékli xildn 1,4-B-xilozidaz aktivitas
csokkenést regisztraltak (Chiao és munkatarsai 1978).

A bakterialis, valamint éleszté eredetdi xilan 1,4-B-xilozidazok altalaban sejfalhoz kotdtten,
vagy a sejten beliil a citoszolban fordulnak el6. A fonalas gombakbol izolalt enzimek
esetében azonban a micéliumok novekedésének kezdeti szakaszaban a sejthez kotdtten
talalhatoak, mig a késobbi idészakban sejten kiviilre keriilve (extracellularisan) lelhetok fel
(Biely 1985, Yamamoto és munkatarsai 2000).

A nem-cellulolitikus baktériumok és gombak esetében figyelték meg, hogy a xilanolitikus
enzimek szintézise — amelybe a xilan 1,4-B-xilozidazok is beletartoznak — xildnon ndvesztve
jelentds mértékben megerdsodik, vagyis ezen enzimek termelddése indukalhato.
Amennyiben viszont gyorsan metabolizalhaté szénforrast adunk a sejteknek (xiléz vagy

gliik6z) akkor az katabolit repressziot fog eredményezni (Biely 1985).

2.3.1.2. A xilan 1,4-p-xilozidazok altalanos biokémiai jellemzdi

A xilan 1,4-B-xilozidazok az esetek tObbségében monomer vagy dimer formaban
fordulnak el6, de GH43-as csaladba tartozo enzimek esetén leirtak mar tetramer szerkezetet
is (Briix és munkatarsai 2006, Brunzelle és munkatarsai 2008). Savas karakterii fehérjék

(p1=3,3-7,3), molekulatomegiik pedig 60-360 kDa kozott valtozik. (Coughlan és Hazlewood
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1993a, Sunna és Antranikian 1997). A homérséklet optimumuk 40 és 80 °C kozott valtozik,
de a legtobb enzim 60 °C-on mutatta a legnagyobb aktivitast. Erre egy jo példa, az
Aspergillus phoenicis altal termelt xilan 1,4-B-xilozidaz, amelynek még 4 o6ra 60 °C-on
torténd inkubalas utadn is megmarad a teljes aktivitasa, vagy 21 6ra utdn szobahdémérsékleten
(Rizatti és munkatarsai 2001). Kivételként jelenik meg példaul a Talarimyces emersonii
xilan 1,4-B-xilozidaza, amelynek izoelektromos pontja 8.9 (Tuohy és munkatarsai 1993)
illetve a Pichia stipitis altal termelt 34 kDa molekulatdmegii xildn 1,4-B-xilozid4z is (Oczan
és munkatarsai 1991).

Természetes szubsztratjaik koziil a xilobidzt hasitjak a legnagyobb hatékonysaggal,

és ahogy a szubsztratok polimerizaciofoka nd, ugy csokken a hasitas hatékonysaga is
(Rodinova ¢és munkatarsai 1983). Altalidban a xilo-heptadznal hosszabb szubsztratokat
képtelenek szubsztratjukként elfogadni igy nem csoda, hogy a xilannal szemben hatastalanok
(Herrmann és munkatarsai 1997).
Ez Osszhangban van azzal, hogy a xilan 1,4-B-xilozidazok kivaldan egészitik ki az
endoxilanazok mikodését azaltal, hogy a xiléz egységek lehasitasaval roviditik az
endoxilanazok miikodését gatld xilooligoszacharidokat, igy azok, az elébbiek alapjan (a
lanchosszusag csokkenésével), egyre kedvezObb szubsztratjai lesznek a xilan 1,4-B-
xilozidazoknak (Sunna és Antranikian 1997, Rodinova és munkatarsai 1983, Dekker és
Richards 1976). igy elmondhaté, hogy a xilan 1,4-B-xilozidazok és az endoxilanazok
egylittmikodése a xilan alapvaz teljes mértékii hidrolizisét eredményezi, mint ahogy errdl a
Bacillus stearothermophillus-bél izolalt enzimek esetén mar beszamoltak (Nanmori és
munkatarsai 1990).

A xilan 1,4-B-xilozidazok specifitasat jelent6sen befolyasolja a szubsztratjaik
szubsztitualtsaga is. Amennyiben a nem-redukald végén a molekuldnak olyan xil6z egység
talalhato, amely szubsztitualt, akkor az enzim — sztérikus okok miatt — nem képes az 1,4-B-
D-xilozidos kotéseket hidrolizalni (Poutanen és mukatarsai 1990, Tenkanen és munkatarsai
1996). Amennyiben a nem-redukalo vég feldli xiloz egység elbtti xiloz egység szubsztitualt
akkor, ha 1,2-kotéssel kapcsolodik valamilyen szubsztituens (pl.: 4-O-metil-a-D-
gliikuronopiranozil csoport), abban az esetben végbemegy a hidrolizis, amennyiben viszont a
1,3-kotéssel  kapcsolodik a  szubsztituens ugyanezen xiloz egységhez (pl. a-L-
arabinofuranozil csoport) abban az esetben nem tdrténik hidrolizis (Tenkanen és munkatarsai
1996). Abban az esetben, ha legalabb 2 xil6z egység szubsztitudlatlan a nem-redukalé végen,

az mar megfeleld tavolsagot biztosit az aktiv centrumtél ahhoz, hogy a szubsztituensek —
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helyzetiiktdl fiiggetleniil — sztérikusan ne gatoljak a szubsztrat megfeleld kotodését az
enzimhez, és ez altal az utolso xiloz egység lehasitasat (Kormelink és munkatarsai 1993).
Amint az a fentiekbdl is kitlinik, a szubsztratokhoz kapcsolddd szubsztituensek helyzete és
nem a kémiai jellege a meghatarozé a hidrolizis szempontjabol. Ez 6sszességében arra utal,
hogy a kapcsolodd szubsztituensek sztérikusan gatoljdk a megfeleld enzim-szubsztrat
komplex kialakulasat, és ez altal a hidrolizist.

Ezek alapjan mar érthetd, hogy miért van sziikkség a heteroxilanok teljes
hidroliziséhez segédenzimek jelenlétére, vagy pedig szélesebb szubsztratspecifitasu
enzimekre. Ez utobbiakra jelentenek példat a xilan 1,4-B-xilozidazok, mivel ezen enzimek
egy része rendelkezik a-L-arabinozidaz aktivitassal is tovabb novelve a heteroxilanok
enzimatikus hidrolizisének hatékonysagat (Delenyn és munkatarsai 1978, Poutanen és Puls

1988, Saxena és munkatarsai 1995, Kiss ¢s Kiss 2000).

2.3.2. Axilan 1,4-p-xilozidazok mitkédési mechanizmusa
A xilan 1,4-B-xilozidazok, az O-glikozid hidrolazok (EC 3.2.1.-) népes csoportjahoz
tartoznak, ennek megfeleléen a mikodési mechanizmusuk feltérképezésénél, a glikozid

hidrolazoknal altalanosan érvényes megallapitasokat vettiik alapul.

2.3.2.1. Aglikozid-hidrolazok miikodési mechanizmusanak daltalanos dttekintése

A Dbiologiai szempontbol jelentds szénhidratszarmazékok felépitésében és
lebontasaban alapvet6 fontossaggal bir a glikozidos kotések kialakitasa, valamint hasitasa. A
természetben, ezek a folyamatok a glikozil-transzferdzok illetve glikozid-hidroldzok
(glikoziddzok) hatékony kozremitkodésének révén jatszodnak le. Kémiai értelemben ezek a
folyamatok a cukrok anomer szénatomjan lejatsz6dd nukleofil szubsztitlcids reakcidkat
(inverzid) valamint megtartasaval (retencid) (Sinnott 1987).

Ezek alapjan megkiilonboztetiink retencids valamint inverziés mitkodési mechanizmussal
hasito enzimeket.

Mig a retenciés mechanizmusnal, egy kettds szubsztitiiciés folyamat formajaban torténik
meg a hidrolizis (kettds inverzid), addig az inverzidés mechanizmus esetében egyetlen
koncentralt 1épésben zajlik le ugyanez a folyamat. A glikoziddzok és a glikozil-transzferazok
muik6dési mechanizmusa sokban hasonlit, mivel maga a glikozidos k&tés hidrolizise illetve
kialakuldsa egy egyensulyi folyamatnak kovetkezménye az €16 szervezetben (2. 4bra). A

kiilonbség 1ényegében csak abban van, hogy melyik enzim melyik irdnyba tolja el az el6bb
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emlitett egyenstlyt. Ugyanis a glikozidaz enzimekrdl kdztudott, hogy képesek megfeleld
akceptorokra glikozil csoportot atvinni, és a glikozil-transzferazok esetében is kdzismert az a

tény, hogy rendelkeznek minimalis hidrolitikus aktivitassal.

a)
hidrolizis
= — 5, 99% 0 )
HOWOHOWOH —“_ HO/N/\A/OR + Hom/OH
1%

transzglikozilezés

b)

hidrolizis
NO /NO 1% fo) o
Hoem o M W ST R o N
99%

transzglikozilezés

2. abra. A (a) glikozid hidrolazok és a (b) glikozil-transzferazok altal katalizalt reakciok egyensulyi viszonyai.

A sztereokémiai szempontokon tal a glikozidazok csoportosithatok még aszerint is,
hogy furanozid vagy piranozid gytrit fogadnak-e el szubsztratként. Ennek megfelelen
megkiilonboztetliink glikopiranozidazokat és glikofuranozidazokat. Ezen feliil az is egy
csoportositasi szempont, hogy piranozid illetve furanozid gyiirti esetében a keletkez6 termék
glikozidazt kiilonboztethetiink meg: e—»e, a—»a, e—»a, a—»e, f(r), f(i) (3a. és 3b. abra). A
retencios (e—€) enzimek egyik csoportjaba sorolhato pl. a lizozim, a P—gliikozidazok
jelentés része, illetve a fungalis P—xilozidazok tobbsége, valamint a bakterialis
B—mannozidazok jelentds része. A retencios enzimek masik csoportjaba (a—a) tartoznak pl.:
az o—amilazok, a—mannozidazok, a—gliikozidazok és az a—galaktozidazok. Az inverzios
enzimek k6zé (e—>a) a névényi B—mannozidazok és tobb bakterialis f—xilozidaz tartozik. Az
inverzidos enzimek (a-—»€) masik csoportjara jo példaként szolgalnak a P—amilazok, a

glilkoamilazok illetve az o,0—trehalaz (Sinnott 1987, www.cazy.org).
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3. abra. (a) a glikopiranozidaz enzimek csoportositasa a szénhidrat rész anomer konfiguraciojanak hidrolizis soran
valo alakulésa szerint. a: axialis, e: ekvatorialis glikozidos hidroxil-csoport. Az a-e, e-a enzimek invertalok, az a-a,

e-e enzimek retencidsak (Kiss T. Ph.D. értekezés 2002). (b) A glikofuranozidaz enzimek csoportositasa a szénhidrat

retenciosak (Kiss T. Ph.D. értekezés 2002).

A glikozid hidrolazok hatasmechanizmusa mar elég régota foglalkoztatja a
kutatokat, ezt tamasztja ala az is, hogy az elsé publikalt elmélet 1953-ra tehetd, amely
Koshland nevéhez fizodik (Koshland 1953). Ez az elmélet, néhany moddositastol eltekintve,
lényegében napjainkig az alapjat képezi a glikoziddzok hatdsmechanizmusat leird
legelfogadottabb elméleteknek. A karboxilcsoportok esetleges részvételére a hidrolizisben,
el6szor 1963-ban allitottak modellt (Capon 1963). A hidrolitikus folyamat még pontosabb
megértésének iranyaba mutatott az is, amikor 1966-67-ben Philips és munkatarsai a
tojasfehérjében talalhatd lizozim egy kompetitiv inhibitorral kristalyositott komplexének a
szerkezetét megfejtették (Philips 1966, Blake és munkatarsai 1967). Ezekben a munkéakban a
szerzOk megallapitottak, hogy a hasitandd kotés kdzvetlen kornyezetében két katalitikusan
aktiv karboxil oldallanc helyezkedik el, és jatszik meghatarozo szerepet. Ezek koziil az egyik
katalitikus sav/bazisként, mig a masik katalitikus nukleofilként jatszik szerepet. A katalitikus
sav/bazis protonalja az aglikon oxigén atomjat, ezaltal eldsegitve annak tdvozasat, a
katalitikus nukleofil viszont stabilizalja az aglikon tdvozasa utan visszamaradt glikozilium
iont, amely nem mas, mint egy specidlis karbokation. Ez a megallapitds azota az e—»e
enzimek miikddésének paradigmajava valt.

A késobbi vizsgalatok, amelyek mar nem is olyan régen lattak napvildgot, egyértelmiien
igazoltak, hogy ez a specialis karbokation — ami nem mas mint egy oxokarbénium ion — ilyen
anionos nukleofil kornyezeben nem is létezhet, ennek megfeleléen egy kémiailag stabilabb —

oxokarbénium ion tipusi atmeneti allapoton keresztil — glikozil-enzim kovalens kotést
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tartalmazo kozti termék kell, hogy kialakuljon (Vocadlo és munkatarsai 2001, Zechel és

Withers 2000).

Mindezek mellett a mai napig mas meghatarozé munkak is hozzajarultak ahhoz, hogy a

glikozidazok mechanizmus alapu kutatdsai ijabb lendiiletet kapjanak (Miao és munkatarsai

1994, Ziser és munkatarsai 1995, McCarter és Withers 1996, He és Withers 1997, Williams

¢és munkatarsai 2006). Az utdébbi idében megjelend szamos kozlemény is alatdmasztja ennek

a teriiletnek a jelentdségét (Withers 1999, 2000, Rye és Withers 2000, 2002, 2006, Joshi és

munkatarsai 2000, Kiss és munkatarsai 2002, Lairson és munkatarsai 2004, 2007, 2008,

Zechel és Withers 2000, 2001, Offen és munkatarsai 2009).

Az inverzios mechanizmus fobb 1épései a 4a. aban lathatd. Itt, amint arr6l mar
korabban sz6 esett, egyetlen koncentralt 1épésben torténik a hidrolizis. Ennek pedig az a
lényege, hogy a katalitikus nukleofil (deprotonalt) a vizmolekula anomer centrum iranyaba
torténd tdmadasat segiti el6 azaltal, hogy lazitja annak egyik protonjat, ndvelve ez altal a viz
oxigén atomjanak nukleofilitasat. Ezzel egy id6ben az aglikon feldl a katalitikus sav/bazis
(protonalt) parcialisan protonalja az aglikon oxigén atomjat, lazitja a kotést a glikozidos
oxigén és az anomer sz&én atom kozott, amely egyiittesen hatva a vizmolekula tdmadasaval
jaré 0j kotés kialakulassal — oxokarbénium ion jellegli 4tmeneti allapoton keresztiil — a
glikozidos kotés elhasadasat fogja eredményezni.

A retencios mechanizmus fobb 1épései (4b. abra): amint arr6l korabban mar szintén szé esett,

ennél a reakciotipusnal kettés szubsztiticidé jatszodik le, és ennek kovetkeztében itt

szamolnunk kell egy koztitermék kialakulasaval is, a mar korabban leirt hatdsok miatt.

1. Az enzim aktiv centrumaban a katalitikus sav/bazis (protonalt) parcialisan protonalja az
aglikon oxigén atomjat ez altal aktivalva azt.

2. Ekozben a katalitikus nukleofil (deprotondlt) a pirandz gylr(i sikjanak ellentétes
oldalardl nukleofil tdmadast intéz az anomer centrum ellen és — oxokarbénium ion
jellegli atmeneti allapoton keresztiil — egy kovalens glikozil-enzim koztiterméket alakit
ki, amely azonban nagyon instabil tekintve, hogy ez egy félacetalnak az enzim
karboxilcsoportjaval kialakitott észtere.

3. Ezzel egy idében az aglikon teljes mértékben levalik az anomer centrumrdl, igy
megsziintetve a korabban 1étez6 glikozidos kotést, lehetdvé téve az egyik termék (cukor
vagy alkohol) felszabadulasat.

4. Az aglikon tavozasa utan, a katalitikus sav/bazis oldalarol egy vizmolekula kdzeliti meg

az anomer centrumot.
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5. Ekkor a katalitikus bazis parcialisan deprotonalja a vizmolekulat, mialtal erdsiti a viz
oxigén atomjanak nukleofilitdsat, az anomer centrum iranyaba torténé tamadashoz.
Ennek a folyamatnak a kovetkeztében — egy oxokarbénium ion jellegii atmeneti
allapoton keresztiil — a glikozil-enzim koztitermék elhasad, lehetévé téve a masik
(cukor) termék felszabadulasat.

A reakcid sordn a lejatszodd kettds inverzid eredményezi az anomer konfiguracio

megmaradasat (retencio) (Heightman és Vasella 1999). Az els6 sav katalizalt folyamat az

enzim szempontjabdl a glikozilezési 1épés, mig a masik bazis katalizalt folyamat az enzim

szempontjabol a deglikozielzési 1épés (Withers 1999).

Azt, hogy az adott glikozid hidroldz enzim melyik mechanizmus szerint hidrolizalja a

szubsztratot, azt az aktiv centrumban talalhato katalitikus aminosav oldallancok kozti

tavolsag hatarozza meg.

Ennek megfeleléen, azok az enzimek amelyeknél ez a tavolsig kb. 5.5 A, azok a retencios

mechanizmus szerint hasitanak, mig azok az enzimek, amelyeknél ez kb. 11 A, azok az

inverziés mechanizmus szerint bontanak. Ennek a tavolsag kiilonbségnek tulajdonitjak azt,
hogy mig az inverzids enzimek esetében a vizmolekula képes odaférni a tavozd csoporttal
egy idében az anomer centrumhoz, addig a retencids enzimek esetében ez sztérikusan gatolt

a sziikebb hely miatt (Withers 1999, 2001).

a - 1
H H
( 44, 2R " HOR
=0 [ == | T - T
Cocti OH
T lna| ~o
Yoo o0 HO O
i - % i
b o t
((?Ao (;Z)
2 3
o / 5.54 tﬁ;“a
o lo? h LY
. &
N

: °y
no—’L—o o \°_l ~ o=
H
o o 9TH

4. abra. Az (a) inverzios és (b) retencios glikozidaz enzimek miikodési mechanizmusa (Zechel és Withers 2000).
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Ezeken feliil ismert még két masik glikoziddz mechanizmus, amelyek az imént
targyalt inverzios €s retencidos mechanizmusoknak sajatos valtozatai.
Az egyik ilyen mechanizmus tipus esetében a reakcié sordn szintén kettds szubsztitucid
jatszodik le, hasonléan a retenciés mechanizmusnal targyalt médhoz, azonban ebben az
esetben a katalitikus nukleofil szerepét nem egy enzimhez tartozé karboxilat csoport, hanem
egy molekuldn beliili acetamid csoport oxigénje jatsza (Knapp és munkatarsai 1996, Mark ¢és
munkatarsai 2001, Macauley és munkatarsai 2005). Ez a fajta mechanizmus a 18, 20, 56, 84
¢és 85 glikozid hidrolaz csaladokra jellemzd.
A 4 és 109 glikozid hidrolaz csaladok esetében pedig egy kiilonleges NADH fiiggd addicios-
eliminacids reakcio jatszdodik le (Yip és Withers 2006).
Mivel azonban az altalam részletesen vizsgalt xilan 1,4-B-xilozidaz enzim nem tartozik egyik
ilyen kiilonleges mechanizmus szerint hasitd, korabban felsorolt enzim csalddba sem, igy

ezen mechanizmusok részletesebb targyalasatol, e dolgozat keretein beliil, eltekintek.

2.3.1.2. Aglikozid-hidrolazok miikbdési mechanizmusdnak felderitésére szolgalé modszerek
A glikozid-hidrolazok hatdsmechanizmusat addig nem lehet megérteni, amig nem
tudjuk, hogy milyen az aktiv centrum felépitése (topologiaja) és kémiai Gsszetétele vagyis,
hogy milyen kémiai természetli aminosavak alkotjak és azok milyen térbeli elrendezddést
vesznek fel a reakcid soran. Ennek pontos meghatarozasa igen bonyolult és nagy kihivast
jelentd feladat, amelynek soran kiilonb6z6 kémiai és fizikai modszereket vesznek igénybe.

A fizikai modszerek altalaban valamilyen szerkezetvizsgald technikat jelentenek, mint pl.:

rontgenkrisztallografiat, NMR-t, tdmegspektrometriai modszereket stb.

Kémiai moddszereken a kiilonb6zd szubsztratokkal, reverzibilis és irreverzibilis

inhibitorokkal (inaktivatorokkal) végzett kinetikai méréseket értjiik. Ezek sok esetben

kombinalhatok a mar elébb felsorolt fizikai modszerekkel.

Az alabbiakban ezen modszereket fogom részletesebben ismertetni.

1. A legpontosabb ¢és egyben szerkezeti informaciokat is szolgaltatd modszer a
rontgenkrisztallografia. Ennek soran mind a szabad enzimrdl, mind az enzim-szubsztrat
(ES), mind pedig az enzim-inhibitor (El) komplex szerkezeti viszonyair6l nyerhet6k
kozvetlen informacidk. Az ilyen iranyu kutatdsokat a mar korabban emlitett Philips és
munkatarsai inditottak el a lizozimra vonatkozdan (Philips 1966, Blake és munkatarsai
1967). A moédszer nehézsége és komplexitdsa abban volt, hogy a fehérje egykristaly
eléallitasa igen bonyolult és abban az idoben ez még egy kevéssé felderitett teriilet volt.

Ebbol kdvetkezden igen sok idd telt el addig, amig ez a modszer szélesebb kdrben el
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tudott terjedni, és 1992-ig tovabbi 10 glikozidaz enzim szerkezetét fejtették meg (Legler
1993). Habar mara mar sokkal szélesebb korben alkalmazott technika a
rontgenkrisztallografia, az enzimek aktiv centrumanak szerkezet-felderitésére mégis
még a mai napig sem ez a leggyakrabban alkalmazott modszer. Napjainkig azonban,
ipari jelentdségiikbdl adoddan, tobb xilandz enzim kristalyszerkezetét fejtették mar meg
(Torronen és munkatarsai 1994, Wakarchuk €s munkatarsai 1994, Krengel és Dijkstra
1996, Watanabe és munkatarsai 2006, St John és munkatarsai 2009). A xilan 1,4-B-
xilozidazok szerkezetének felderitése csak az utobbi idében kapott egyre nagyobb teret,
szintén az egyre er6sodo ipari érdeklddés miatt, foleg a xilitol gyartas illetve a bioetanol
gyartas kapcsan (Yang és munkatarsai 2002, Czjzek és munkatarsai 2004, Briix és
munkatarsai 2006, Brunzelle és munkatarsai 2008). A legutobbi idokben pedig egyre
jelentdsebb szerephez jutnak a kiilonféle NMR technikék is, amelyekkel oldat fazisban
lehet az enzimreakciokat in situ nyomon kdvetni, ezaltal a mechanizmusra, és az abban
kulcs szerepet jatsz6 (mind a katalizisben, mind a szubsztrat megkotésében)
aminosavakra kovetkeztetni (Saxena és munkatarsai 1995, Weimar és munkatarsai 2000,
Viegas és munkatarsai 2008).

Mivel a hidrolizisben ionizalhatd oldallancok vesznek részt ezért a pH jelentds
mértékben befolyasolja azt, hogy ezen aminosavak milyen mértékben képesek részt
venni a hidrolitikus folyamatban, ezaltal pedig hatdssal van az enzim aktivitasara. Ebbdl
adododan, az enzimreakcidok kinetikdjanak pH fliggését tanulmanyozé vizsgalatok
ugyancsak értékes informaciokkal szolgalhatnak, hiszen altaluk meghatarozhatéak a
katalitikus folyamatban résztvevé aminosav oldallancok pK, értékei. Ilyen tipust
kisérletek mutattak ra arra, hogy a Bacillus pumilus xilan 1,4-B-Xilozidaza esetében, a
hidrolitikus folyamatban résztvevé egyik aminosav (a katalitikus sav/bazis) pK-ja egy
cisztein disszocidciés allandojahoz esik kozel, tehat joggal feltételezték, hogy az aktiv
centrumban egy cisztein szulfhidril csoportja jatsza a proton donor szerepét. Ezt a
feltevést késébb, tovabbi inaktivacids vizsgalatokkal igazolni tudtak (Kersters-Hilderson
és munkatarsai 1984). A Trichoderma reesei-bél izolalt xilan 1,4-B-xilozidaz esetében
viszont a pH fliggés egyértelmiien eldre jelezte, hogy 2 karboxil tipust aminosav
oldallanc vesz részt a katalitikus folyamatban, amelyik koziil az egyik protonalt
formaban (pKg;=3.20, pKg,=5.26, katalitikus sav/bazis) a masik pedig deprotonalt
formaban (pKgs;=2.40, pKes;=6.26, Katalitikus nukleofil) van jelen (Gomez és
munkatarsai 2001). Az enzimaktivitas pH filiggésébdl levonhatd kovetkeztetések tehat jo

kiindulasi alapot szolgaltatnak arra, hogy altaluk a katalitikus csoportok kémiai jellegét
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felderitsiik. Mivel azonban az egyes aminosavak pK értékei igen kozel esnek
egymashoz, illetve az adott aminosav kdrnyezet erdteljesen képes befolyasolni ezen
értékeket, igy tobbnyire tovabbi vizsgalatok sziikségesek az igy nyert informacidk altal
felallitott elméletek megerdsitésére (Keleti 1985).

3. Az enzimeket alkotdé aminosavak specifikus kémiai modositdé szerekkel szelektiven
moddosithatok. A glikoziddzok esetében az egyik leggyakrabban vizsgalt oldallanc a
karboxilcsoport. Ennek legfébb oka az, hogy a katalitikus folyamatban tilnyomorészt
karboxilcsoportok vesznek részt, protonalt vagy deprotonalt formaban. Ezen csoportok
specifikus kémiai modositasara tobbféle vegyiilettipust is alkalmaznak (Lundblad és
Noyes 1985). Az egyik ilyen tipust a kiilonbdz6 vizben oldhat6 és a peptid szintézisben
is széleskorien hasznalt karbodiimidek jelentik. Ezek tulajdonképpen, mint aktivald
agensek jatszanak szerepet az enzimben talalhaté karboxilcsoport €s egy megfeleld
nukleofil (pl.: glicin-metil-észter) kozotti kovalens kotés kialakitasaban, ilyen
viszonylag gyakran alkalmazott vegyiilet maga az 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
karbodiimid (EDAC) (5. abra).
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5. abra. Az 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDAC) reakcidja az enzimben talalhato

karboxilcsoporttal, glicin-metil-észter jelenlétében illetve hianyaban.

A karboxil tipust aminosav oldallincok kémiai modositdsanak ezt a modszerét
Koshland és munkatarsai vezették be eldszor (Hoare és Koshland 1966, Carraway és
Koshland 1972). Egy masik gyakran alkalmazott vegyliletcsalad a Woodward és

munkatarsai altal javasolt N-alkil-5-fenilizoxazolium sok. Ezek koziil is az N-etil-5-
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fenilioxazolium-3’-szulfonat (Woodward K reagens) hasznalata valt a leggyakoribba
(Pétra 1971, Dunn és Anfinsen 1974, Sinha és Brewer 1985, Bray és Clarke 1990,
Komissarov és munkatarsai 1995, Paoli és munkatarsai 1997, Kiss és munkatarsai 2002,

Jager és Kiss 2005) (6. abra).
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6. abra. A Woodward K reagnes karboxilcsoporttal torténd reakcioja (Dunn és Anfinsen 1974).

A glikozidazok aktiv centrumaban leggyakrabban eléforduld karboxil tipusti aminosav
oldallancokon kiviill, még viszonylag gyakran eléfordulo és ebbdl kovetkezden vizsgalt
oldallancok: a hisztidin, amit leggyakrabban dietil-pirokarbonattal modositanak (Wolf és
munkatarsai 1970), a tirozin, aminek a moédositasat pl. tetranitro-metannal végezik
(Sokolovsky és munkatarsai 1966), a triptofan amit legtobbszér N-brém-szukcinimiddel
modositanak (Spande és Witkop 1967).

A glikozidaz enzimek modositasakor sok esetben kideriilt, hogy a Kkatalizisben
karboxilcsoportok jatszanak aktiv szerepet (Bray és Clarke 1990, Chauthaiwale és Rao
1994, Wen és munkatarsai 1999, Kiss és munkatarsai 2002, Jager és Kiss 2005). Ezzel
szemben a szubsztrat kotdhely kialakitasaban gyakran hidrofob jellegli, ezen beliil is
aromas oldallancok (triptofa’m, tirozin) vesznek részt (Keskar ¢és munkatarsai 1989, Nath

cres

fenntartasdban sok esetben a hisztidinek imidazol oldallancai a felelések. Néhany
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bakterialis xilandz esetében beszamoltak mar a ciszteinek aktiv centrumbeli
eléfordulasarol, azonban ezen aminosav oldallancok szerepe még nem teljesen tisztazott.
Az enzimek, aminosav oldallancokra specifikus kémiai modositd szerekkel torténd
kezelésével meghatarozhaté az, hogy milyen kémiai karakteri és tipusii aminosav
oldallancok vesznek részt a katalizisben és/vagy a szubsztratkotésben. Ezen modszerek
segitségével viszont nem lehetséges azonositani a kérdéses aminosavakat, mivel ezek a
modositoszerek csak az aminosav oldallancok kémiai jellegére specifikusak €s nem azok
enzimbeli elhelyezkedésére, igy nem feltétleniil csak az aktiv centrumban fejtik ki
hatasukat.

A katalizisben résztvevd aminosav oldallancok azonositasahoz olyan szubsztrat analog
molekulakat hasznalnak, amelyek szerkezetiiknél fogva az aktiv centrum felé irdnyulnak
és szinte kivétel nélkiil oda is kotédnek, ellentétben az elézdekben targyalt egyéb kémiali
modositd szerekkel. Ezek, hasonldan az el6zoekben leirtakhoz, kovalensen kotddnek az
enzim aktiv centrumaba valamely aminosav oldallanchoz, a katalitikus helyen vagy
annak kozvetlen kornyékén. Az inaktivatorok ezen tipusait altalaban két részre osztjak,
ugynevezett affinitas jeldl6kre és mechanizmus alapu inaktivatorokra.

Mechanizmus alapt inaktivatoroknak tobbnyire olyan aktivalt glikozidokat neveziink,
amelyek az anomer centrum kozvetlen kozelében egy reaktiv szubsztituenssel
rendelkeznek, vagy olyan kevésbé reaktiv vegyiileteket, amelyek az enzim mechnizmusa
révén aktivalédnak. Ezek a molekuldk viszonylag gyorsan képesek a glikozil-enzim
koztitermék kialakitasara, azonban az igy létrejott koztitermék mar olyannyira stabil,
hogy ennek a hidrolizise mar egy nagyon lassu folyamat keretén belill valosul meg,
ennek koszonhetden pedig a koztitermék felhalmozodasa kovetkezik be (Legler 1990,
Withers és Aebersold 1995, Blanchard és Withers 2001). Tekintve azonban, hogy a
glikozil-enzim koztitermék a nukleofillal torténé kovalens kapcsolddason keresztiil
alakulhat ki (4b. abra) ennek megfelelden az ilyen tipust inaktivatorok alkalmasak
lehetnek a katalitikus nukleofilnak az azonositasara. Ilyen tipust inaktivatorok példaul a
kiilonb6z6 epoxid-glikozidok vagy 1,2-anhidro-inozitolok illetve a kiilonb6z6 aziridin

szarmazékok (7. abra).
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7. abra. A kiilonb6z6 1. epoxid-tipust és 2. aziridin-tipusi mechanizmus alapu inkativatorok (Rempel és Withers
2008).

Ezen vegyiiletek oxiran illetve aziridin gylirije az enzim katalitikus sav/bazis csoportja
révén protonalodik és egyidejiileg egy nukleofil tdmadast is elszenved a katalitikus
nukleofil altal. Ennek kovetkeztében pedig, a gyliri transz-diaxialis felnyilasa torténik

meg, mikézben a molekula kovalens kotést 1étesit a katalitikus nukleofillal (8. abra).
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8. abra. Az epoxid-tipusii mechanizmus alapu inkativatorok reakcidja az enzim aktiv centrumaban 1évé aminosav

oldallancokkal (Rempel és Withers 2008).

Az eldzbéekben targyaltakhoz hasonld tipusu inaktivatorok a kiilonboz6 glikozil-
metiltriazének, amelyek szintén az enzim katalitikus mechanizmusa kdvetkeztében
alakulnak at glikozil-metiltriazonium soékka (Black és munkatarsai 1993). Az igy
kialakult koztitermék N, kilépése mellett tovabb bomlik 1étrehozva ezéltal egy igen erds

elektrofil karbénium iont, amely alkilezi az enzim katalitikus nukleofiljat (9. abra).
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9. abra. Az glikozil-metiltriazének reakcioja az enzim aktiv centruméaban 1év6 aminosav oldallancokkal (Rempel és

Withers 2008).

A mechanizmus alapu inaktivatorok egy igen jelentds csoportjat képezik a kiilonbdzo
fluoro-glikozidok. Ilyenek példaul a 2,4-diNitrofenil-2-dezoxi-2-fluoro-glikozidok vagy
a 2-dezoxi-2-fluoro-a-D-glikozilfluoridok, melyeket eredményesen hasznaltak
kiilonboz6 retencids P-glikozidazok inaktivalasara (Mosi és Withers 2002, Wicki és
munkatarsai 2002). Ezzel szemben az a- és B-glikozidazok esetében az 5-fluoro-glikozil-
fluoridok vagy a 2-dezoxi-2,2-difluoro-glikozidok triNitrofenil, valamint a 2-dezoxi-
difluorometilfenil  és  2-dezoxi-N-fenil-trifluoroacetimidat  aglikont tartalmazo
szarmazékai bizonyultak eredményes inaktivatoroknak (McCarter és Withers 1996,
Withers 2001, Numao és munkatarsai 2003, Poon és munkatarsai 2007, Walvoort és
munkatarsai 2012, Chauvigné-Hines és munkatarsai 2012) (10. abra).
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10. abra. Az aktivalt (a) 2-dezoxi-2-fluoro glikozidok, (b) 5-fluoro glikozilfluoridok és (c) triNitrofenil 2-dezoxi-
2,2-difluoro-glikozidok szerekezete, ahol R= F, diNitrofenil csoport, TNP= triNitrofenil coport (Rempel és Withers
2008).

Ezen reagensek, a 2-dezoxi-2-fluoro valamint 5-fluoro szubsztitualtsaguk okan, képesek
a glikozil-enzim koztitermék kialakulasahoz (glikozilezés) illetve elbomlésahoz
(deglikozilezés) tartozé atmeneti allapotok destabilizalasara a retencios glikozidazok
esetében. Ez az atmeneti allapotokat érintd destabilizdcid tobb hatds egyiittes
eredményeként alakul ki. Az egyik ilyen hatds az, hogy a C-2 helyzetben 1évé OH-
csoport hidnyanak kovetkeztében az egyik kulcsfontossagli  hidrogénkdotés
kialakulasanak lehet6sége sziinik meg, a masik ilyen hatas pedig a fluoratom nagy

negativ induktiv effektusabol adodik.
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Az 5-fluoro glikozidok esetében, mivel a C-2 helyzetben 1évé OH-csoport érintetlen,
ezért az atmeneti allapot kialakulasahoz és stabilizalasahoz sziikséges hidrogénkotés ki
tud alakulni. Ez egyben azt is jelenti, hogy az elobbiekben vazolt hatasok koziil ez mar
nem jatszhat szerepet, sem a glikozilezés, sem pedig a deglikozilezés atmeneti
allapotanak destabilizalasban. Ennek megfelelden ezeknél a reagenseknél ezen 1épések
sebessége a 2-dezoxi-2-fluoro szarmazékokhoz képest nagyobb (Rempel és Withers
2008).

Ugyanakkor ezek az inaktivatorok, jol tavozo csoporttal is rendelkeznek (fluorid, di- és
triNitrofenil csoportok) amelyeknek kdszonhetden a glikozilezési 1épés felgyorsul, mig a
deglikozilezési 1épés az elozdeknek megfelelden nem valtozik, ez viszont az atmeneti

allapotban maradt glikozil-enzim koztitermékek felhalmozoédasahoz vezet (11. abra).

eyl s

N A ¢

HO (o) 8] (8]
&’ ( U\H = Lassu hidrolizis HOo O
- 0 i
HLY -
H:':S-—"'\“l——‘F HO " T "o -
F V) .y
p=ls]

) HF F
a0 '~.J()\¢€J

N

el

b

e

11. abra. A retencios B-glitkozidazok inaktivalasnak mechanizmusa 2-dezoxi-2-fluoro-f-D-gliikopiranozilfluoriddal
(Rempel és Withers 2008).

Az igy kialakitott koztitermék stabilitasa igen valtozo lehet, fiiggden a vizsgalt enzimt6l.
Tekintettel azonban arra, hogy az igy kialakult koztitermék katalitikusan kompetens, igy
egy megfeleld nukleofilitasu akceptor molekula jelenlétében transzglikozilezési reakcid
jatszodhat le, amely az enzim reaktivalédasahoz vezethet (Blanchard és Withers 2001,
Mosi és Withers 2002, Wicki és munkatarsai 2002).

Ennek megfelelden, viszont megallapithaté az, hogy ezek a reagensek sokkal inkabb
tekinthetdk lassan hidrolizalhaté szubsztratoknak semmint klasszikus értelemben vett
inaktivatoroknak (Rempel és Withers 2008).

El6szor 1982-ben végeztek mechanizmus alapu inaktivatorokkal kisérleteket xilan 1,4-
B-xilozidazok esetében (Sinnott és munkatarsai 1982). A késébbiekben 2,4-diNitrofenil-
2-dezoxi-2-fluoro-p-D-xilopiranoziddal, bakteridlis xilan 1,4-B-xiloziddz enzim
katalitikus nukleofiljat azonositottdk (Vocadlo és munkatarsai 1998, Hekomat és
munkatarsai 2005).

Az inaktivatorok masik nagy csoportjat az ugynevezett affinitasjelolok alkotjak,

amelyek olyan szubsztratanalog molekulak, amelyek igen nagy affinitdst mutatnak az
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enzim aktiv centruma irant és szerkezeti hasonldsaguknal fogva képesek oda kdtddni.
Mivel ezek a molekulak kiilonb6z6 reaktiv csoportokkal rendelkeznek, igy képesek az
aktiv centrumban talalhaté aminosav oldallancokkal kovalens kotést kialakitani. Az igy
megjelolt aminosavak azonositdsa az enzim proteolitikus emésztése utan valik lehetové.
Maga az azonositds torténhet radioaktivan jeldlt inaktivator alkalmazisaval vagy
rontgenkrisztallografidas moddszerrel, azonban napjainkban egyre elterjedtebbé valt a
kiilonboz6 1agy ionizacids tdomegspetrometriai vizsgalatok alkalmazasa. Ezek koziil is a
leginkabb elterjedt az elektorspray ionizacios tomegspektrometria (ESI-MS, FAB-MS)
(Black és munkatarsai 1993, Tull és munkatarsai 1996, Howard és Withers 1998,
Vocadlo és Withers 2000). A mechanizmus alapt inaktivatorokkal ellentétben, az
affinitasjelol6k nemcsak a katalitikus nukleofillal, hanem mas tér kozelben talalhato,
potenciadlisan reaktiv aminosav oldallancokkal is képesek reagalni, ezaltal ezen
aminosavak azonositasa is lehetévé valhat (Legler 1990). Ezzel a médszerrel sikertilt
tobbek kozt a manioka (Manihot esculenta) B-D-glikkozidazanak katalikus sav/bazis
csoportjat (Glu-198) azonositani (Keresztessy ¢és munkatarsai 1994), valamint a
Cellomonas fimi exoglukanazanak sav/bazis csoportjat (Glu-127) azonositani (Tull és
munkatarsai 1996). Ezek a molekulak az enzimekkel a Kitz és Wilson altal leirt
latszolagos (pszeudo) elsérendii kinetika szerint reagalnak. Ez kizarélag abban az
esetben valosul meg, amennyiben az inaktivator az enzimhez képest nagy feleslegben
van jelen, igy nem jatszodik le mas mellékreakcio (Kitz és Wilson 1962). Abban az
esetben, ha egy kompetitiv inhibitor vagy maga a szubsztrat jelenlétének kovetkeztében
az inaktivalodas sebessége lecsokken, az nyilvanvald bizonyitéka annak, hogy az
inaktivator az egyik aktiv centrumban talalhat6 aminosav oldallancot modositja (Plapp
1982, Legler 1990).

Az elmult idészakban sok kiilonbozé affinitasjelolét szintetizaltak és hasznaltak az
enzimek aktiv centrumanak feltérképezésére, ezaltal pedig a miikddési mechanizmusuk
tanulmanyozasara (Rempel és Withers 2008). Ilyen affinitasjel616k példaul a kiilonbozo
glikozil-epoxidok, amelyek eltér6en a kondruitol epoxidoktodl, exociklikus oxiran gyiriit
tartalmaznak, amelyek kozvetleniil, vagy néhany kotés kdzbeiktatasaval, kapcsolédnak a
cukor gylirith6z. Ennek koszonhetden ezen molekuldkat sikeresen hasznaltdk mar
példaul a lizozim vagy a kiilonb6z6 celluldz enzimek inaktivalasara. Ezek ugyanis olyan
endo-glikozidazok, amelyeknél egy meghatarozott minimalis lanchossznak lennie kell

ahhoz, hogy az inaktivator megfeleld modon tudjon kotédni (a szubsztrathoz hasonld
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moddon) és megfeleléen tudjon reagalni a katalitikusan aktiv aminosav oldallancokkal
(Legler 1990) (12. abra).

@
OH Hoj :o oj :o

b3 OH
o S OH
"% O ™ o N o
\(ﬁz))Ag Ho \(c’)/‘\
on : o OH Mo/ o: jo

12. abra. Az glikozil-epoxid szarmazékok reakcioja a glikozidazok aktiv centrumaban (Rempel és Withers 2008).

Az affinitas jel6ldk egy masik csoportja a glikozil-izotiocianatok. Ezek a molekulak az
elektrofil izotiocianat csoportjuknak koszonhetden igen konnyen lépnek reakcioba
aminocsoportokat tartalmazod oldallancokkal, megfeleld tiokarbamid szarmazék
képzddése kozben (13. abra). Alkalmazasuk viszont kellé koriiltekintést igényel, a
konnyen hozzaférheté egyéb aminocsoportokkal torténd mellékreakciok miatt (Legler
1990).
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13. abra. Az glikozil-izotiocianatok reakcidja az enzim valamely aminocsoportjaval (Legler 1990).

Az affinitasjelolok egy masik igen fontos csoportjat az N-bromacetil-
glikopiranozilamidok alkotjak. Ezen reagensek mikodésének alapjat az jelenti, hogy az
aglikonon talalhaté bromatom elektronszivo hatasa révén az a-szénatom parcialisan
pozitiv toltéstive valik, igy konnyen képes alkilezni az enzim aktiv centrumaban 1évé
katalitikus nukleofilt, a deprotonalatlan katalitikus sav/bazist, vagy egyéb nukleofil
aminosav oldallancokat (Naider és munkatarsai 1972). Az els6 olyan esetet, amikor egy
N-bromacetil glikozid szarmazék a katalitikus sav/bazis csoporttal 1ép reakcidban éppen

Keresztessy és munkatarsai irtdk le 1994-ben (14. abra).
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14. abra. Az N-bromacetil-p-D-gliikopiranozilamid reakcidja a katalitikus sav/bazis csoporttal (Keresztessy és
munkatarsai 1994).
Els6 sikeres alkalmazasukrol az Escherichia coli B-D-galaktozidaza esetén szamoltak

be, ahol a katalitikus helyhez meglehetésen kozel esé metionint modositottak (Nainder
és munkatarsai 1972). Ez is azt tdmasztja ald, hogy ezek a reagensek nem csak karboxil-
tipusu oldallancokkal 1éphetnek reakcioba. Azdta viszont mar tobb baktérium és gomba
altal termelt glikozidaz enzim esetén hasznaltdk ezt az inaktivatort és a kozolt esetek
tobbségében karboxilcsoportot alkilezd reagenseknek bizonyultak (Thomas 1977, Legler
1990, Black és munkatarsai 1993, Keresztessy és munkatarsai 1994, Howard és Withers
1998 a,b, Chir és munkatarsai 2002, Kiss és munkatarsai 2002, Vocadlo és munkatarsai
2002, Jager és Kiss 2005). A felsorolt kozleményekben egyarant beszamolnak olyan
esetekrél, amikor a kiilonbdz6é N-bromacetil glikozidok a katalitikus sav/bazist
mddositjak, illetve amikor a katalitikus nukleofillal Iépnek reakcidba a vizsgalt enzim
aktiv centrumanak térbeli elrendez6désétol fliggden.

Az affinitas jel6l6kon belill megkiilonboztetnek még egy kiilonalld csoportot, amelyet
ugynevezett fotoaffinitas jeloloknek neveznek (Rempel és Withers 2008). Felépitésiiket
tekintve elmondhatd, hogy ezek olyan gilkozid szarmazékok, amelyek kiilonbozd

diazirin illetve arilazid csoportokat tartalmaznak aglikonként (15. abra).
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15. abra. A kiilonboz6 fotoaffinitas jelolok Rempel és Withers nyoman, 2008.

Ezek kiilonb6z6 fotolitikus reakcidkra képes csoportok, amelynek kovetkeztében erésen
elektrofil karbénium illetve nitronium ionok generalodnak, amelyek az enzim kiilonb6z6
elektronban gazdag csoportjaival képesek reakcioba 1épni. Ezek a reagensek azonban
nem kaptak olyan szintli figyelmet, mint a korabban emlitettek. Ennek legfébb oka az,
hogy ezek az erésen elektrofil agensek besugarzas hatdsira azonnal kialakulnak,
fiiggetlentil attol, hogy épp ez enzim aktiv centrumaban vagy azon kiviil tartézkodnak-e,
ebbdl kovetkezéen nem igazan tekinthet6k specifikusnak.

5. Az el6zbekben leirt, irreverzibilisen kotédoé gatloszerek (inaktivatorok) leginkabb a
katalitikusan aktiv aminosav oldallancok azonositisara alkalmasak, ezzel szemben a
reverzibilisen ko6t6d6 inhibitorokat a szubsztratkotd hely feltérképezéséhez lehet
alkalmazni. Ezekrdl a vegyiiletekrél az utobbi évtizedekben sokkal tobb vizsgalat és
Osszefoglald munka latott mar napvilagot, mint az azt megel6z6 iddszakban (Legler
1990, Heightman és Vasella 1999, El Ashry és munkatarsai 2000, Sivapriya és
munkatarsai 2007). A leghatékonyabb ¢és legjelentsebb reverzibilis inhibitorok kézé a
glikonolaktonok, a glikonolaktamok, ill. a kiilonb6zé N-tartalma, bazikus
szubsztratanalogok (pl. glikozilaminok, vagy a cukorgyiliriben iminocsoportot
tartalmazé szarmazékok), valamint a kilonbozé tioglikozidok tartoznak. A
glikonolaktonokkal végzett inhibicidés vizsgalatok igazoltdk, hogy a Kkatalitikus
folyamatban egy oxokarbénium jellegii atmeneti allapot alakul ki. Ilyen inhibicios
vizsgalatok alapjan Vasella és munkatarsai egy merdben ujszerti hipotézissel alltak elo,
mely szerint a katalitikus karboxilcsoportok nem feltétleniil egymassal szemben
helyezkednek el, hanem a katalitikus sav/bazis egy kissé ,,0ldalt”, a gylrli sikjahoz

kozelebb is elhelyezkedhet (Heightman és Vasella 1999).
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A modern biotechnolégiai eljarasok robbanasszerii fejlodésével lehetdvé valt barmelyik
fenti modszerrel nyert feltevés vagy megallapitds igazolasa. Példaul a Bacillus
stearothermophillus T-6 xilan 1,4-B-xilozidiza esetén a sikeres klonozast és E. coli-bol
torténd expressziot kovetéen iranyitott mutagenezist alkalmazva igazoltak, hogy a Glu-
160 esszencialis sav/bazis-ként jatszik szerepet a katalitikus folyamatban (Bravman és
munkatarsai 2001a). Ehhez hasonld eredményt kaptak Vocadlo és munkatarsai, a
Thermoanaerobacterium saccharolyticum-bol szarmazé xilan 1,4-B-xiloziddz enzim
esetén is (Vocadlo és munkatarsai 2002). Egy szintén Bacillus stearothermophillus T-6
torzsbol izolalt masik xilan 1,4-B-xilozidaz esetén ugyanilyen iranyitott aminosavcserét
alkalmazva megallapitottak, hogy az enzim mikodésében a Glu-337 és a Glu-413
katalitikus aminosav oldallancként vesznek részt (Bravman és munkatarsai 2001b).

Ugyanezen modern molekularis biologiai modszereknek koszonhetdéen az elmult
években egyre tobb enzim teljes aminosav sorrendje valt ismertté. Tobbek kozt ez is
képezte az alapjat egy 0j enzim besorolasi rendszer megalkotasanak, amely Henrissat
nevéhez flizédik (Henrissat 1991). Ez a rendszer az egyes csaladok megalkotasanal az
enzimek aminosav szekvenciaja kozotti homologiat veszi alapul. Henrissat ugyanis azt
feltételezte, hogy ez a homoldgia az egyes szekvencia részek kozt nemcsak strukturalis,
hanem funkcionalis hasonlésagot is hordozhat. Ezt az elméletet tovabbgondolva azt is
feltételezte, hogy mivel az egy csaladba tartozé enzimek aktiv centruma konzervativ
aminosavakat és szekvencidkat tartalmaz, igy az Aaltaluk katalizalt reakciok
sztereokémidja is azonos lehet. A szekvencia homologia alapjan jelenleg 115 glikozid-
hidrolaz csalad 1étezik (ezek szama viszont id6rél idére novekszik), ezek koziil pedig a
3, 30, 39, 43, 52, 54 csaladokba soroltak eddig xilan 1,4-B-xilozidazokat (Henrissat és
Bairoch 1993, Henrissat és Bairoch 1996, CAZy adatbazis, www.cazy.org). Ezek koziil,
a 3, 30, 39, 52, 54 csaladokba tartoz6 xilan 1,4-B-xilozidazok retencidos mechanizmus
szerint hidrolizalnak, mig a 43-as csaladba tartozok inverziés mechanizmus szerint.

A 3-as csaladba tartozé enzimeknek csak egy kisebb részét képezik a xilozidazok,
azonban ebben a csaladban katalitikus sav/bazisként Glu-ot, mig nukleofilként Asp-ot
azonositottak. A 30-as és 39 csaladba tartoz6 enzimek eseték mindkét katalitikusan aktiv
aminosavat Glu-ként azonositottak, az 52-es csaladban pedig ugy talaltak, hogy a
protondonor Asp, a nukleofil pedig Glu. A 43-as csaladra vonatkozoan — ahova ezen
doktori értekezés targyat is képezd xilan 1,4-B-xilozidaz enzim is tartozik — elmondhato,

hogy a katalizisben résztvevé aminosav part (Asp-Glu) azonositottak (CAZy adatbazis,

WWW.cazy.org).

31


http://www.cazy.org/
http://www.cazy.org/

2.4. A Thermobifida fusca

Tekintettel arra, hogy ezen értekezés targyat képez6 xilan 1,4-B-xilozidaz enzim a
Thermobifida fusca nevii komposztlaké Gram-pozitiv, aerob, termofil, aktinomicétabol
szarmazik, igy mindenképpen fontos egy par gondolat erejéig kitérni magénak a

gazdaszervezetnek a bemutatasara.

2.4.1. A komposzt legaktivabb lignocellulozbonto aktinomicétdi a Thermobifida-k

A komposztalodas soran a lignocelluléz biokonverzidja, kiilondsen a 60-80 °C-kal
jellemezhetd termofil fazisban, rendkiviil gyorsan és hatékonyan zajlik. A lignocellul6z
gyors lebomlasa a komposztlaké termofil aktinomicétak tevékenységének a kdvetkezménye.
Koziilik is kiemelkednek a Thermobifida genusz cellulaz és hemicellulaz aktivitassal
rendelkez6 tagjai. Jollehet, a komposzt mikrobialis folyamatait mar tobb mint szaz éve
kutatjak, az els6 tiszta tenyészeteket csak az Otvenes években (Henssen, 1957) sikeriilt
izolalni ebbdl a genuszbol. Erdekes adalék ehhez, a tipusfaj, a T. fusca esete: tipustorzsérdl
kidertiilt, hogy kevert tenyészet, amely sok félreértést okozott 1975-ig, amikoris Crawford
Ujra leirta ezt a fajt (Crawford, 1975). A Thermobifida genuszba jelenleg 4 faj tartozik: a T.
fusca, a T. alba, T. halotolerans és a T. cellulolytica (Kukolya és munkatarsai 2002, Yang és

munkatarsai 2010).

2.4.2. A Thermobifida fusca dltal termelt glikozid hidrolazok

A mar korabban leirt komposztlakd aktinomicétak koziil, a leginkabb kimagasld
celluldz- és hemicelluldéz bontd aktivitassal a Thermobifida fusca rendelkezik koszonhetéen
annak, hogy igen sokféle ilyen enzimet termel. A szervezet genetikai allomanyanak a
feltérképezése alapjan (Lykidis és munkatarsai 2007) kideriilt, hogy szdmos lignocellul6z
bontd enzimet is termel: endoglukanazok (Posta és munkatarsai 2004), exoglukanazok
(Kukolya és munkatarsai 2002), endoxilanazok (Kim és munkatarsai 2004, Sun és
munkatarsai 2007), p-xilozidazok, endomannaniazok ¢és p-mannozidazok (Béki és
munkatarsai 2003). Ezek koziil ezidaig mar tobb mint 40-et azonositottak is a genomi
szekvenciajuk alapjan és ennek megfelelden be is soroltdk ket a GH1, GH2, GH3, GH4,
GH5, GH6, GH9, GH10, GH11, GH13, GH15, GH18, GH23, GH31, GH42, GH43, GH48,
GH65, GH74, GH77, GH81 és GH95 csaladokba (www.cazy.org). Az altalunk vizsgalt
Thermobifida fusca-bél szarmazé xilan 1,4-B-xilozidaz enzim a szekvencia homologia

alapjan a GH43-as csaladba tartozik.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznalt anyagok

A kiilonboz6 vizsgalatokhoz felhasznalt anyagok analitikai mindségiiek voltak, és
tobbségiiket a VWR International Kft.-t61 (kisérletek elvégzése idején Spektrum-3D Kft.)
(Debrecen), a Sigma-Aldrich Kft.-t61 (Budapest) valamint a Merck Kft.-t61 (Budapest)
szereztiik be. Az ezektdl eltérd forrasbdl szdrmazd anyagok esetén a gyartdt minden esetben

kiilon feltiintetjiik.

3.2. A xilan 1,4-B-xilozidaz enzim heterolog expresszidja

Az éltalunk vizsgalt xilan 1,4-B-xilozidaz (TfBXyl43) egy rekombinans enzim,
amely a Thermobifida fusca nevii komposztlaké termofil aktinomicéta TM51-es torzsébol
szarmazik. A gént, amely a vizsgélt TfBXyl43 enzimet kodolta, egy pET28a tipusu plazmid
konstrukci6 tartalmazta, amely egy E. coli BL21(DE3) expresszidos torzsbe kertilt
transzformalasra. A tovabbiakban ezen torzs novesztésének, majd pedig az enzim

expresszidjanak koriilményei keriilnek kifejtésre.

3.2.1. A taptalajok elokészitése és sterilizaldsa

A Petri-csészénkben LB-agar taptalajt (10 g Trypton, 5 g élesztOkivonat, 10 g NaCl,
15 g agar, 1 L vizben feloldva), a minikultirankban pedig LB taptalajt (10 g Trypton, 5 g
¢élesztokivonat, 10 g NaCl, 1 L vizben feloldva) sterilizaltunk. A sterilizalast kovetden,
amikor az oldat kb. 35-40 °C-ra visszahiilt, 1 L LB-taptalajba 5 ml-t tettiink a Kanamycin
torzsoldatbdl (10 mg/ml) gy, hogy annak végkoncentracioja 50 pg/ml legyen. Mindenhol
ezt a koncentraciot allitottuk be, az antibiotikumra nézve. A sterilizdlast 20-25 percig
végeztikk 121 °C-on, 1.1-1.2 bar nyomas mellett. Az egyes Petri-csészékbe 35 ml LB-agar
taptalajt ontottiink ezekhez kiilon-kiilon a Kanamycin térzsoldatbol (10 mg/ml) 175 pl-t

mértiink be.

3.2.2. Szélesztés szilard taptalajra

A xilan 1,4-B-xilozidaz enzim génjét hordozé plazmidot tartalmazé glicerines E.
coli BL21(DE3) torzsoldatbol, amelyet el6zbleg -80 °C-on taroltunk, steril koriilmények
kozott a sejteket oltokaccsal felvittiik az LB-agar taptalajra. Az igy beoltott taptalajokat 14-

16 6ran at 37 °C-on novesztettik.
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3.2.3. A mini kultura elkészitése

Az 5 ml elézetesen sterilizalt LB-taptalajba a Kanamycin tdrzsoldatbol (10 mg/ml)
25 ul-t tettiink, majd az el6zéleg LB-agar taptalajon novesztett E. coli BL21(DE3) t6rzsbél,
steril koriilmények kozott egyetlen sejtkoloniaval beoltottuk a tdpoldatot, végiil pedig 14-16

oran at novesztettiik, razéinkubatorban (37 °C, 200 rpm).

3.2.4. A névesztés

1 L elézetesen sterilizalt tapoldatokba 5-5 ml-t adtunk a Kanamycin toérzsoldatbél
(10 mg/ml), ezutan pedig steril koriilmények k6z6tt beoltottunk az 5 ml mini kultaraval. Ezt
kovetden razdinkubatorban (37 °C, 200 rpm) addig ndvesztettiik, amig a tenyészet optikai

denzitasa (ODgg) 0,7-1,0 kozotti értéket nem adott.

3.2.5. A xilan 1,4-p-xilozidaz enzim termelésének indukcidja

Amint az ODgy megfeleldnek adodott, az 1 L-es tapoldatokhoz egyenként az
izopropil-1-tio-p-D-galaktopiranozid (IPTG) torzsoldatbol (0.4 M) 1 ml-t adtunk ugy, hogy a
taptalaj koncentracidja IPTG-re nézve 0.4 mM-0s legyen.
Ezutan 14-16 6ran at novesztettilk az 1 L-es indukalt sejtkultarat, rdzéinkubatorban (37 °C,

200 rpm).

3.3. Az E. coli BL21(DE3) sejtek osszegyiijtése és feltarasa
3.3.1. A sejtek dsszegyiijtése
A kapott 1 L-es indukalt E. coli BL21(DE3) kultirakat ezt kovetéen centrifugaltuk
(8000 rpm, 10 perc), majd pedig a keletkezett pelletet 6sszegyjtottik.
Az enzim expresszidja soran 0sszesen 6 L taptalajba ndvesztettiik a 3-D-xilozidaz enzimet

hordoz6 E. coli BL21(DE3) expresszios torzset. A kapott sejtmassza dssztomege 21 g volt.

3.3.2. A sejtek feltarasa

Az Osszegylijtott 21 g sejtmasszat 40 ml lizis pufferbe (25 mM TRIS-HCI puffer pH
8.5, 0.5 mg/ml lizozim, 1 mM PMSF, 10x-es Porteaz inhibitor koktél, DNaz, RNaz)
szuszpendaltuk, majd ultrahangos szonikdtor (SANYO SONIPREP 150) segitségével
feltartuk 0 °C-on. A szonikalas id6tartama atlagosan 10-12 perc volt, ahol percenként 15-20
masodpercig szonikaltuk a sejteket. Ezutan a kapott szuszpenziot centrifugaltuk (13000 rpm,
15 perc), majd a fehérjetisztitas tovabbi Iépéseit pedig az aktivitassal rendelkezd szonikalt

feliiluszobol végeztiik.
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3.4. A TfBXyl43 enzim tisztitasa
3.4.1. A TfBXyl43 enzim tisztitisa His-tag affinitds kromatogrdfidaval

A feltart nyers feliiluszo tisztitasat el6szor affinitas kromatografiaval, Amersham Hi
Trap™ Chelating HP oszlop alkalmazasaval végeztiik. Az oszlopban talalhaté 5 ml agardz
matrixi immobilizalt fém-kelat képz6 iminodiacetat ligandumot tartalmazé (IMAC) gyantat
25 ml 0.1 M CuSO, oldattal aktivaltuk. Ezt kévetéen az oszlopot desztillalt vizzel mostuk,
amig az 6sszes nem ko6tddott CuSO4-ot le nem mostuk az oszloprol.
Ezutan az oszlop ekvilibralasa tortént meg 1 M NaCl-ot tartalmazo, 20 mM pH 7.0-es foszfat
puffer jelenlétében.
Ezutan a fehérje mintdhoz 1 M végkoncentracioig NaCl-ot adtunk, majd pedig két ciklusban
felvittiik azt az oszlopra 1 ml/perces dramlasi sebességgel. Ezt kovetden az oszlopot 50 ml
ekvilibralé pufferrel (1 M NaCl-ot tartalmazo6, 20 mM pH 7.0-es foszfat puffer) mostuk 2
ml/perces aramlasi sebesség mellett, a meg nem kotddott fehérjéket eltavolitottuk.
A megkot6dott enzimet tobb 1épesdben felvaltva gradiens és izokratikus eltcidval elualtuk, 2
ml/perces aramlasi sebességgel. Az elicid soran kiilonb6z6 koncentracioju imidazol tartalmua
20 mM-os pH 7.0-es foszfat puffert hasznaltunk. Els6ként 10 ml 0-t61 50 mM imidazol
koncentraciodig tartd gradiens eluciot alkalmaztunk, majd ezt kovetéen 10 ml 50 mM-0s
izokratikus mosas kovetkezett. Ezutan 20 ml 300 mM imidazol tartalmu izokratikus elucidra
valtottunk. Végiil pedig azért, hogy az oszlophoz kot6dott fehérjéket eltavolitsuk az
oszloprol tovabbi 20 ml 500 mM imidazolos mosast iktattunk be, 3 ml/perces aramlasi
sebesség mellett. Az elicid kozben 10 ml-es frakciokat szedtlink, ahol pedig a megkdt6dott
fehérje elualddott, ott csticsvezérelt frakcidszedést alkalmaztunk.
Végiil az oszlop regeneralasahoz 50 ml 100 mM-0s pH 4.0-es citromsav/Na,HPO,x2H,0
pufferrel torténd mosast alkalmaztunk.
Ezt kovetGen az oszlopot 50 ml 20%-0s etanollal mostuk majd 4°C-on taroltuk a kévetkezd
felhasznalasig. Végiill pedig a TfBXyl43 tartalmu frakciokat Osszegytjtottiik, majd
dializaltuk, 25 mM-os pH 8.5-6s TRIS-HCI puffer mellett.

3.4.2. A TfBXyl43 enzim tisztitisa anion cserélé kromatogrdfidaval

Az affinitds kromatografids tisztitds utdn elGtisztitott enzimet anioncseréld
kromatografiaval tisztitottuk tovabb Pharmacia DEAE Sepharose tdltetet alkalmazva (14
cmx3.8 cm; 150 ml). Az oszlopot 500 ml 25 mM-os pH 85 TRIS-HCI pufferrel
ekvilibraltuk, 8 ml/perc aramlasi sebességgel. Ezt kovetden, az elétisztitott fehérje oldatot

egy ciklusban felvittiik oszlopra 5 ml/perc aramléasi sebesség mellett. Ezutan az oszlop
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mosasa kovetkezett tovabbi 300 ml 25 mM-0s TRIS-HCI pH 8.5 pufferrel az oszlopra nem
kotédo szennyezok eltavolitasa céljabol 8 ml/perc aramlasi sebességgel. Miutan az A,gg
lépcsdben torténd gradiens és izokratikus elucidt alkalmaztunk a hatékonyabb tisztitds
elérésének érdekében allandd 3 ml/perc aramlasi sebesség alkalmazasaval. El6szor 500 ml O
mM-t6l 500 mM-ig terjedd NaCl gradienst alkalmaztunk. Ezt kdvetéen 100 ml 500 mM
NaCl-ot tartalmaz6 pufferel mostuk az oszlopot. Végiil pedig 250 ml 500 mM-t6l 1000 mM-
ig terjedé NaCl gradiens eltciot alkalmaztunk (mindvégig 25 mM-o0s TRIS-HCI pH 8.5
pufferben). A kromatografia soran 8 ml-es frakciokat gy(jtottiink, amelyekbdl
aktivitasméréssel allapitottuk meg, hogy mely frakciok tartalmazzak a TfBXyl43 enzimet.
Végiil a TfBXyl43 tartalmu frakciok Osszegylijtését kovetden, dializissel puffer cserét
végeztiink el, 20 mM-0s pH 7.0-es foszfat pufferre.

A fehérje tisztitast, minden esetben AKTA purifier UPC 10 késziiléken végeztiik folyamatos
pH, vezetoképesség €s A,gy detektalas mellett. Az alkalmazott puffereket hasznalat el6tt

mindig 0.45 pm-es porusméretli Millipore S-Pak sziirdmembran segitségével szirtiik.

3.5. Az enzim aktivitasinak mérése
3.5.1. para-Nitrofenil-g-D-xilopiranozid szubsztrdttal

Az enzimaktivitds vizsgalatokat 100 mM pH 6.0 citromsav/Na,HPO,*x2H,0
pufferben 50 °C-on végeztiik. 2 perc eldinkubalas utan a reakciot minden esetben az enzim
hozzaadasaval inditottuk, a mintakat pedig rendre 5-10-15 percig inkubaltuk.

Az enzimaktivitast para-Nitrofenil-B-D-xilopiranozid (pNP-Xyl) szubsztrattal
mértiink 1 ml ossztérfogatt reakcidelegyekben, amelyek a szubsztrat mellett tartalmaztak az
enzimet és a 50-100 mM pH 6.0 citromsav/Na,HPO,x2H,0 puffert is. A reakcidkat 2 ml
natrium-borat puffer (0.2 M, pH 10) hozzdadasaval allitottuk le. A hidrolizis soran a
felszabadult para-nitrofenolat ionok hatasara, az oldat sarga sziniivé valt, amelynek
elnyelését 400 nm hullamhosszon spektrofotometridsan hatdroztuk meg. Az &sszehasonlitd
oldat egyik esetben sem tartalmazott enzimet, csak a szubsztratot és a citromsav/Na,HPO,

puffert.
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3.5.2. Xilobioz szubsztrittal

A xilobioz a xilan 1,4-B-xilozidaz enzimnek természetes szubsztratja. Azonban
mivel szabad cukorrdl van szd, amely nem tartalmaz kromofor csoportot, igy az aktivitas
kovetésére, a redukalé cukrok kvantitativ meghatdrozasara széles korben alkalmazott
modositott Somogyi-Nelson modszert hasznaltuk (Paleg 1959). A vizsgélni kivant oldathoz 1
ml Somogyi reagenst adunk, majd az oldatot 10 percre forrdé vizfiirdobe tessziik. Ezt
kovetden kivesszilk az oldatot a vizfiird6bdl, majd lehiitjiik. A lehiitstt oldathoz 1 ml Nelson
reagenst adunk. Végiil pedig az oldatot 10 ml-re kiegészitjiik és 560 nm-es hullamhossznal
fotometralunk.

A mérés soran mindegyik minta tartalmazta a xilobiozt, a pH 6.0-0s citromsav/
Na;HPO,*x2H,0 puffert. A reakciot az enzim hozzaadasaval inditottuk el csak ugy, mint az
el6zo esetben. A reakcidt pedig ugy allitottuk le, hogy a mintdhoz hozzdadtuk a Somogyi
reagenst és a receptnek megfelelden, forrd vizbe tettiik.

A spektrofotometrias méréseket minden esetben Jasco® V-550 tipust fotométerrel

végeztiik, amely rendelkezett szabalyozhaté hémérsékletii kiivettatartoval.

3.6. Fehérjetartalom meghatarozasa
3.6.1. A Lowry médszer

A fehérjetartalom meghatarozasat a Hartree altal modositott Lowry-féle modszer
alapjan végeztikk (Hartree 1972). A kapott oldatokat 650 nm hullamhosszon, dsszehasonlitd
oldattal szemben fotometraltuk. A kalibracidos gorbe készitéséhez marha szérum albumin

(BSA) oldatsorozatot hasznalunk (10 ug — 100 ug).

3.6.2. Az Aygg modszer

A fehérjetartalom meghatarozhatd még a fehérjék UV elnyelése alapjan
spektrofotometridsan. Ezt a fajta meghatarozast mi 500 pl-es végtérfogati fehérje tartalmi
oldatokkal végeztiik Jasco V-550 UV/Vis spektrofotométerrel 280 nm-es hulldmhossznal a
Wartburg-Christian moddszer szerint. A kapott abszorbancia értékekb6l a fehérje
koncentraciot a Cpo(mg/ml) = 1.55 X Aggonm — 0.76 X Azgonm Osszefliggés alapjan megkaptuk

a fehérjetartalmat mg/ml egységekben.
3.6.3. A Bradford modszer

A fehérjetartalom meghatdrozasa ezen kiviil még a Bradford altal javasolt mddszer

szerint tortént (Bradford 1976). A reakcidokozegben 20 pl megfeleld higitdst mintdhoz
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adtunk 1000 pl Bradford-reagenst (Fermentas), 10 percig szobahémérsékleten allni hagytuk,
majd 595 nm-en mértik a fényelnyelést a vak oldattal szemben Jasco V-550 UV/Vis
spektrofotométerrel. A vak oldat Bradford-reagenst ¢és ultratiszta ioncserélt vizet
tartalmazott. A kalibracids gorbe készitéséhez ennél a modszernél is marha szérum albumin

(BSA) oldatsorozatot hasznalunk (2.5 ug — 17.5 ug).

3.7. A TfBXyl43 enzim analizise elektroforetikus modszerekkel
3.7.1. SDS-PAGE mddszerrel

Az egyes tisztitasi 1épések utan nyert enzim prepardtumok homogenitasat SDS-PAGE-
vel ellendriztiik, az eljards soran Laemmli leirasat kovettiik (Laemmli 1970). A fehérjék
elvalasztasahoz 8 (m/V)%-0s poliakrilamid gélt és MINI-PROTEAN II. (Bio-Rad, USA)
késziiléket hasznaltuk. A 10-15 pg fehérje tartalmi mintakat (térfogat>15ul) 1:1 aranyban
higitottuk a 2x-es mintapufferrel, és 5 percig 100 °C-on forraltuk 6ket, majd mintafelvitel
elétt 13000 g-n, 1-2 percig, szobahémérsékleten centrifugaltuk. Az elkészitett mintakat
Hamilton fecskenddvel vittiik fel az eldzetesen kialakitott mintatarté zsebekbe. A mintak
mellé pedig 5 pl el6festett fehérjelétrat (10-200 kDa, BioRad, Prestained Broad Range SDS-
PAGE Standard Cat.No. 161-0318) vittiink fel standardként.
A mintafelvitelt kovetéen a futtatast 20-22 mA illetve 100, majd pedig 200 V
egyenfesziiltség mellett végeztik. Az elektroforézist szobahOmérsékleten végeztik, a
futtatasi id6 30-45 perc volt. A futtatast kdvetden a géleket el6szér Coomassie Blue R-250
festékoldatban szobahOmérsékleten 30 percig razattuk. A felesleges festéket 2-
propanol:ecetsav:viz (25:10:65) oldattal tavolitottuk el, a géleket 60 percig razatva

szobahdmérsékleten, mig a fehérjét jelzo kék csikok elé nem tiintek.

3.7.2. Nativ PAGE mddszerrel

A TfBXyl43 enzimnek a nativ molekulatomegét 8%-os PAGE gélen hataroztuk
meg, nem redukdld koriilmények kozott. A nativ PAGE analizist Bollag és munkatarsai
(1996) altal megadott modszerrel végeztiik. Mindegyik vizsgalt minta tartalmazott 8-12 ug
enzimet, illetve 25 mM pH 8.0 (NH4)HCO; oldatot. A mintdk mellé, a nativ molekulatdmeg
meghatarozasara 5 pl eléfestett fehérjelétrat (Serva Native Marker Cat.No. 39219.01) vittiink
fel standardként. Az egyes mintakat kiilonb6zé koriilmények kozott kiilonbozd vegyszeres
kezeléseknek vetettiik ala annak eldontésére, hogy az enzimfehérje monomer vagy oligomer
szerkezetii-e (21. abra alairasa). A vizsgalat soran két gélt futtattunk parhuzamosan. A

futtatast kovetden az egyiket a hagyomanyos modon el6hivtunk (lasd 3.7.1. pont), a méasiknal
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viszont meghataroztuk az egyes mintak aktivitasat a gélben. Ebben az esetben a gélt 20
percen at 50 °C-on inkubaltuk 10 mM 4-metilumbelliferil-B-D-xilopiranzid szubsztratot,
illetve 0.1 M pH 6.0-0s citromsav/Na,HPO,4x2H,O puffert tartalmazé oldatban. Az
enzimatikus hidrolizis kovetkeztében felszabadult 4-metilumbelliferolt 354 nm-es gerjeszté

UV fény mellett fluoreszcenciasan 460 nm-es hullimhosszon detektaltuk.

3.8. A xilooligomerek eldallitasa parcialis enzimes hidrolizissel

Dérzsmozsarban 1 g biikkxilant (Sigma-Aldrich, X4252) elporitottunk, majd 50 ml
20 mM pH 4.0 natrium-acetat pufferbe szuszpendaltuk, ehhez (200 pg, 50 U) Trichoderma
viride-b6l szarmz6 endo-1,4-B-xilanaz enzimoldatot (Sigma-Aldrich, X3876) adtunk majd 40
percig kevertettilk 37 °C-on. Miutan a kivant mennyiségli xilooligomer keletkezett, az
enzimreakciot 10 percig 100 °C-os vizfiirddbe helyezve leallitottuk. Ezutan a kapott oldatot
centrifugaltuk (10000 rpm, 20 perc). Végiil a feliiliszot beparoltuk kb. 1-3 ml-re, majd 500
pl-enként tobb ciklusban Biogel-P2 (BioRad) oszlopon (100x1 cm) 0.5 ml/perc aramlasi
sebesség mellett, gélkromatografidsan tisztitottuk. A tisztitas soran egy 70-75 ml-es ¢eld
frakciot kovetéen 1 ml-es frakcidkat szedtiink, amelyek tartalmaztadk a kiilonb6zo
xilooligomereket.
Mind a hidrolizis, mind pedig a gélkromatografias elvalasztas soran kapott frakciok
analizisét VRK modszerrel végeztiik, i-BuOH:EtOH:H,O (5:5:3) osszetételii futtatdelegy
mellett. A termékek megjelenitésére a rétegeket 30 %-0s H,SO,-oldattal permeteztiik be,
majd pedig 100-150 °C-on melegitve 1 percig el6hivtuk az egyes komponenseket. Ezek
alapjan az egyik egyesitett frakcio tartalmazta a tiszta xilobidzt (77 mg), mig a masik a

xilotriéz, xilotetradz és xilopentadz keverékét (28 mg).

3.9. A pNP-B-D-xilopiranozid hidrolizisének idébeli kivetése "H-NMR segitségével
Annak eldontésére, hogy az enzim retencios vagy inverziés mechanizmus szerint
hasitja el a szubsztratot, ‘H-NMR spetroszképiat alkalmaztunk, melynek soran a keletkez6
Az enzimet (2 mg, 0.03 pM) valamint a pNP-Xyl szubsztratot (2 mg, 7.4 uM)
deuteralt 50 mM pH 6.0 citromsav/Na,HPO,x2H,0 pufferben oldottuk fel kiilon-kiilon. A
reakciét az enzim és a szubsztrat oldatok Gsszedntésével inditottuk el, majd az igy kapott

elegyet azonnal egy 27 °C-ra eldinkubalt késziilékbe raktuk. A reakcidelegy végtérfogata
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500 ul volt. A 'H-NMR spektrumokat és ezaltal a termékek keletkezését Bruker Avance
DRX 500 késziilék segitségével rogzitettiik.

3.10. Az TfBXyl43 szubsztratspecifitisanak vizsgalata xilooligomerekre

A TfBXyl43 enzim szubsztrat specifitasait egy xilooligomereket tartalmazo
keveréken vizsgaltuk, amely xilotridzt, xilotetradzt valamint xilopentadzt tartalmazott (28
mg). A reakcidelegyek (200 ul), amelyekben a hidrolizis elérehaladasat kdvettiik nyomon 50
°C-on, tartalmaztdk a szubsztrat keveréket (100 pul, 7 mg), a 100 mM-o0s
citromsav/Na,HPO,x2H,0 puffert (170 pl, pH 6.0) és az enzimet (30 ul; 15 pg). A
reakcidkat ebben az esetben is az eldinkubalast kovetden az enzim hozzaadasaval inditottuk.
Az igy kapott elegyekbdl meghatarozott idénként mintakat vettiink, majd az Osszetételt
HPLC-s modszerrel vizsgaltuk.

A HPLC-s vizsgalatok a Hewlett-Packard 1090 Series II tipusi késziiléken
torténtek, amely rendelkezett torésmutato index (RI) detektorral.

A mérés el6étt a 3.8. pontban leirtak szerint eldallitott oligomerekbdl standard
oldatokat készitettiink. Ezt kovetéen ezen standardok segitségével allitottuk be az optimalis
kromatografias koriilményeket, illetve rogzitettiink az egyes komponensek retencios idejét.
Az egyes mintakat (20 pl) SUPECOSIL LC-NH, oszlopra injektaltuk majd pedig izokratikus
koriilmények kozott MeCN:H,0, (6:4) osszetételdl eluenssel/ (futtatoelegy mellett) 1 ml/perc
aramlasi sebességet alkalmazva végeztiik a kromatografias vizsgalatokat. A xilobidz és
xilotridz teljes hidrolizisét VRK modszerrel kovettiik nyomon az 3.8. pontban leirtaknak

megfelelden.

3.11. Kinetikai paraméterek meghatirozasa

A stady-state kinetikai paraméterek meghatarozasat (ke Ky, Kea/Ky) mind
mesterséges pNP-Xyl (0.1-11 Ky;), mind pedig természetes xilobiéz (0.1-5 Ky) szubsztratok
esetében elvégeztiik 1.41 pg enzim, illetve 50 mM pH 6.0 citromsav/Na,HPO,x2H,0 puffer
jelenlétében. Ugyanezen meghatarozasokat para-Nitrofenil-a-L-arabinopiranozid (pNP-Ara,
0.1-8 Ky) valamint para-Nitrofenil-B-D-gliikopiranozid (pNP-Glc, 0.1-7 Ky), mint

potencialis szubsztratok esetében is elvégeztiik. A reakcid inditdsa minden esetben az enzim
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hozzaadasaval kezdddott, majd az igy kapott reakcidelegyet inkubaltuk 50 °C-on 10 percig.
Az enzim aktivitasméréseket a mesterséges szubsztratok esetén a 3.5.1-es, a természetes
szubsztrat esetén a 3.5.2-es pontokban leirtaknak megfelelden végeztiik.

A kinetikai paramétercket a klasszikus Michaelis-Menten sebességi egyenlet
alapjan nemlinedris regresszidval, harom parhuzamossal végzett mérés adatainak atlaga

alapjan, hataroztuk meg, a GraFit 5.0 nevii szoftver segitségével (Leatherbarrow 2001).

3.12. A hémérséklet és a pH hatdsa az enzim aktivitasara és stabilitasara

A hémérséklet- és a pH-fliggés vizsgalatokat minden esetben pNP-Xyl szubsztrat
jelenlétében hajtottuk végre a 3.5.1. pontban leirtaknak megfeleléen. Az aktivitas pH-
fiiggésének vizsgalatanal a reakcio elegyek 1 ml-es végtérfogata tartalmazta a szubsztratot (2
mM) az enzimet (1.4 pg), valamint 3.0 ¢és 7.5 kozotti pH értékeknél 0.1 M
citromsav/Na,HPO4x2H,0 puffert, mig pH 8.0 és 8.5 kozotti értékek esetében 0.1 M TRIS-
HCI puffert hasznaltunk, 10 perces inkubacios id6vel 50 °C-on.

A TiBXyl43 aktivitasanak hoémérséklet-fiiggését kiilonb6zé homérsékleteken
vizsgaltuk 10 és 100 °C kozott, pH 6.0, 0.1 M-os citromsav/Na,HPO,x2H,0 pufferben a
fentebb leirtakkal megegyezd enzim €s szubsztrat mennyiségek mellett.

A TfBXyl43 pH-stabilitasat kiilonb6z6 pH-k esetében szintén vizsgaltuk 500 pl-es
végtérfogati  oldatokban, 0.2 pug/ul enzim koncentracidé mellett, 0.1 M-0s
citromsav/Na,HPO,x2H,0 pufferben pH 4.0 és 7.0 kozott 50 °C-on. Az enzim hdstabilitasat
hasonlé korilmények kozott vizsgaltuk 50, 60 és 70 °C-on, pH 6.0, 0.1 M-os
citromsav/Na,HPO,x2H,0 puffer jelenlétében.

A stabilitdas vizsgalatok esetében mindegyik enzim oldatbol, meghatarozott
iddpillanatokban 10 pl mintat vettiink, majd megmértiik a mintak maradék aktivitasat a 3.4.1.
pontban leirtak szerint, 0.5 mM pNP-Xyl szubsztrattal, 0.1 M-0s pH 6.0
citromsav/Na,HPO,x2H,0 pufferben, 10 percig, 50 °C-on. Minden esetben harom

parhuzamos mérés atlagabol kapott adatok alapjan dolgoztunk.

3.13. Transzferaz aktivitas vizsgalatok

A transzferaz aktivitas vizsgalatokat 500 pl-es végtérfogatu elegyekben hajtottuk
végre, amely tartalmazta a 10 mM xilobiozt vagy pNP-Xyl-t mint donort, 30 mM para-
aminofenil-1-tio-B-D-xilopiranozidot (pAP-1-S-X1) mint akceptort, 50 pg TfBXyl43
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enzimet, illetve 0.1 M-os pH 6.0 citromsav/Na,HPO,x2H,O puffert. Az igy el6allitott
reakcioelegyeket 50 °C-on inkubaltuk, majd beldliikk, meghatarozott idépillanatokban mintat
vettiink, amelyeket HPLC-s modszerrel vizsgéltuk a 3.10. pontban mar leirt késziilék és
oszlop segitségével. Az elvalasztas soran gradiens elticiot alkalmaztunk, amelyben a kezdeti
oldoszer 0Osszetétel MeCN:H,O; 95:5-r61 20 perc alatt 50:50-re valtozott. Az aramlasi
sebesség 1 ml/perc volt, az eludlt termékeket pedig 260 nm-es hullamhosszon diddasoros
detektorral (DAD) kdvettiik nyomon.

Végill a HPLC-s vizsgalatokat kovetéen a keletkezett termékeket MALDI-TOF

modszerrel azonositottuk (Gyémant és munkatarsai 2001).

3.14. A kinetikai paraméterek pH-fiiggésének vizsgalata

A pNP-Xyl hasitasara vonatkozo kinetikai paraméterek (Keat, Keat/ Ky) meghatarozasa
0.1-7 Ky  kozotti  szubsztrat-koncentracié  tartomanyban  tortént 0.1  M-0S
citromsav/Na,HPO4x2H,0 pufferben pH 4.5 és 7.5 kozott, reakcidelegyenként 1.4 pg enzim
jelenlétében. A kinetikai paramétereket a 3.11. pontban leirtakhoz hasonloéan a klasszikus
Michaelis-Menten sebességi egyenlet alapjan, nemlineéris regresszidval, harom parhuzamos
mérés atlagabol hataroztuk meg. Az enzimben talalhatd, és a katalizisben kozvetleniil
résztvevé aminosav oldallancok disszociacios allandoit a diprotikus enzim modell alapjan
hataroztuk meg (Cornish-Bowden 1995) a GraFit 5.0 nevii szoftver alkalmazasaval

(Leatherbarrow 2001).

3.15. Inhibiciés vizsgalatok

Az inhibiciés vizsgalatokat, tobbféle szubsztratanaldg vegyiilet felhasznalasaval
végeztilk, ugymint 1-tiometil-, 1-tioetil- és 1-tiopropil-B-D-xilopiranoziddal (0.01-2 Kj)
valamint pAP-1-S-X1-al (0.1-10 K;), B-D-xilopiranozil-aziddal (XyIN3) (0.1-10 K;) és D-
xilozzal (0.1-10 K;). Az egyes K; értékeket a Dixon-féle abrazolas alapjan hataroztuk meg,
0.5 mM illetve 1 mM szubsztrat koncentraciot alkalmazva (Dixon 1953). Az aktivitdsmérést
a 3.5.1.-es pontban leirtaknak megfeleléen végeztiik. A kapott inhibicios allandok, minden
esetben, harom parhuzamosan végzett reakcid6 adatainak atlaga alapjan keriiltek

meghatdrozasra.
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3.16. A TfBXyl43 enzim kémiai mdédositasa
3.16.1. Az N-brémacetil-p-D-xilopiranozil-amin szintézise

Az N-bromacetil-f-D-xilopiranozil-amin (NBAXA) a TfBXyl43 enzim katalitikus
aminosav oldallancainak, mint potencialis affinitas jel6ldjének szintézisét a kovetkezd séma

szerint végeztiik (16. abra).

o o
HC cc. (NH4),CO4 (aq.) HO NH,
HO OH szobahdmérséklet HO

OH /Bf OH

1 HzC\ 2
o] /C =0 . o H gz
NH. DMF N
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16. abra. Az N-broémacetil-B-D-xilopiranozil-amin (NBAXA) szintézisének 1épései.

Els6 1épésben a [B-D-xilopiranozil-amint (2) szintetizaltuk a Kochetkov-féle aminalasi
modszer szerint (Likhosherstov és munkatarsai 1986). (1) 5 g xilozt feloldottunk 10 ml
desztillalt vizben, majd pedig annyi (NH;)HCO3-ot adtunk az oldathoz, hogy az tultelitetté
véaljon. Ezt az elegyet 4 6ran at kevertettiik szobahémérsékleten, kézben pedig VRK-val
(CH,CI,:MeOH; 6:4) kovettiik nyomon a reakcié alakulasat. Miutan a xiloz elreagalt, az
elegyet szlrtilk, a sziirletet -20 °C-on lefagyasztottuk, majd pedig egy éjszakan at
liofilizaltuk. A liofilizalt port 20 ml forr6 MeOH-ba szuszpendaltuk, igy a keletkezett B-D-
xilopiranozil-amint feloldottuk, mig a feleslegben maradt (NH,)HCOs-0t nem. A kapott
szuszpenziot leszlrtiik, a szirletet pedig vakuumban beparoltuk. A keletkezett (2) B-D-
xilopiranozil-amin egy fehér por volt (4.4 g, 88%).

Masodik 1épésben az NBAXA-t (3) a [-D-xilopiranozil-amin bromecetsav-
anhidriddel torténé bromacetilezéssel nyertiik Kiss és munkatarsai (2002) altal megadott
modszer szerint. Ehhez elészor elkészitettik a broémecetsav-anhidrid oldatot Thomas
modszere szerint (Thomas 1977). Ennek soran 2 g bromecetsavat oldottunk 2.5 ml abs.
CH,Cly-ban argon alatt, majd jeges vizben 0 °C-ra hiitottiilk. Ehhez csepegtettiik lassan az
N,N’-diciklohexilkarbodiimid (1.5 g) 2.5 ml-es abs. CH,Cl,-os oldatat 0 °C-on alland6
kevertetés mellett. A reakcidelegyet ezutan, 10 percig 0 °C-on, majd 25 percig
szobahdmérsékleten  kevertettitk.  Végiill a  kicsapddott  fehér szini  N,N’-
dicilkohexilkarbamidot lesztirtiik és 2.5 ml abs. CH,Cl,-nal mostuk.

Az igy kapott broémecetsav-anhidrid (1.1 ekv, 7.37 mmol) oldatot, lassan csepegtetve,
hozzaadtuk -5 °C-on, az el6zbleg 2.5 ml abs. dimetil-formamidban (DMF) feloldott 3-D-
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xilopiranozil-aminhoz (1 g; 6.7 mmol) alland6 kevertetés mellett argon atmoszféraban, majd
az elegyet tovabbi 3 o6ran at kevertettik. Ekozben a reakcid elérehaladasat VRK-val
(CH,Cl,:MeOH; 8:2) kovettiik. Ezutan a felesleges CH,Cl,-t vakuumban eltavolitottuk, a
megmaradt DMF-es oldatot pedig oszlopkromatografiaval tisztitottuk (CH,Cl,:MeOH; 7:3).
A komponensek detektalast a 3.8. pontban leirtaknak megfelel6en végeztikk. A kromatografia
utan 315 mg tiszta NBAXA-t kaptunk (18%-os hozam). Az igy kapott terméket optikai
forgatoképesség méréssel [a]p +6.2° (¢ 0.3 metanol) valamint *H és *C NMR médszerrel
azonositottuk Bruker AM-360 spektrométer segitségével (*H, 360 MHz; °C, 90.75 MHz).
NMR (CD;0D); 'H: & 4.83 (d, 1 H, J;, 8.9 Hz, H-1), 3.85 (s, 2 H, Br-CH,-CO); *C: &
174.21 (C=0) 82.13 (C-1) 78.83 (C-2), 73.78 (C-3) és 71.09 (C-4), 68.75 (C-5), 28.84 (CH,-
Br) azonositottuk amely értékek jo egyezést mutatnak az irodalmi adatokkal (Kiss és
munkatarsai 2002). Az igy kapott NBAXA-t tovabbi felhasznalasig szilard halmazallapotban
-20 °C-on taroltuk.

3.16.2. A karboxilat oldallancok specifikus kémiai modositasa

Az enzim karboxilat-csoportjainak specifikus kémiai modositasat 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDAC) katalizator jelenlétében glicin-metil-észterrel
hajtottuk végre (Lundblad és Noyes 1985). Az inaktivalodas kinetikdjanak vizsgalata soran a
TfBXyl43 enzimet (16 pg) 1 mM glicin-metil-észterrel 10 és 100 mM EDAC katalizator
jelenlétében inaktivaltuk 500 pl 100 mM pH 8.0-as foszfat puffert tartalmazo oldatban 50
°C-on. Az inaktivalédas kdvetésére meghatarozott id6pillanatokban az inaktivald elegybdl
mintat vettiink (10 pl), és mértiikk az enzim maradék aktivitasat 10 perces reakcididével, 1
mM pNP-Xyl szubsztrattal a 3.5.1. pontban leirtak szerint. Az Osszehasonlito elegy, a vq
meghatarozasahoz, ugyanazokat a komponenseket tartalmazta, mint az inaktivald elegy,
kivéve az EDAC-ot. Az igy kapott eredmények alapjan, a maradék aktivitdsok természetes
alapt logaritmusat az id6 fliggvényében abrazoltuk (Kitz és Wilson 1962). Az igy kapott
egyenesek meredekségébdl pedig meghataroztuk az egyes inaktivator koncentraciokhoz
tartozo latszolagos elsérendli sebességi éallandokat (ksp,). Az inaktivalodési reakcidkra
jellemz6 kinetikai paramétereket, Ggymint a latszolagos inaktivacids allandot (K;), az
inaktivacid sebességi allanddjat (ki) valamint az inaktivalodas hatékonysagat (ki/K;), az
EDAC koncentraciok reciprokdnak fiiggvényében abrazolt 1/k.,, értékek altal adott egyenes
alapjan szamitottuk ki (Kitz és Wilson 1962).

Azt, hogy az enzim aktiv centrumaban is bekdvetkezik a kulcsfontossagu aminosav

oldallancok modosulasa, kompetitiv inhibitor jelenlétében torténd inaktivalodas kdvetésével
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bizonyitottuk. Ennek soran a TfBXyl43 enzimet (16 pg) 1 mM glicin-metil-észterrel, 70 mM
EDAC-al inaktivaltuk 10 mM B-D-xilopiranizil-azid (XyIN3) jelenlétében illetve annak
hianyaban 500 pl 100 mM pH 8.0-as foszfat puffer mellett 50 °C-on. Az inaktivalodast a
reakcioelegyekbdl torténd 10 pl-es mintak aktivitdsanak lemérésével végeztiik, a korabban
leirtaknak megfeleléen (l1asd 3.5.1. pont).

Az inkativalodas pH-fiiggésének vizsgalatait az elézéekben leirtakhoz hasonlo
modon végeztiik 70 mM EDAC és 1 mM glicin-metil-észter jelenlétében hét kiilonboz6é pH-
n 5.1 és 8.0 kozott 100 mM-os foszfat pufferben, pH 8.5-en és 9.0-en pedig 100 mM TRIS-
HCI pufferben. Az egyes pH értékekhez tartozod latszolagos sebességi allandokat Kitz és
Wilson moédszere alapjan hataroztuk az eldzéekben leirtak szerint. Az igy kapott sebességi
allandokat a pH fliggvényében abrazoltuk, majd pedig a pontokhoz elméleti gorbét
illesztettiink a GraFit 5.0 program segitségével, igy pedig maghataroztuk az inaktivalodott

aminosav pKa értékét (Leatherbarrow 2001).

3.16.3. Inaktivacios vizsgdlatok NBAXA-val

A TfBXyl43 enzim inaktivalasat szubsztratanalog N-bromacetil-p-D-xilopiranozil-
aminnal (NBAXA) is elvégeztikk. A kinetikai vizsgalatokat, ebben az esetben is 500 pl-es
végtérfogatl reakcidelegyekben végeztiik. Az egyes oldatok tartalmaztak az enzimet (20 ug),
az inaktivatort 20 és 100 mM kozotti koncentracié tartomanyban és 200 mM-0s pH 8.0-as
foszfat puffert 50 °C-on. A maradék aktivitast és az inaktivalodas kinetikai paramétereit
(Kapps Ki, ki és ki/K;) az el6zéekben leirtak szerint hataroztuk meg illetve szamitottuk ki (lasd
3.16.2. pont).

Az enzim aktiv centrumanak kémiai moddositassal szembeni védelmét kompetitiv
inhibitor (3-D-xilopiranozil-azid) mellett térténé inaktivalassal bizonyitottuk. A mérés soran
a 20 pg B—D—xilozidaz enzimet 40 mM NBAXA-val inaktivaltuk 10 mM B-D-xilopiranozil-
azid jelenlétében, illetve annak hianyaban, 500 pl 200 mM pH 8.0-as foszfat puffer mellett
50 °C-on. Az inaktivalodast, a kordbban leirtak szerint, reakcioelegyekbdl torténd 10 pl-es
mintak maradék aktivitdsanak lemérésével kovettiik nyomon (lasd 3.5.1. pont).

Az enzim kémiai mddositasanak pH-fiiggését 40 mM NBAXA-val végeztiik 50 °C-
on hat kiilonb6z6 pH-n 5.2 és 8.0 kozott 200 mM foszfat pufferben, illetve pH 8.5-en és 9.0-
en 200 mM TRIS-HCI puffer mellett. A kapott sebességi allandokat, az el6zéekhez
hasonloan, abrazolva a pH fliggvényében, és a pontokra elméleti gorbét illesztve (GraFit 5.0,

Leatherbarrow 2001) megkaptuk az inaktivalodott aminosav oldallanc pKa értékét.
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Az inaktivalo elegyek (500 pl) minden esetben tartalmaztdk az enzimet (20 pg),
valamint 40 mM NBAXA-t, 200 mM pH 8.0 foszfat pufferben. Ezen elegyeket 50 °C-on
inkubéltuk 40 mM XylIN; (7.8 K;) jelenlétében, illetve hianyaban, majd pedig meghatarozott
idonként 10 pl-es mintdkat vettiink, amelyek segitségével meghataroztuk a kompetitiv
inhibitornak az inaktivalodasra gyakorolt hatasat (lasd 3.5.1. pont).

Annak vizsgalatara, hogy a TfBXyl43 (50 pg) aktiv centrumaban cisztein aminosav
oldallanc modosult-e, az enzim reaktivalasat 2-merkaptoetanol segitségével végeztiik el.
Ennek els6 1épése az volt, hogy az enzimet 40 mM NBAXA segitségével 200 mM pH 8.0
foszfat pufferben 6 oOran at teljesen inaktivaltuk 50 °C-on. Ezt kdvetden az inaktivator
feleslegét gélkromatografias modszerrel tavolitottuk el egy PD-10 (GE Healthcare, 1.45%5.0
cm) oszlop segitségével. Ezutan az enzimet 100 mM 2-merkaptoetanol oldatban inkubaltuk 3

oran at 50 °C-on.

3.16.4. CD spektroszkopiai vizsgalatok

A T{BXyl43 enzimet 40 mM NBAXA segitségével teljesen inaktivaltuk 50 °C-on
200 mM pH 8.0 foszfat pufferben. Ezt kdvetéen a 3.18. pontban leirtakhoz hasonléan az
inaktivator feleslegét gélkromatografias modszerrel eltavolitottuk.

A CD spektrumokat Jasco-810 spektropolariméter segitségével rogzitettitk 25 °C-
on, 10 pM aktiv és 6.62 pM NBAXA-val inaktivalt enzimmel 10 mM pH=6.0-os foszfat
puffer mellett 0.2 cm-es fény Uthosszal rendelkez6 kiivettaban. Az aktiv és inaktiv enzimek
allapitottuk meg, amelyeket CONTINLL, CDSSRT és SELCON3 programok segitségével
végeztiink el (Whitmore és Wallace 2004 és 2008).
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A rekombinans TfBXyl43 enzim expresszioja és tisztitasa

A TfBXyl43 enzim heterolog expressziojat E. coli BL21(DE3) expresszios torzsben
végeztiik, amely tartalmazta az enzim génjét hordoz6 pET28(a) vektor konstrukciot. A pET
vektor konstukciokra az a jellemzd, hogy a plazmidokba épitett célgének expresszidja IPTG-
vel, a T7/lac hibrid promoter jelenlétének kovetkeztében, indukélhaté. Az IPTG hozzaadast
kovetden a célgén elétt talalhato T7/lac hibrid promoter operator régidjarol levalik a Lacl
tetramer, igy a szintetizalodott T7 RNS polimeraz hozza tud koétédni a T7/lac hibrid
promoterhez, és megindul a célgén transzkripcidja.

Az enzim expressziojat, a tenyésztési koriilmények valtoztatasaval (IPTG
koncentracio, indukci6d fazisa, aeracid) optimalizaltuk 37 °C-on. Ezen vizsgalatok alapjan
kideriilt, hogy a legnagyobb enzimtermelési kihozatalt akkor érhetjiik el, ha a tenyészeteket
ODggo= 0.7-0.9 kozott indukaljuk 0.4 mM-0s IPTG-vel és az aeraciot 200 rpm-el végezziik.
Azt kovetden, hogy a sejtek novekedése elérte a korai stacioner fazist (ODgy =1.4-1.6) a
tenyészetek novekedését leallitottuk. Ilyen koriilmények kozott sikeriilt nagy mennyiségii
szolubilis, nagy aktivitassal rendelkez6 rekombindns xilan 1,4-B-xiloziddz enzimet

eléallitani. Egy ilyen tipikus novekedési gorbét lathatunk a 17. abran.
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17. abra. A TfBXyl43 enzim génjét hordozo pET28(a) plazmiddal transzformalt E. coli BL21(DE3) expresszios
torzs novekedési gorbéje 37°C-on, 50 pg/ml kanamicin antibiotikum jelenlétében. Az abran az indukcio lathato,

amely ODgo=0.83-nal tortént Gigy, hogy az oldat koncentracidja IPTG-re nézve 0.4 mM-0s legyen.
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A megnovesztett tenyészetet ezutan 6sszegylijtottiik, majd pedig a sejteket feltartuk
a3.3.1. és 3.3.2. pontokban leirtaknak megfelel6en.

A feltart, szonikalt feliiluszot elészor His-tag affinitds kromatografidval
el6tisztitottuk (3.4.1. pont szerint). Ezt azért tehettilk meg, mert a rekombinans fehérje egy 6
hisztidinb6l allo fiizios peptid szakaszt tartalmazott a C terminalis végen.

Az elézéekben kapott aktiv frakciokat tovabbi anioncserélé (DEAE) kromatografias
tisztitdsnak vetettiik ala (lasd 3.4.2 pont). Azért valasztottuk ezt a modszert, mert az enzim
aminosav szekvencidja alapjan az elméletileg szamitott izoelektromos pont pl=5.60-nak
adodott. Ezt az értéket az ExXPASy Proteomics Server-en talalhaté ,,Compute pl/Mw tool”

(http://expasy.org/cgi-bin/pi_tool) alkalmazas segitségével hataroztuk meg.

Az egyes tisztitasi 1épések utan az aktivitas és a fehérje mennyiségének valtozasait a
1. tdblazatban tiintettiik fel. Az enzim aktivitasat pNP-Xyl szubsztrat segitségével kovettiik a
3.5.1. pontban leirtak szerint, a fehérje mennyiségeket pedig a Bradford médszerrel (3.6.3.

pontban leirtaknak megfelelden) hataroztuk meg.

1. tablazat. A TfBXyl43 enzim tisztitisi 1épéseinek kihozatali tablazata 6x1 L E.coli BL21(DE3) tenyészet

esetében.
Minta Osszfehérje Osszaktivitas Specifikus Kitermelés
mennyiség [mg] (U)[uM/min] aktivitas [U/mg] [%0]
Szonikalt feliiliszo 12295 67.2 0.0546 100
HiTrapTM Chelating HP oszlopon
P ’ P 389.5 64.5 0.165 95.5
megkotddott TFBXyl43
Pharmacia Sephadex DEAE (13
cmx3,8 cm; 150 ml) 224 61.3 0.274 91.2
oszlopon megkotott TFBXyl43

1 U (unit) az a para-nitrofenolat mennyiség pM-ban kifejezve, amely a reakcid soran felszabadul egy perc alatt.

Az egyes tisztitasi 1épések utan kapott fehérje mintak homogenitasat SDS-PAGE modszerrel
ellendriztiik (lasd 3.7.1. pont). Ezen vizsgalat soran az enzim tisztuldsdnak folyamatat

kovettiik nyomon (18. ébra).
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http://expasy.org/cgi-bin/pi_tool

18. abra. A TfBXyl43 enzim tisztitasi lépéseinek SDS-PAGE analizise. Az egyes fehérje mintakat 8 %-os gélen
futtattuk. L.: Fehérje Létra (BioRad, Prestained Broad Range SDS-PAGE Standard Cat.No. 161-0318); 1.: DEAE
Sepharose-al tisztitott minta; 2.: Amersham Hi Trap™ Chelating HP 5 ml-es oszloppal tisztitott minta; 3.: Szonikalt
feliiliszobol vett minta; 4.: Nem transzformalt E. Coli BL21(DE3)-bol vett minta.

Az SDS-PAGE gélen jol lathatéan 61 kDa-nal egy erdteljes sav jelenik meg, amely
j0  egyezést mutat TfBXyl43 enzim monomerjének szamitott molekulatomegével
(http://expasy.org/cgi-bin/pi_tool alapjan). Ez a sdv nem lathatd, a transzformalatlan E. coli
BL21(DE3) mintaban.

A rekombinans TfBXyl43 enzim expresszioja soran, a 6x1 L tenyészetbdl, a feltart,
szonikalt feliiliszoban 6sszesen 245.6 mg (41 mg/L) enzim volt, amelybdl a tisztitasi 1épések
utan 91.2 %-os kihozatallal 224 mg (37.3 mg/L), tobb mint 95 %-os tisztasagl, fehérjét
kaptunk (18. abra). A tisztitds kozben a specifikus aktivitas Otszorosére novekedett (1.
tabazat). A tovabbi vizsgalatainkhoz az igy kapott tiszta és homogén enzim oldatot

hasznaltuk fel.

4.2. A TfBXyl43 enzim biokémiai jellemzése
4.2.1 A pH és a hémérséklet hatdasa az enzim aktivitdsdra és stabilitasdra

Az optimalis miikddési paraméterek meghatarozasahoz, elészor megvizsgaltuk az
enzim aktivitdsanak pH fliggését pH 3.0 és 8.5 kozotti értékeken, mig a pH stabilitast 4.0 és
7.0 kozotti értékeken kovettiik nyomon (19. abra).
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19. abra. A pH hatdsa a TfBXyl43 enzim aktivitasara illetve stabilitasara. (@) A pNP-Xyl (2 mM) szubsztrat
enzimes (1.41 ug) hidrolizisének pH figgése, pH 3.0-7.5 kozott 0.1 M citromsav/Na,HPO,x2H,0 pufferben, pH 8.0
és 8.5 értékeken 0.1 M TRIS-HCI pufferben, 50 °C-on. (b) A pH hatasa a TfBXyl43 enzim stabilitasara pH 4.0 és
7.0 kozott, 0.1 M-os citromsav/Na,HPO,x2H,0 pufferben 3 6éran at 50 °C-on.

A kapott eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az enzim pH optimuma 6.0-nak
(19a. abra) adodott. Ezen feliil a 19a. abrardl az is leolvashatd, hogy az enzim a pH
optimumahoz képest a savasabb tartomanyokban, egészen pH 5.0-ig, illetve a semlegesebb
értékeknél egészen pH 7.0-ig még jelentGs aktivitassal (tobb mint 80 %) rendelkezik.
Azonban pH 5.0 alatt és pH 7.0 feletti értékeknél mar jelent6sen veszit az enzim az
aktivitasabol. Ez a jelenség annak tudhaté be, hogy mind a savasabb illetve mind a
bazikusabb pH-n az enzim aktiv centrumaban olyan aminosavak is protonalodnak illetve
deprotonalddnak, amelyek alapvetden fontos szerepet jatszanak a katalitikus folyamatban.

A pH-stabilitas vizsgalatok eredményei (19b. abra) azt mutatjak, hogy az enzim, a
vizsgalat teljes id6tartama alatt, leginkabb a pH optimuman (pH 6.0) és semleges pH-n (pH
7.0) 6rzi meg a stabilitasat 50 °C-os inkubacid mellett. Azonban 3 o6ra inkubalds utan
savasabb pH értékeknél (pH 4.5-5.5) jelent6s mértékben veszit (40-50 %) a stabilitasabol.
Viszont pH 4.0-nél kb. 15 perc inkubalas utan teljesen elvesziti az aktivitisat. Ezen
vizsgélatok soran tapasztalt jelenségek hatterében egyértelmiien az all, hogy az enzim pH
optimuma alatti (pH 4.0-5.5) értékeknél olyan kulcsfontossagti felszini aminosav oldallancok
is protonalodnak, amelyeknek a deprotonalt allapotban vald maradasa elengedhetetlen lehet
az enzim oldatfazisban tartasahoz.

A TfBXyl43 enzim aktivitdisanak hémérsekletfiiggését 10 és 100 °C kozotti
hémérséklet tartomanyban, mig hdstabilitasat 50, 60 és 70 °C-on vizsgaltuk (20. abra).
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20. abra. A hémérséklet hatasa a TfBXyl43 enzim aktivitdsara illetve stabilitasara. (@) A pNP-Xyl (2 mM)
szubsztrat enzimes (1.41 pg) hidrolizisének hémérséklet fiiggése, 0.1 M pH 6.0 citromsav/Na,HPO,x2H,0 puffer
jelenlétében 10-100 °C kozotti hémérsékleteken. (b) A TfBXyl43 enzim héstabilitasanak vizsgalata 0.1 M pH 6.0
citromsav/Na;HPO4x2H,0 puffer jelenlétében 3 6ran at 50, 60 és 70 °C-on.

A 20a. abra adataibol kideriil, hogy az enzim hémérséklet optimuma egyértelmiien
50 °C-on van. Tovabba az abrabol az is kiolvashatd, hogy az enzim aktivitasanak tobb mint
85 %-a megmarad 40 és 60 °C-os hémérsékleten. 10 és 30 °C kozott pedig a rendszer

hémérséklete még nem elegendd ahhoz, hogy az enzim felvegye a Kkatalitikusan

Az enzim hdstabilitdsanak vizsgalata (20b. abra) soran egyértelmiien kideriilt, hogy
az optimuma feletti hdmérsékleten (60 és 70 °C) kiilonboz6 mértékben ugyan, de veszit az
aktivitdsabol a vizsgalt id6étartam alatt. 60 °C-on kb. 20 %-os aktivitds csOkkenés
tapasztalhatd 20 perc elteltével, amely a reakcid tovabbi részében mar nem valtozik. 70 °C-
on azonban mar 60 perc inkubdlds utdn az enzim teljesen elvesziti az aktivitasat. Ezek
alapjan az enzim fél életideje 7.4 percnek, mig a hé inaktivalas allandoja 1.69 x 10~ s*-nek
adodott. Ennek hatterében az all, hogy az egyre magasabb hémérsékletek egyre nagyobb
intramolekularis hdmozgast indukalnak, amelynek kovetkeztében az enzim egyre kevésbé
magasabb hdmérsékleten mutatott héérzékenysége nagy hasonlosagot mutat a Thermobifida
fusca TM51-bél szarmazé B-D-mannozidaznal kapott eredményekkel (Béki és munkatarsai
2003).

Az enzim aktivitasanak illetve, stabilitdsanak pH- valamint hémérséklet-fliggésének
vizsgalata alapjan kapott eredmények tiikrében kimondhatjuk, hogy a TfBXyl43 optimalis

stabilitasi koriilményei nagymértékben megegyeznek az aktivitas optimalis paramétereivel
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(pH 6.0, 50 °C). Ennek a legékesebb bizonyitéka az, hogy az enzim ezen koriillmények kdzott
tobb mint 168 6ran at képes volt 100 %-ban megtartani az aktivitasat. Ez nem minden enzim
esetében van igy, ugyanis példaul az Aspergillus Carbonarius-bol izolalt xilan 1,4-B-
xilozidaz esetében az aktivitdas hdmérséklet optimuma 60 °C, mig a stabilitds homérséklet
optimuma 50 °C (Kiss és Kiss 2000). Ezek az eredmények bizonyitjak tovabba azt is, hogy a
T{BXyl43 valdban egy termofil enzim, amely semleges, valamint enyhén savas kdzegben
miikdik a leghatékonyabban.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a xilan 1,4-B-xiloziddz enzimnek mind a pH,
mind pedig a homérséklet optimum adatai nagyon koézel esnek a korabban mar kozolt
Thermobifida fusca-bol szarmazd intracellularis B-D-mannozidaz, illetve B-D-gliikkozidaz

enzimek optimalis paramétereihez (Béki és munkatarsai 2003, Spiridonov és Wilson 2001).

4.2.2. Az enzim nativ molekulatomegének meghatdrozdsa és zimogrdfids vizsgalata

A TfBXyl43 enzim nativ molekulatomegének meghatarozasat, valamint zimografias
vizsgalatat a 3.7.2. pontban leirtaknak megfelelden nativ PAGE moédszerrel végeztiik el. Az
analizis soran az egyes mintakat kiilonb6z6 kémiai és fizikai hatasoknak tettiik ki vizsgalva

azt, hogy milyen jellegli kdlcsonhatasok tarthatjak egyben az enzim esetleges negyedleges

szerkezetét (21. abra).

21. abra. Az enzim vizsgalata nativ PAGE modszerrel. (a) A kiilonb6z6 modon kezelt fehérje mintékat 8 %-os nativ
PAGE gélen futtattuk. (b) A zimografias vizsgalatot 10 mM 4-metilumbelliferil-B-D-xilopiranzid szubsztrattal
végeztiik 100 mM pH 6.0-0s citromsav/Na,HPO,x2H,0 puffer jelenlétében, 20 percen at, 50 °C-on. A reakci6 soran
felszabadult 4-metilumbelliferolt 354 nm-es gerjeszté UV fény mellett fluoreszcencidsan 460 nm-es hullamhosszon
detektaltuk. 1.: kezeletlen kontroll; L.: Nativ fehérje 1étra (Serva Native Marker Cat.No. 39219.01); 2.: 1 % SDS-el
70 °C-on 20 percig hdkezelt minta; 3.: 1 % SDS-el kezelt minta; 4.: 5 mM DTT-vel kezelt minta; 5.: 5 mM DTT-
vel 70 °C-on 20 percig hékezelt minta; 6.: 5 mM EDTA-val kezelt minta; 7.: 5 mM EGTA-val kezelt minta.
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A 2la. abran, jol lathatéan az enzim 240-250 kDa kornyékén, egyetlen savként
jelenik meg, amely kozel négyszer akkora, mint az SDS-PAGE vizsgalatoknal kapott 61 kDa
molekulatomeg érték (18. abra). Ez az eredmény bizonyitja, hogy a Thermobifida fusca-bol
szarmaz6 xilan 1,4-B-xilozidaz, nativ koriilmények kozott, egy homotetramer fehérje, amibol
egyértelmiien kovetkezik, hogy van negyedleges szerkezete. Hasonlod eredményre jutottak a
Geobacillus stearothermophillus illetve a Selenomonas ruminantium ugyancsak a GH43-as
csaladba tartozo xilan 1,4-B-xilozidazainak rontgenkrisztallografias vizsgalatai soran is (Briix
és munkatarsai 2006, Brunzelle és munkatarsai 2008).

A 21b. abran, a zimografias vizsgalatok pedig lathatéan azt mutatjak, hogy az enzim
egyedill a tetramer formajaban aktiv. Ezen felill pedig az is jol lathatd, hogy az enzim
negyedleges szerkezete, és ebbdl kifolydlag az aktivitasa is, ellenallt mind az 5 mM-0s DTT-
nek (4.), mind az EDTA-nak (6.) illetve EGTA-nak (7.). Ezen eredmények bizonyitjak, hogy
az enzim negyedleges szerkezetének kialakitasaban nem jatszanak szerepet sem a diszulfid
hidak sem pedig fém ionok. Az 1 %-0s SDS-nek (3.) azonban sikeriilt részben degradalnia a
fehérje negyedleges szerkezetét, aminek az oka feltehetden az lehet, hogy az SDS a
negyedleges szerkezetet fenntartd hidrofob kolesonhatasokat részben megsziinteti. Viszont
minden olyan esetben (2. és 5. minta), ahol 20 perces hokezelésnek tettiik ki az enzimet 70
°C-on, az teljes mértékben és irreverzibilis modon elvesztette aktivitasat, dsszhangban a

korabban tett megallapitasokkal (5.1.2. pont).

4.3. A xilan 1,4-p-xilozid4z enzim kinetikai paramétereinek meghatarozasa

Az enzim kinetikai paramétereinek, és egyuttal szubsztrat specifitasanak,
meghatarozasat a 3.11. pontban leirtak szerint végeztiik el, mind természetes (xilobiéz) mind,
mesterséges (pNP-Xyl, pNP-Ara, pNP-Glc) szubsztratok esetén. A vizsgalatok soran kapott

kinetikai paraméterek az alabbi tablazatban kertiltek 6sszefoglalasra (2. tablazat).

2. tablazat. A TfBXyl43 enzim kinetikai paramétereinek dsszefoglalé tablazata.

. KM kcat kcat/KM
Szubsztrat [mM] [8.1] [s'lme'l]
pNP-B-D-xilopiranozid | 0.71£0.05 | 117.542.2 [ 165.5+4.1
xilobidz 1.55+0.15 | 63.5£3.2 41+£2.3

pNP-a.-L-arabinopiranozid — — —

pNP-B-D-gliikkopiranozid — — —

Az egyes kinetikai értékeket nemlineéris illesztéssel, a GraFit 5.0 nevii szoftver segitségével, hataroztuk meg harom
parhuzamos adat atlagainak alapjan. A reakciokat 0.1 M pH 6.0 citromsav/Na,HPO,x2H,0 pufferben 1.41 png enzim

jelenlétében végeztiik, 10 percen at 50 °C-on.
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A feltiintetett Ky, értékek azt mutatjak, hogy a pNP-Xyl &sszességében jobban
kotédik az enzimhez, mint a xilobidz. Ez azt jelenti, hogy az enzim aktiv centrumanak
aglikon kot6helyén hidrofob karakterti aminosav oldallancok jatszanak szerepet a szubsztrat
kotésben.

A Ky értékeket szemiigyre véve azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az enzim
kozel kétszer olyan gyorsan képes elbontani a pNP-Xyl-t mint a xilobidzt. Ennek oka abban
keresendd, hogy a 4-Nitrofenil csoport sokkal jobban tavozd, mint a xilozil csoport. A 2.
tablazatban feltlintetett k., értékeket 6sszehasonlitva a mas enzimeknél mértekkel kideriil,
hogy a TfBXyl43 sokkal gyorsabban képes hasitani a szubsztratjat, mint példaul az
Aspergillus awamori X-100-bol (17.5 s™) (Eneyskaya ¢és munkatarsai 2007), vagy a
Geobacillus palladius-bol (18.9 s™) szarmaz6 enzimek (Quintero és munkatarsai 2007)
esetében.

A hasitasi hatékonysag értéke (k./Ky) az enzimnek kozel négyszer nagyobb a
PNP-Xyl szubsztratnil, mint a xilobidznal. Osszességében kijelenthetjiik, hogy a pNP-Xyl

sokkal jobb szubsztratja az enzimnek, mint a xilobioz.

3. tablazat. Kiilonb6zé bakterialis, valamint fungalis szervezetekbdl szarmazo xilan 1,4-B-xilozidaz enzimek

aminosav szekvencia azonossaganak és katalitikus hatékonysaganak sszehasonlit6 tablazata.

Katalitikus hatékonysag (kea/Kw)

Organizmus Aminosav szekvencia pNP-Xyl xilobiéz Referencia
egyezés | hasonlosag
Thermobifida fusca 1 1 1 1
TM51 GH43 - - 165 s xmM 41 s*xmM -
Bacillus Smaali és munkatarsai
halodurans 28% 38% 0.61 stxmM™ - 2006
C-125 GH39
Aspergillus X
awamori 36% 46% 70 sxmM™ - mff?;;i‘;;’;aze;m
X-100 GH3
Bacillus Smaali és munkatarsai
halodurans 48% 64% 2.75 stxmm? - 2006
C-125 GH43
Selenomonas 0 o 1 1 1 1 Jordan és munkatarsai
ruminantium GH43 46% 60% 44.2 5" xmM 90.25"xmM 2007; Jordan 2008
Bacillus pumilus 0 o " a 4 a Kersters-Hilderson és
GH43 43% 59% 5.1 5" xmM 6.2 s xmM munkatarsai 1969
Geobacillus Wagschal és munkatarsai
thermoleovorans 34% 51% 0.33s'xmMm™* 0.0051 stxmM? & 2009
IT-08 GH43
Geobacillus Shallom és munkatarsai
stearothermophillus | 45% 60% 3.3stxmMm? - 2005
T-6 GH43
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A 3. tabazat adataibol megallapithato, hogy az altalunk vizsgalt enzim lényegesen
hatékonyabban bontja a pNP-Xyl-ot, mint az Osszes tobbi térzsbél szarmazd enzim. A
vizsgalt enzimek koziil a Selenomonas ruminantium-bol szarmazo enzim hatékonyabban,
mig a masik két enzim sokkal kevésbé hatékonyabban képes bontani a xilobiozt.

A TfBXyl43 azonban nem fejtett ki semmilyen hidrolitikus aktivitast a pNP-Ara
szubsztraton. Ennek magyarazata abban keresendd, hogy a C-4 helyzeti hidroxil csoport
fontos szerepet tolthet be a szubsztrat kotddésben, ellentétben példaul az Aspergillus
carbonarius-bol izolalt vagy a Geobacillus thermoleovorans 1T-08-bol szarmaz6 xilan 1,4-f-
xilozidazzal, amelyek esetében sikeriilt o-L-arabinozidédz aktivitast is kimutatni (Kiss és Kiss
2000, Wagschal és munkatarsai 2009). Ezen kiviil az enzimnek a pNP-Glc szubsztraton sem
volt kimutathat6 aktivitasa, amely azzal magyardzhato, hogy a gliikdzon a C-5-6s pozicidban
1év6 hidroxi-metil csoport jelenléte a molekuldban, sztérikus gatként megakadalyozza a
molekula megfeleld kétddését az enzim aktiv centrumaba.

Ezen megallapitasokat Osszegezve kimondhatjuk, hogy a TfBXyl43 enzim a
szubsztrat glikon részére nézve nagy specifitast mutat, tekintettel arra, hogy kizarélag xiloz-
tartalmu szubsztratokon fejtett ki aktivitast. Ezzel szemben az aglikon részre nézve mar nem
tapasztaltunk ilyen nagyfoku specifitast, mivel mind a xilozil-, mind pedig a 4-Nitrofenil-
csoportokat tartalmaz6 szubsztratokat, amelyek meglehetdsen kiilonbozé kémiai karaktertiek,

egyarant képes volt hidrolizalni.

4.4. A kinetikai paraméterek pH-fiiggésének vizsgalata

A kinetikai paraméterek (Kc, Kea! Knm) pH-fliggésének analizise alapvet6en fontos
informaciot szolgaltat a katalitikusan aktiv aminosav oldallancok savi disszocidcios
allandoéirdl valamint azok protonaltsagi fokar6l. Ezen vizsgalatokat a 3.14. pontban leirtak
szerint hajtottuk végre. Amig a ke pH fliggése révén az enzim-szubsztrat komplexben 1évo
katalitikus aminosav oldallancok savi disszociacios allandoit lehet meghatarozni (22a abra),
addig a kea/Ky pH-fliggésébdl ugyanezen értékeket lehet megadni szabad enzim esetében
(22b abra). A TfBXyl43 enzim kisérletileg meghatarozott pH-fliggd ks €s ko Ky adataira

illeszkedd elméleti gorbét az (1) és (2) egyenletek alapjan szamitottuk ki.

kcat — + kcat + @
1+ ([H' ]/ Kegp) + (Kgs, THT])
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Ik — kel Koy
e 1+ ([H ]/ Ke) + (K, /[HT])

@

Ahol kCat és k /K,\,I a pH-tol fiiggetlen kinetikai paramétereket, a Kgs; és a Kgs, az

cat
enzim-szubsztrat komplexre vonatkozo, mig a Kg; és Kg, pedig a szabad enzimre vonatkozd
savi disszociacios allando értékeket jelentik.

fgy a ke pH-fiiggése alapjan szamolt disszociacios allandok az enzim-szubsztrat
komplex esetében pKggs;=4.85+0.23 és pKgs;=7.60+0.28-nak adodtak (22a. abra). A Ky /Ky
pH-fiiggését vizsgalva, a szabad enzimre vonatkozdan a legjobban illeszkedd haranggorbét

pKg1=5.5540.19 és pKey= 6.44+0.19 esetében kaptuk (22b. abra).

1 T T T T T T 180 T \ T
L — i [ T ]
- (@ " o . 180 (b) / \ ]
100 - o/ . . 140 - / \ ]
L / \ J = s *

s L / ] £120 | / \ 1
= | / * 1 100 [ / \ ]
2 60 &, r \ ]
3 L \ 1 Z 80 - o/ \ ]
4 / \ E §

40 - f \ | % 60 | / \ N

X F / \ 8

20 / \ 40 |- / \ s

L N A L N
o ‘ \\\ E 20 C~ *. "
0 = 1 1 1 ! = 0 [ ] ] 1 ] L
3 4 5 6 7 8 9 4 5 6 7 g
PH pH

22. 4bra. Az enzim kinetikai paramétereinek (Kt (@) €s a kea/Km (D)) pH-fliggésének vizsgalata 0.1-5 mM kozotti
szubsztrat koncentracio tartomanyt alkalmazva, 0.1 M citromsav/Na,HPO,x2H,0 puffer jelenlétében, pH 4.5 és 7.0
kozott 1.41 pg enzim mellett végeztiik, 10 percen at 50 °C-on. A kapott pontokhoz legjobban illeszked6 gorbéket, és

igy az egyes savi disszociacios allandokat, nemlinearis illesztéssel az (1) és (2) egyenlet alapjan hataroztuk meg.

A Kkapott elméleti gorbék igen jO egyezést mutattak, a kiilonbozé pH-kon
meghatarozott Key és KKy kisérleti értékekkel (22a. és 22b. abra) igy jogosan
kovetkeztethetiink arra, hogy két ionizalhatd aminosav oldallanc jatszik szerepet a szubsztrat
hidrolizisében. Az enzim pH optimuman ezek koziil az egyik deprotonalt, mig a masik
protonalt formaban van jelen (Cornish-Bowden 1995).

Ezek az eredmények egyiittesen azt mutatjak, hogy a TfBXyl43 aktiv centrumaban
egy katalitikus nukleofil és egy katalitikus sav/bazis oldallanc egyiittes jelenléte sziikséges a
szubsztrat sikeres hidroliziséhez. Hasonlé eredményekrdl szamoltak be korabban az
Aspergillus carbonarius-bol valamint az Aspergillus awamori X-100-bol izolalt xilan 1,4-p-

xilozidazok esetében (Kiss és munkatarsai 2002, Eneyskaya és munkatarsai 2007).

56



4.5. Az enzim szubsztrat-specifitisanak vizsgalata xilooligomerekre

Miutan korabban az 4.3. pontban megallapitottuk azt, hogy a T{BXyl43 a
természetes szubsztratjai koziil a xilobiozt képes elbontani, megvizsgaltuk azt is, hogy
milyen mas polimerizacio-foki xilooligomereken tudja még az enzim a hidrolitikus
aktivitasat kifejteni. Ennek meghatarozasat HPLC-s analizissel, a 3.10. pontban leirtaknak
megfelelden végeztiik. Ezek alapjan az enzim hidrolitikus aktivitasat xilotrioz, xilotetradz és
xilopentadz szubsztratokon vizsgaltuk meg. A meghatarozas soran az alkalmazott detektorra
(torésmutatd index, RI) valo tekintettel izokratikus eluciot kellett alkalmaznunk. Elszor az
enzimet nem tartalmazé elegyet mértiik meg (23a. 4bra), majd pedig az enzim hozzaadasat
kdvetden 3 ora elteltével ujra lemértiik a reakcioelegyet (23b. abra). A xilobioz és xilotridz

teljes enzimatikus hidrolizisét pedig VRK mddszerrel kdvettiik (23c. abra).

c)

87 ® a) 2 ‘ b)
DX Tiixa x4

x5

23. 4dbra. A TfBXyl43 enzim szubsztrat-specifitisinak meghatarozasa kiilonboz6 polimerizacio-foka
xilooligomerekre. A HPLC-s analizist izokratikus elvalasztissal, MeCN:H,O 6:4 aranyu eluens Osszetétel mellett
végeztik. (@) a xilotridzt, -tetradzt és -pentadzt tartalmazé elegy az enzim hozzdadasa el6tt, 100 mM pH 6.0
citromsav/Na,HPO,x2H,0 puffer jelenlétében. (b) az enzim (30 pl, 15 pg) éltal hidrolizalt reakcid elegy 3 ora
inkubacio utan 50 °C-on. (c) A xilobidz és xilotriéz enzimatikus hidrolizisének VRK-s vizsgalata egy ora utan 15 pg
TfBXyl43 jelenlétében, i-BUOH:EtOH:H,0-t (5:5:3) alkalmazva mozgé fazisként: 1. xiloz, 2. xilobidz, 3. xilotroz a

reakcid kezdetén; 4. xilobioz és 5. xilotroz hidrolizatumok 1 éra enzimatikus emésztést kovetéen.

Osszehasonlitva a 23a. és 23b. abrakon latottakat megéllapithatjuk, hogy az enzim
hatasara csak a xilotrioz mennyiségében tapasztalhatd jelentds csokkenés, mig xilotetradz és
xilopentadz esetében nem tapasztalhaté érdemi valtozas. A 23c. abra pedig azt mutatja, hogy
ez enzim nemcsak a xilobidzt, hanem a xilotriozt is xil6zza bontja. Ezen eredmények azt
bizonyitjak, hogy a xilotriéznal magasabb polimerizacio-foki xilooligomerek mar nem
szubsztratjai az enzimnek.

Ezen megallapitasok alapjan kijelenthetjiik, hogy a TfBXyl43 enzim valoban egy
exo-hidroléz, amely a haromnal magasabb polimerizacio-foku oligomereket mar egyaltalan

nem képes hidrolizalni.
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4.6. Inhibicios vizsgalatok

Az enzim milkodése szempontjabol igen nagy jelentdséggel bir a szubsztratkotd
hely feltérképezése. Ennek részletesebb tanulmanyozasa érdekében sziikségesnek lattuk
inhibicids vizsgalatok elvégzését is.

Amint az a korabbi kinetikai vizsgalatok soran kideriilt (4.3. pont) a TfBXyl43 igen
nagy specifitast mutat a szubsztrat glikon gytirtijének sztereokémiajara, jelezve ezaltal annak
jelentdségét a megkotddésben. Mivel az enzim sem a pNP-Ara-t sem pedig a pNP-Glc-t nem
volt képes hidrolizalni, igy levonhattuk azt a kovetkeztetést, hogy mind a C-4 helyzetl
hidroxil csoport térallasa, mind pedig a C-5 helyzetli hidroximetil csoport hianya egyarant
fontos a szubsztrat aktiv centrumba torténd megfeleld illeszkedésében. Ugyanakkor a
kiilonboz6 aglikonnal rendelkezd xildéz szarmazékok, kiilonb6zé mértékben ugyan, de
gatoltdk az enzim miikddését (4. tablazat). Ezen vegyiiletek, mind kompetitiv modon
kotodtek az enzimhez. Az inhibicids vizsgélatokat a 3.15. pontban leirtaknak megfeleléen

végeztik.

4. tablazat. A TfBXyl43 enzim kompetitiv gatloszereinek inhibicios allando (K;) értékeinek 6sszefoglalo tablazata

kiilonb6z6 aglikonnal rendelkez6 B-D-xilopiranozid szarmazékok esetében.

Kompetitiv inhibitorok Szerkezet [mKl\i/I
(@)
HO
D-xiléz %OH 67
OH
o
HO S
Propil-1-tio-f-D-xilopiranozid M \c3H7 144
OH
o
HO S
Etil-1-tio-4-D-xilopiranozid M/ et 12.8
OH
o
HO IS
Metil-1-tio-g-D-xilopiranozid M Nch, 10.7
OH
o)
HO N3
p-D-xilopiranozil-azid % 5.1
OH
Ho%o/s
HO
para-aminotiofenil-1-tio-f-D-xilopiranozid on ﬁ 4.5
NH,
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A meghatarozasokat 0.1 M pH=6.0-o0s citromsav/Na;HPO,x2H,O puffer jelenlétében, 0.5 mM és 1 mM pNP-Xyl
mellett végeztikk 10 percen at 50 °C-on. A kapott K; értékeket Dixon modszere alapjan hataroztuk meg (Dixon
1953).

A kapott inhibiciés allandok értékei alapjan kijelenthetjilk, hogy a D-xiléz a
legkisebb, mig a para-aminofenil-1-tio-p-D-xilopiranozid valamint a -D-xilopiranizil-azid a
legnagyobb affinitassal kotédik az enzim aktiv centrumaba.

A K; alapjan a D-xilozrol azt mondhatjuk, hogy nem igazan hatékony gatloszere az
enzimnek, ennek azonban fontos élettani jelent6sége lehet az enzim, ezaltal pedig maga sejt
miikddésére nézve.

A vizsgalt vegyiiletek koziil az eldbbihez képest, az metil-1-tio-p-D-xilopiranozid,
etil-1-tio-B-D-xilopiranozid ¢és az propil-1-tio-B-D-xilopiranozid mar hatékonyabb
inhibitoroknak bizonyultak. Ez azt jelzi, hogy az alifas oldallancok hidrofob karakterének
van jelentdsége az enzim aktiv centrumaba torténd kotdédés esetén. Raadasul a tiometil,
tioetil és tiopropil csoportokat tartalmazd vegyliletek esetében egyre kisebb affinitas
mutatkozik a kotédést illetéen, ami arra utal, hogy az alifas lancok méretének novekedése
nem kedvez a megfelelé enzim-inhibitor komplex kialakulasanak.

A TfBXyl43 enzim aktiv centrumaba a legnagyobb affinitassal a B-D-xilopiranozil-
azid illetve a para-aminofenil-1-tio-B-D-xilopiranozid vegyiiletek kotédtek. Ezek az adatok
azt bizonyitjak, hogy a hidrofob jelleg mellett, igen jelentés n-m kdlesdnhatasok is szerepet
jatszanak az inhibitor k6t6désében, amennyiben az aglikon aril- vagy azid-csoport.

Osszegezve az inhibiciés és a kinetkiai (4.3. pont) vizsgilatok eredményeit azt
mondhatjuk, hogy a TfBXyl43 aktiv centrumaban, az aglikon-k6t6helyen egy vagy tobb
aromas oldallanc vesz részt a szubsztrat vagy inhibitor megkotésében. Ezek hasonlosagot
mutatnak a  Penicillium  wortmanni-bol  izolalt xilan 1,4-B-xilozidazoknal  tett

kovetkeztetésekkel (Deleyn és munkatarsai 1980).

4.7. Az enzimreakcié sztereoszelektivitasanak idébeli kovetése "H-NMR segitségével
Azért, hogy valaszt kapjunk arra a kérdésre, hogy az enzim milyen mechanizmus
szerint (2.4.2.1. pont) hasitja a szubsztratjat (pNP-Xyl), vizsgaltuk a reakcié soran keletkezd
vizsgalatot a 3.9. pontban leirtaknak megfelelden végeztiik. Ennek soran az enzim
viszonylag nagy mennyiségben volt jelen (2 mg) a pNP-Xyl szubsztrathoz képest (2 mg)

annak érdekében, hogy rovid id6 alatt olyan jelentds mennyiségii termék felszabadulas

59



kovetkezzen be, amely nagy biztonsaggal detektalhato a modszer adta keretek kozott, még
azelott, hogy az tovabb alakulhatna.

A hidrolizis idébeli kovetése soran, kozvetlenil a reakcid elején, a 30.
masodpercnél egy uj dublett megjelenését tapasztaltuk, 5.17 ppm-es kémiai eltolodassal €s

3.57 Hz-es csatolasi allandoval, amely egyértelmiien a keletkezd termék (D-xil6z) oo anomer
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24. abra. A TfBXyl43 enzim (2 mg) altal hidrolizalt pNP-Xyl szubsztrat (2 mg) reakcidjanak idébeli kovetése *H-
NMR spektroszkopiaval. A hidrolizist 50 mM-os pH 6.0 deuterdlt citromsav/Na,HPO,x2H,O puffert mellett

végeztiik 27 °C-on. A legalso spektrum a pNP-Xyl-r6l késziilt az enzim hozzaadasa el6tt.

Az enzim hozzaadasat kdvetden lathatd, hogy a 30. valamint a 69. masodperceknél
rogzitett spektrumok esetén a kiindulasi anyag még jelen van a rendszerben, mig a 110.
masodpercben rogzitett spektrumnal jol lathatd, hogy a szubsztrat teljesen elfogyott, a
hidrolitikus folyamat lejatszédott.

A 110. masodperchez tartozé spektrumban egy ujabb dublett (4.52 ppm-es kémiai
eltolodassal és 7.27 Hz-es csatolasi allandoval) jelent meg, ami a mutarotacid kdvetkeztében
keletkez6 B-anomer megjelenésére utal (24. abra). A B-anomer viszonylag gyors
keletkezésének legfobb oka ilyen alacsony hémérsékleten (27 °C, amikor az enzim
homérséklet optimuma 50 °C) az, hogy a xiléz - 1évén, hogy egy pentdz - konformative
sokkal instabilabb, mint altalaban a hex6zok, ezért a mutarotacidja is sokkal gyorsabban

kovetkezik be.
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A 'H-NMR mérések alapjan bizonyitast nyert az a tény, hogy az éltalunk vizsgalt
TTBXyl43 a szubsztratjat (DNP-Xyl), inverziés mechanizmus szerint hidrolizalja (4b. abra).

4.8. A TfBXyl43 enzim transzferaz aktivitasinak vizsgalata

Az 4.7. pontban kapott eredmények alapjan bizonyitottuk, hogy a TfBXyl43 enzim
inverzios mechanizmus szerint hasitja a szubsztratjat (pNP-Xyl). Ennek fényében kiilondsen
érdekesnek bizonyult az, amikor a 3.13. pontban leirtak szerinti reakcidelegyeket
megvizsgalva a HPLC-s kromatogramon egy 1j, addig ismeretlen termék megjelenését

tapasztaltuk az el6zetesen vart D-xil6z és pNP mellett (25. abra).

15,82 C A 26@, ¢

a) 450,80 b)

| PAP-1-5-X1 7 PAP-1-5-X2

412.39

; Jl}i. ‘. ,\‘*A\J/LM‘ &&Vlumj".'#d
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25. abra. A TfBXyl43 enzim transzferaz aktivitasanak vizsgalata. (a) a kontrol oldat, amely tartalmazta a donort
(pNP-Xyl, 10 mM, 200 pl) az akceptort (pAP-1-S-X1) és a puffert (270 pl, 10 mM-os pH 6.0
citromsav/Na,HPO,x2H,0) az enzim nélkiil 50 °C-on. (b) az enzim (30 pl, 50 pg) hozzdadasa utan a reakcidelegy 3

ora inkubacio6 utan 50 °C-on. (C) a reakcidelegy MALDI-TOF modszerrel felvett tomegspektruma.

3 oras inkubacié utdn a reakcidelegy vizsgalata soran egy Uj termék jelent meg a
kromatogramon 8.2 perces retencids id6vel, amelynek 260 nm hulldmhosszon elnyelése volt
(25b. abra). Ezek alapjan ez csak olyan termék lehetett, amelynek rendelkeznie kellett para-
aminotiofenil csoporttal, mivel csak az ilyen funcidval rendelkez6 anyagok nyelnek el ezen

hullamhosszon. Az Gjonnan megjelend terméket tovabbi MALDI-TOF MS vizsgalatoknak
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vetettiik ala, amely alapjan kideriilt, hogy az 0j termék molekulatomege (m/z) 412.39-nek
adodott amely a para-aminofenil-1-tio-B-D-xilobiozidnak (pAP-1-S-X2, C1¢H23sNOgNa) felel
meg (25c. abra). A pAP-1-S-X2 keletkezése az enzim reakcid sordn bizonyitja az enzim
transzglikozilezd aktivitasat, amelynek kovetkeztében a pNP-Xyl donor hidrolizise soran egy
xilozil csoportot atvitt a pAP-1-S-X1 akceptorra.

Hasonlo eredményeket kaptunk abban az esetben is, ha a pNP-Xyl helyett
donorként xilobidzt hasznaltunk ugyanolyan koncentracid viszonyok és koriilmények
mellett. A reakcio teljes konverzidja xilobiéz donor esetében 1.6%-nak, mig pNP-Xyl
esetében 3.2%-nak adodott. Ez igencsak meglepd eredmény tekintettel arra, hogy legjobb
tudasunk szerint, nem sok inverziés mechanizmus szerint hasitdé B-D-xiloziddz enzim

esetében irtak le hasonld jelenséget.

4.9. A katalitikusan aktiv aminosav oldallancok kémiai modositasanak Kkinetikai
vizsgalata

A katalitikus folyamatban részt vevd oldallancok kémiai moédositdsanak kinetikai
vizsgélata sordn, az enzimaktivitds valtozasat, kiilonb6zo inaktivator koncentraciok mellett
kovettiik az 1d6 figgvényében. Mindegyik altalunk vizsgalt inaktivalddasi folyamat esetében
a maradék aktivitds természetes alapi logaritmusat abrazolva az idé fiiggvényében
egyeneseket kaptunk, amelyek alapjan megallapitottuk, hogy az inaktivacid latszolagos
elsérendli kinetika szerint jatszodott le. Ennek alapjan az adott inaktivator elGszor
reverzibilisen kdtodik az enzimhez, ezaltal egy atmeneti jellegii enzim-inaktivator komplexet
alakitva ki, ezt kovetéen pedig bekdvetkezik a tényleges kovalens kotés kialakitasa, ahogy
azt mar mas enzimek esetén is leirtdk (Keresztessy és munkatarsai 1994, Komissarov és
munkatarsai 1995, Kiss és munkatarsai 2002, Stubbs és munkatarsai 2008):

E+l«s[Ex1]—>E-|
ahol E a xilan 1,4-B-xilozidaz enzim, I az inaktivator, [E*I] az enzim-inaktivator komplex, E-
I az inaktivator altal kovalensen mddositott enzim, K; a latszolagos inaktivalodasi allando, k;
pedig az inaktivalodas sebességi allandoja.
A moédositasi reakciok latszolagos elsérendii sebességi allandoit (Kapp), Kitz és Wilson altal
megadott modszert (1962) kdvetve, az egyenesek meredeksége alapjan hataroztuk meg.
a Vo _ K, -t

S L
voOL+K 1] )
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ahol vq a kezdeti sebességet jeloli, v a t idépontban mért sebességet, [1] pedig az inaktivator
Amennyiben megismerjik a Kgp értékeket ugy lehetdségiink nyilik az inaktivalodasi
folyamatot jellemz6 tovabbi kinetika paraméterek (k;, K; és ki/K;) meghatarozasara is (Kitz és
Wilson 1962, Pétra 1971), tekintettel arra, hogy a latszolagos sebességi allandé megadhato
ugy is, hogy:

app
Ki+[1]
amely alapjan a kayp inaktivator koncentracio fliggése kifejezhetd:
1K 1.1 -
kapp ki [I ] ki

Az (5) egyenlet pedig nem mas, mint egy egyenes egyenlete, amelynek alapjan a latszolagos
sebességi allando (kapp) értékek reciprokat dbrazolva az inaktivator koncentracio
reciprokanak fliggvényében, az y tengely metszetébdl meghatirozhatd az inaktivalodas
sebességének allanddja (k;) ennek ismeretében pedig az egyenes meredekségébdl a

latszolagos inaktivalodasi allando (K;) mar konnyen kiszamithato.

4.9.1. A karboxil oldallancok specifikus kémiai modositisa

Annak érdekében, hogy bizonyitani tudjuk a karboxil aminosav oldallancok
részvételét a katalitikus folyamatban, a TfBXyl43 enzimet specifikus kémiai reagensekkel
modositottuk. Ennek soran vizben oldodé 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimidet
(EDAC) hasznaltunk, nukleofilként pedig glicin-metil-észtert (Lundblad és Noyes 1985),
amely az 5. abran lathatdé modon fejti ki inaktivald hatasat. Az inaktivalasi reakciok
kovetését a 3.16.2. pontban leirtak szerint végeztiik el.

A TfBXyl43 enzim EDAC-cal torténd specifikus kémiai modositasa, glicin-metil-
észter jelenlétében, azt mutatta, hogy az inaktivalédas hoémérsékletfiiggd folyamat. 90 perces
inkubacié utan 20 °C-on 70 mM EDAC és 1 mM glicin-metil-észter mellett az enzim tGbb
mint 10 %-ot veszitett a katalitikus aktivitasabol. 35 °C-on ugyanilyen koriilmények kozott
tobb mint 20 %-os aktivitas csokkenést figyelhettiink meg. A legjelentdsebb csokkenést az
50 °C-on torténd inkubacid esetén tapasztaltuk, amely tobb mint 64 %-nak adddott. Fontos
még megemliteniink azt is, hogy az enzim 120 percen at tartdo 50 °C-os inkubaciot kdvetden

teljes mértékben elveszitette az aktivitasat.
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Ezen eredmények alapjan joggal feltételezhetjiik, hogy egy ilyen termofil enzim
esetében is, mint az altalunk vizsgalt TfBXyl43, a kozeg hémérsékletének ndvekedése
elésegiti az aktivitas kifejtéséhez leginkdbb alkalmas fehérje konformacid kialakulasat. Ez
mindenképpen elengedhetetlen az inaktivatornak aktiv centrumba torténd illeszkedéséhez és
ebbdl kifolydlag, a mdédositasi reakcid szempontjabdl optimalis, enzim-inkativator komplex
létrejottéhez. Ezen kovetkeztetésiink szoros Osszefliggést mutat az enzim aktivitdsanak
hémérséklet fiiggésénél — a megfelelé enzim-szubsztrat komplex kialakulasara — korabban
tett megallapitasokkal (1asd 4.3. pont).

Az EDAC-al katalizalt glicin-metil-észteres inaktivalodasi folyamat esetében, a
maradék aktivitds természetes alapu logaritmusat abrazoltuk az id6 fliggvényében (26a.

abra).

a
@ (b) B EDAC + XylN,
507 ol 1,84 ® EDAC
=
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2 251 R 2
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= = 064
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26. abra. A TfBXyl43 specifikus kémiai modositasa vizoldhaté karbodiimiddel (EDAC) megfelelé nukleofil
(glicin-metil-észter) jelenlétében. (a) az enzimet (16 pg) kiilonbozd koncentracioja EDAC-cal inaktivaltuk 100 mM
pH 8.0 foszfat pufferben 50 °C-on 1 mM glicin-metil-észter mellett. Az egyes reakcio elegyekben a kovetkezd
EDAC koncentraciokat alkalmaztuk: 10 mM (m), 30 mM (e), 50 mM (A), 70 mM (V¥), 100 mM (). Megfeleld
id6épontokban torténé mintavétellel meghataroztuk az enzim maradék aktivitasat 1 mM pNP-Xyl szubsztrattal 100
mM pH 6.0 citromsav/Na,HPO,x2H,0 pufferben 10 percig 50 °C-on. A kisebbik, beillesztett dbran a szamitott Kapp
értékek reciprokat abrazoltuk az inaktivator koncentraciok reciprokanak fliggvényében. (b) a p-D-xilopiranozil-azid,
mint kompetitiv inhibitor, aktiv centrumot véd6é hatdsa a kémiai modositassal szemben az EDAC-cal végzett
inaktivacio esetében. Az enzimet (16 pg) 70 mM EDAC-cal 1 mM glicin-metil-észter mellett inkubaltuk 100 mM
pH 8.0 foszfat pufferben 50 °C-on, 10 mM XylINj3 jelenlétében (m) illetve annak hianyaban (e). A maradék aktivitast

a 3.16.2. pontban leirtak szerint hataroztuk meg.

Ezt kdvetben a 26a. abra és a (3) egyenlet alapjan, az egyes EDAC koncentracio
értékekhez tartoz6 latszolagos elsérendii sebességi dllandd (kgp) értékeket, az egyenesek
meredekségeibdl szamitottuk ki. Ezutdn a kiszdmitott ka, értékek reciprokat abrazolva az
inaktivator koncentraciok reciprokanak fliggvényben az (5) egyenlet alapjan meghataroztuk

az inaktivalodas kinetikai paramétereit. Ezek eredményeképpen az inaktivalodas sebességi
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allandodja k; = 0.0406 min*-nak, az inaktivator kotédési allanddja K; = 170.2 mM-nak, mig az
inaktivalodas hatékonysaga ki/K; =2.39 x 10" min/mM-nak adodott.

Azért, hogy be tudjuk bizonyitani, hogy az EDAC katalizalt glicin-metil-észter altal
modositott karboxil aminosav oldallanc valéban az aktiv centrumban talalhatd, az enzim
egyik hatékony kompetitiv inhibitora, a B-D-xilopiranozil-azid (XyIN3) (lasd 4.4. pont),
jelenlétében és hidnyaban ujra elvégeztiik az inaktivalasi reakciot. A vizsgélat sordn kiderdilt,
hogy az inaktivalodas sebessége 10 mM (1.95 K;) XyIN; alkalmazisa mellett, tobb mint
harmadara 1.36x102min™-r61 4x107® min™-re csokkent (26b. 4bra).

A kapott eredmények alapjan kimutattuk, hogy a kompetitiv inhibitor (XyIN3)
kotédése révén, részelegesen megvédte a xilan 1,4-B-xilozidazt az EDAC és glicin-metil-
észter okozta inaktivacidval szemben. Ez a tény pedig egyértelmiien azt bizonyitja, hogy a
mddositott aminosav oldallanc, amely az enzim aktiv centrumaban taldlhaté karboxil-
csoportot tartalmaz és meghatarozo szerepet jatszik a katalitikus folyamatban.

Eppen ezért, hogy a moédositott karboxil-csoportot tartalmazé oldallanc savi
disszociacids allandojat meghatarozzuk, sziikséges volt a karbodiimides moddositas

sebességét kiilonbozoé pH értékeknél meghataroznunk.

k
ka =LX (6)
P LH[HT/K,

ahol x az inaktivator (EDAC) koncentracidja, K pedig a modositott aminosav oldallanc savi

disszociacios allandoja.
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27. abra. Az TfBXyl43 karbodiimides inaktivacidjanak pH-fiiggése. Az enzimet (16 pg) 70 mM EDAC-cal 1 mM

glicin-metil-észter jelenlétben 100 mM foszfat pufferben pH 5.1 és 8.0 kozott inkubaltuk 50 °C-on. A reakcid soran

a maradék aktivitas alakulasat a 3.16.2. pontban leirtaknak megfeleléen kovettitk nyomon. A kapott Kqp, értékekhez
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legjobban illeszkedd gorbét, és igy a modositott oldallanc disszociacios allandojat, nemlinearis illesztéssel a (6)

egyenlet alapjan hataroztuk meg.

Amint az 27. abrén is jol lathat6, az elméleti gorbe Ka = 3.8 x 107 értéknél mutatta
a legpontosabb illeszkedést a kisérletileg meghatarozott sebesség értékekhez, ebbdl adoddan
az EDAC-cal modositott aminosav oldallanc savi disszociacios allanddja pKa = 7.4240.22-
nek adodott, a (6) egyenlet alapjan. Az igy kapott érték, hibahataron beliil, igen kozeli
egyezést mutat a K. pH-fliggésénél meghatarozott értékhez pKes,= 7.6+0.28 (lasd 4.4. pont),
amely azt bizonyitja, hogy az enzim teljes inaktivalodasa akkor kovetkezik be, amikor a
katalitikus sav/bazis oldallanc deprotonalt formaban van.

Osszegezve a kapott eredményeket megallapithatjuk, hogy a TfBXyl43 enzimet az
glicin-metil-észter EDAC mellett teljes mértékben inaktivalta. A kompetitiv inhibitor
jelenlétében végzett vizsgdlatok azt mutattdk, hogy a modositott oldallinc az aktiv
centrumban talalhatd. Ezaltal a lehetséges aminosavak kdre immar potencialisan kettdre
szukiilt, a katalitikus nukleofilra, valamint a katalitikus sav/bazisra. Az inaktivalodasi reakcio
pH fliggésénél kapott eredmények pedig arra utalnak, hogy a hidrolitikus folyamatban részt

vevd két aminosav oldallanc koziil nagy valdszintiséggel a katalitikus sav/bazis modosult.

4.9.2. Az N-brémacetil-p-D-xilopiranozil-aminnal (NBAXA,) mint affinitas-jelolével
végzett vizsgdalatok

Ahogy arr6l mar koradbban, az irodalmi attekintésben is szo esett, a glikozid-
hidrolazok esetében a katalitikusan aktiv aminosavak modositasanak egyik lehetséges
eszkoze lehet példaul az affinitas-jelolék hasznalata. Korabbiakban mar szamos esetben
szamoltak be ezen vegyiiletek sikeres szintézisérél és alkalmazasardl kiilonbozo
glikozidazok esetében (Plapp 1982, Black és munkatarsai 1993, Keresztessy és munkatarsai
1994, Tull és munkatarsai 1996, Kiss és munkatarsai 2002, Jager és Kiss 2005). Azonban
sziikebb értelemben véve elmondhat6, hogy az inverzids glikoziddzok esetében eddig még
nem alkalmaztak ezeket a vegyiileteket, kiilondsen nem az olyan enzimek esetében, mint az
altalunk vizsgalt TfBXyl43. Az enzim katalitikus aminosav oldallancainak azonositasara az
N-bromacetil-B-D-xilopiranozil-amint  (NBAXA), mint lehetséges affinitas-jel616t
szintetizaltuk. A szintézist a 3.16.1. pontban leirtaknak megfelel6en végeztiik el.

Az NBAXA teljes mértékben képes volt inaktivalni a TfBXyl43 enzimet, ezen kiviil
az inaktivalodas ebben az esetben is homérséklet-fiiggést mutatott, hasonléan az EDAC,

glicin-metil-észternél leirtakhoz. A vizsgélat soran az enzimet 40 mM NBAXA mellett 90
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percen at inkubaltuk kiillonb6z6 hoémérsékleteken, ¢és az EDAC, glicin-metil-észteres
inaktivacional tapasztaltakkal 6sszhangban itt is 50 °C-on, vagyis a hdmérsékleti optimuman,
inaktivalodott az enzim a leggyorsabban és leghatékonyabban.

A kémiai modositas kinetikai paramétereit csak gy, mint kordbban, a maradék
aktivitas természetes alapu logaritmusanak az id6 fliggvényében torténd abrazolasa alapjan

hataroztuk meg (28a. abra).
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28. abra. A TfBXyl43 inaktivacioja NBAXA-val. (a) Az enzimet (20 pg) 200 mM pH 8.0 foszfat puffer
jelenlétében inkubaltuk 50 °C-on 20 mM (m), 40 mM (e), 60 mM (A), 80 mM (V) és 100 mM (<€) NBAXA-val.
Adott idopontokban torténé mintavétellel meghataroztuk az enzim maradék aktivitasat 1 mM pNP-Xyl szubsztrat
segitségével 10 mM pH 6.0 citromsav/Na,HPO4x2H,0 pufferben 10 perces inkubacios idét alkalmazva 50 °C-on. A
kisebbik, beillesztett abran a szamitott Ky értékek reciprokat abrazoltuk az inaktivator koncentraciok reciprokanak
fiiggvényében. (b) A kompetitiv inhibitor (XyIN3), aktiv centrumot védd hatisa az NBAXA altal végzett kémiai
modositassal szemben. A mérés soran az enzimet (20 pug) 40 mM NBAXA-val inkubaltuk 200 mM pH 8.0 foszfat
pufferben 50 °C-on, 10 mM XylINj; jelenlétében (x) illetve annak hidnyaban (#). A reakcid soran a maradék

aktivitast a 3.16.3. pontban leirtak szerint hataroztuk meg.

A 28a. abra és a (3) egyenlet nyoman, a kapott egyenesek meredekségeibdl
kiszamitottuk az egyes NBAXA koncentracio értékekhez tartozo latszolagos elsérendi
sebességi allando (kgpp) értékeket. Ezt kdvetden, hasonldan a kordbban leirtakhoz, a kapott
Kapp értékek reciprokat az inaktivator koncentraciok reciprokanak fiiggvényében abrazoltuk
és az (5) egyenlet alapjan meghataroztuk az inaktivalodas kinetikai paramétereit. Ezek
alapjan az inaktivalodas sebességi allanddja k; = 0.014 min™-nak, az inaktivator kotddési
allandéja K; = 60.2 mM-nak, mig az inaktivalodas hatékonysaga ki/K; = 2.33 x 10™ min’
/mM-nak adodott.

Az 4.9.1. pontban leirtakhoz hasonldéan, az NBAXA-val torténé kémiai modositas
soran is megvizsgaltuk azt, hogy a XyIN3; mint kompetitiv inhibitor jelenléte megvédi-e az

aktiv centrumot az inaktivalodastol. A kapott eredmények alapjan egyértelmtien kidertilt,
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hogy a XyIN; jelenléte csokkentette az inaktivalodas latszolagos elsérendii sebességi
allandojat kevesebb, mint a felére, 4.1x10 min™-r61 2.0x10 min™-re (28b. abra).

Osszességében mind a 28b. abra, mind pedig a meghatdrozott ks, értékek azt
mutatjak, hogy a XyIN;, a kotddése révén, részlegesen megvédte a xilan 1,4-B-xilozidaz
enzim aktiv centrumat az NBAXA altal okozott kémiai moddositassal szemben, ami
egyértelmiien bizonyitja, hogy a mddositott aminosav oldallanc az aktiv centrumban
talalhato, és lényeges szerepet jatszik a szubsztrat hidrolizisében. Ennek a legf6bb
magyarazata abban van, hogy az NBAXA egy szubsztratanalég vegyiilet. Emiatt sokkal
nagyobb annak a valésziniisége, hogy a molekula a szubsztrathoz hasonlo térhelyzetben
kotédik az aktiv centrumba, — az EDAC-cal és a glicin-metil-észterrel ellentétében —
melynek kovetkeztében a reaktiv bromacetil csoport az anomer centrum kdrnyékén talalhato
katalitikus aminosav oldallancok valamelyikével tud kovalens kotést 1étesiteni.

Mindezeken feliil megvizsgaltuk azt is, hogy az enzim a teljes inaktivalodas utan 2-
merkaptoetanol segitségével tUjra aktivalhato-e. Ennek érdekében az enzimet teljesen
inaktivaltuk NBAXA-val 6 6ran at, majd pedig az inaktivator felesleg eltavolitasa utan 2-
merkaptoetanol jelenlétében inkubaltuk 3 oran at, amelynek hatasara az enzim aktivitasa
semmilyen mértékben nem regeneralodott (14sd 3.18. pont). Az enzim tiolos reaktivalasanak
teljes hatastalansaga azt bizonyitja, hogy ciszteinil csoport nem vesz részt kozvetleniil sem a
katalitikus folyamatban, sem a szubsztrat megkdtésben sem pedig az aktiv centrum
megfeleld térszerkezetének kialakitasaban tigy, mint ahogy azt az E. coli-bdl szarmazé B-D-
galaktozidaz enzim esetében leirtak (Naider és munkatarsai 1972).

Annak érdekében, hogy meg tudjuk hatdrozni az NBAXA éltal modositott aminosav
oldallanc pKp értékét, hasonloan az EDAC, glicin-metil-észteres inaktivalashoz (lasd 4.9.1.
pont), meg kellett hataroznunk az egyes latszolagos elsérendii sebességi allandokat

kiilonb6z6 pH-k esetén (29. abra).
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29. abra. Az xilan 1,4-B-xiloziddz NBAXA-val torténé kémiai modositasanak pH-fiiggése. Az enzimet (20 pg) 40
mM NBAXA-val 200 mM foszfat pufferben pH 5.1 és 8.0 kozott, illetve 200 mM TRIS-HCI pufferben pH 8.5 és
9.0 kozott inkubaltuk 50 °C-on. A maradék aktivitds valtozasat reakcid soran a 3.16.3. pontban leirtaknak
megfelelden kovettiik. A kémiailag modositott oldallanc savi disszociacids allandojat, a kapott K értékekhez

legjobban illeszkedd gorbébdl, a (6) egyenlet alapjan, nemlinearis illesztéssel hataroztuk meg.

Az NBAXA altal alkilezett aminosav oldallanc esetében, a kisérletileg
meghatarozott sebesség értékekhez, az elméleti gorbe Ka = 2.1 x 107 értéknél mutatta a
legpontosabb illeszkedést, igy a (6) egyenlet alapjan, a kémiailag modositott aminosav
oldallanc savi disszociacios allandoja pKa = 6.68+0.1-nek adddott. Ez az érték meglehetdsen
kozel esik a ke Ky pH fuggésénél kapott értékhez pKe,= 6.44+0.19 (lasd 4.4. pont).
Hasonléan az EDAC glicin-metil-észteres inaktivalashoz az enzim teljes inaktivalodasa ez
esetben is akkor kovetkezik be, amikor a katalitikus sav/bazis oldallanc deprotonalt
formaban van.

Ezen eredményeket, Osszevetve a karbodiimides kémiai modositasnal kapott
értékekkel, arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a katalitikus sav/bazis sokkal jelentésebb
szerepet jatszik a katalitikus folyamatban az inverziés enzimeknél, mint a retencios
enzimeknél.

Ahogy arra mar a korabbiakban is utaltunk, mind az EDAC, glicin-metil-észter
jelenlétében, mind pedig az NBAXA altal végzett kémiai modositasok esetében
meghataroztuk az inaktivalodas kinetikai paramétereit Kitz és Wilson moédszere alapjan. A
kapott kinetikai paramétereket elemezve megallapithatjuk, hogy mind az NBAXA mind
pedig az EDAC, glicin-metil-észter mellett végzett kémiai modositas Osszességében nagyon
hasonl6 inaktivalodasi hatékonysagot (ki/K;) mutat. Az NBAXA-nal meghatarozott ki/K;

érték t5bb mint kétszer nagyobb (ki/K; = 2.33x10™* min/mM), a cassava linamaraz esetében
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kapott értékeknél, ahol az inaktivaciot a hasonlo jellegli N-bromacetil-p-D-glitkopiranozil-
aminnal végezték para-Nitrofenil-B-D-gliikopiranozid szubsztrat mellett (k/K; = 1.08x10™
min™/mM) (Keresztessy és munkatarsai 1994). Azonban kozel nyolcszor kisebb az altalunk
mért inaktivalasi hatékonysag, mint amit az Aspergillus carbonarius-bél izolalt xilan 1,4-p-
xilozidaznal kaptak ugyanezen inaktivétor esetében (ki/K; = 1.90x10% min/mM) (Kiss és
munkatarsai 2002). Az EDAC, glicin-metil-észternél kapott ki/K; értékeket dsszehasonlitva
(ki/K; = 2.39 x 10 min/mM) pedig azt tapasztalhatjuk, hogy az Aspergillus carbonarius-
bol szarmazo xilan 1,4-B-xilozidazt tdbb mint szdzszor hatékonyabban képes inaktivalni ez
az inaktivator, mint a mi altalunk vizsgalt enzimet.

A kapott sebességi allandokat (k;) osszehasonlitva az NBAXA-val (k; = 0.014 min™)
illetve az EDAC-cal glicin-metil-észter (k; = 0.0406 min™) mellett végzett kémiai
moddositasok esetén azt tapasztaljuk, hogy a karbodiimid katalizalta kémiai modositas kozel
haromszor olyan gyorsan megy végbe a karboxil-csoportokon, mint a masik inaktivator
esetében. Ez a jelenség konnyen érthetové valik abban a pillanatban, amint figyelembe
vessziik azt a tényt, mely szerint az EDAC a karboxil-csoportokra egy specifikus aktivald
szer, mig az NBAXA bromacetil csoportja nem, amely megallapitds dsszhangban van az
Aspergillus carbonarius-bol izolalt enzimnél tapasztaltakkal (Kiss és munkatarsai 2002). A
k; értékeket mas xilan 1,4-B-xilozidaznal mértekkel 6sszehasonlitva pedig azt lathatjuk, hogy
az NBAXA esetében az Aspergillus carbonarius-os enzimnél kozel hatszor nagyobb
inaktivalodasi sebességet hataroztak meg (ki = 0.08 min™), mig az EDAC-cal végzett
moédositasnal ugyanez az érték kozel tizendtszor nagyobb (k; = 0.60 min™) kiilonbséget mutat
az altalunk vizsgalt enzimnél kapott értékekhez képest (Kiss és munkatarsai 2002).

A latszoélagos inaktivalodasi allando (Kj) értékeket vizsgalva megallapithatjuk
viszont azt, hogy az NBAXA (K; = 60.2 mM) kozel haromszor nagyobb affinitassal képes
ko6tédni az enzim aktiv centrumaba, mint az EDAC és a glicin-metil-észter (K; = 170.2 mM).
Ez a jelenség pedig azzal magyarazhatd, hogy amig az NBAXA szerkezete szubsztratanalog,
addig sem az EDAC-¢, sem pedig a glicin-metil-észteré nem az, ebbdl adédéan sokkal
jobban képes illeszkedni az NBAXA az enzim aktiv centrumdba. Ezt a jelenséget tovabba az
a tény is alatamasztja, hogy az NBAXA-val torténd inaktivalas esetén négyszer annyi
kompetitiv (40 mM XyIN3) inhibitort kellett hasznalnunk, mint az EDAC, glicin-metil-észter
torténd inaktivalas esetén (10 mM XylN3), annak érdekében, hogy kiszoritsuk az inaktivatort
(NBAXA) az aktiv centrumbol. Amennyiben a kapott K; értékeket 0Osszevetjiik az
Aspergillus carbonarius-os  xilan 1,4-p-xilozidaznal meghatarozottakkal, ugyanezen

inaktivatorokra nézve, akkor azt tapasztaljuk, hogy Iényegében mindkét inaktivator nagyobb
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affinitast mutat annak az enzimnek aktiv centruma irant (EDAC, glicin-metil-észter K; = 23.3

mM, NBAXA K; = 42 mM), mint az altalunk vizsgalt esetben (5. tablazat).

5. tablazat. A Thermobifida fusca-bol és az Aspergillus carbonarius-bél szarmazé xilan 1,4-B-xilozidaz enzimek

NBAXA-val valamint EDAC-cal végzett inaktivalasi reakciok kinetikai paramétereinek 6sszehasonlito tablazata.

. Ki Ki ki/K;
Enzim Inaktivator . .
[min™] [mM] [min™/mM]
Thermobifida fusca EDAC 0.0406 170.2 2.39x 10™
xilan 1,4-B-xilozidaz NBAXA 0.014 60.2 233 x 107
-2
Aspergillus carbonarius EDAC 0.6 23.3 2.6x10

xilan 1,4-B-xilozidaz NBAXA 0.08 42 1.90x10°

Osszességében a kapott eredmények azzal magyarazhatok, hogy mig az Aspergillus
carbonarius-bol izolalt xilan 1,4-B-xilozidaz egy fungalis, retenciés mechanizmus szerint
hasito glikozid-hidrolaz, addig a mi vizsgalodasunk kézéppontjaban allo Thermobifida fusca
TM51-b6l szarmazo enzim egy bakterialis, inverziés mechanizmus szerint hasité enzim.
Ezek alapjan pedig mar a tapasztalt kiilonbségek sokkal konnyebben érthet6vé valnak
tekintve, hogy a két mechanizmus szerint hasité enzim aktiv centrumara teljesen mas

geometriai elrendezddés jellemz6 (4. abra).

4.10. Az NBAXA idltal modositott valamint a nem modositott xilan 1,4--xilozidaz
enzim CD spektroszkopiai vizsgalata

A TfBXyl43 enzim monomer alegysége alapvetfen kétféle jellegzetes szerkezeti
részbdl all. Az egyik ilyen forma a polipeptid lanc N-terminalis végén talalhat6 Gtlapatos p-
propeller szerkezeti katalitikus egység, a masik pedig egy B-szendvics szerkezetli szénhidrat
koté modul. Ezek a szerkezeti formak jellegzetesnek mondhatok a GH43 csaladba tartozo
enzimek esetében (Briix és munkatarsai 2006, Brunzelle és munkatarsai 2008).

A fehérjék jellegzetes masodlagos szerkezeti formainak megjelenitésére, és a
benniik bekdvetkezd valtozasok nyomon kovetésére az egyik legszélesebb korben
alkalmazott mddszer a CD spektroszképia (Chen és munkatarsai 1972). Tekintettel arra,
hogy az altalunk vizsgalt fehérje szerkezete jelentds részben B-redds, illetve rendezetlen
szakaszokbol all, igy csak ezen szerkezeti elemek vizsgalataira koncentradltunk a CD

spektrumok elemzése soran (5. tdblazat). Ennek megfelelden a PB-redok karakterisztikus
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negativ maximummal jelennek meg 210 és 215 nm kozotti, mig pozitivval 190 és 195 nm
kozotti hullamhossz tartomanyban. Ezzel szemben, a rendezetlen szakaszok 190 és 195 nm
kozott jellegzetesen negativ maximumot, mig 210 és 215 nm kozott enyhén pozitiv jelet
adnak (30. abra).

Miutan a TfBXyl43 enzimet sikeresen inaktivaltuk NBAXA-val, az inaktivalodas
kovetkeztében bekovetkezd valtozasokat a masodlagos szerkezetben, CD spektroszkopia
segitségével kovettilk nyomon ¢és hasonlitottuk 6ssze a kémiailag nem modositott fehérjével

(30. abra). A vizsgalatokat a 3.16.4. pontban leirtak szerint hajtottuk végre.
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30. abra. A 10 pM aktiv és 6.62 uM inaktiv xilan 1,4-B-xiloziddz enzim oldatokrol rogzitett CD spektrumok
Osszefoglalo abraja, ahol a molaris ellipticitast (®) abrazoltuk a hullamhossz (L) fliggvényében. A felvételek 10 mM
pH 6.0 foszfat puffer mellett torténtek 25 °C-on. Az abran 210-215 nm-nél pozitiv, mig 190-195 nm-nél negativ

eltolodas figyelheté meg az inaktivalt enzim esetében.

Az aktiv és az inaktiv enzimekrdl felvett spektrumok &sszevetése alapjan
bizonyithato, hogy a kémiai modositas kovetkeztében a fehérje masodlagos szerkezete igen
jelentds torzulast szenvedett (30. abra). Ennek szamszertiisitésére elvégeztik a gorbék
dekonvolucios kiértékelését is, amely alatdmasztotta az el6bbi megallapitasunkat (6.

tablazat).
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6. tablazat. Az aktiv, valamint az inaktiv xilan 1,4-B-xilozidaz enzimek CD spektrumainak CONTINLL, CDSSRT

és SELCONS3 programok segitségével elvégzett dekonvolucios kiértékelése.

Enzim a-hélix B-redé B-hurok Rendezetlen
Aktiv TfBXyl43 2.6-4.8% 38.3-43.3% 19.6-22.4 % 32.2-34.7%
Inaktiv TfBXyl43 25-35% 29.6-32.9 % 14.7-17.3 % 47.5-52.1 %

A kapott spektrumok dekonvolucios kiértékelése alapjan kideriilt, hogy az enzim f3-

redo, illetve B-hurok szerkezeti egységeinek aranya az inaktivalodas hatasara kb. 8-10 %-al

(B-redd) valamint kb. 5 %-al (B-hurok) csokkent, ezzel szemben a rendezetlen szerkezetek

aranya kb. 15-17 %-al nétt (5. tablazat).

Végiil a kapott eredményeket Osszegezve megallapithatjuk, hogy a Thermobifida

fusca TM51-b6l szarmazd xilan 1,4-B-xilozidaz enzim az NBAXA-val torténé kémiai

modositas hatasara igen jelentds strukturalis atalakuldson ment at. Ennek a konkrét

szerkezeti kovetkezménye az lett, hogy az enzim rendezett B-struktirainak egy része

rendezetlenné alakult, amit mind a CD spektrumok, mind pedig a gérbék dekonvolucidja

alapjan szamitott értékek is aldtimasztottak.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkam soran a Thermobifida fusca TMb51l-es torzséb6l szarmazd E. coli
BL21(DE3) expresszios torzsében kifejezett rekombinans xilan 1,4-B-xilozidaz (TfBXyl43)
enzim tisztitdsat biokémiai jellemzését, valamint miikodési mechanizmusanak és aktiv
Thermobifida fusca egy viszonylag kiterjedten vizsgalt modell szervezet, amely fontos
ismeretekkel és tapasztalatokkal szolgalhat, mas hasonlo karakterii szervezetekbdl szarmazo
fehérjék megismerésében.

A pET28(a) vektor konstrukcioba klonozott TfBXyl43 génjét a mar korabban
emlitett E. coli térzs hordozta, egy 6 hisztidin (His-tag) egységet tartalmazo fuzios fehérje
formajaban, amelynek tenyésztése és IPTG (izopropil-1-tio-p-D-galaktopiranozid) révén
torténd indukcidja kovetkeztében az enzimet nagyobb mennyiségben sikertilt eldallitani. Ezt
kovetéen az E. coli sejtek feltardsa kovetkezett. Az enzim elsddleges tisztitasa affinitas
kromatografia segitségével valosult meg. Ezt kdvetben a tovabbi tisztitds anioncserés
kromatografiaval tortént.

Ezutan meghataroztuk az enzim aktivitasanak és stabilitasanak legalapvetébb
paramétereit. Ezen vizsgalatok eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a TfBXyl43 enzim
hémérséklet és pH optimuma 50 °C és pH 6.0. A stabilitasi vizsgalatok eredményei
kimutattak, hogy az enzim pH 4.5 és 5.5 kozott részlegesen, mig 6.0-os és 7.0-es pH-n
teljesen megérzi stabilitasat. Ezzel szemben az enzim pH 4.0-en nagyon instabilnak
mutatkozott. A héstabilitas vizsgalatok kimutattak, hogy az enzim 50 °C-on és pH 6.0-0n
kiilonosen nagy stabilitast mutat hosszabb tavon is, mig 60 °C-on részleges, 70 °C-on pedig
teljes instabilitast tapasztaltunk.

Az elektroforetikus vizsgalatok arra az eredményre vezettek, hogy a TfBXyl43
enzim molekulatomege nativ-PAGE koriilmények kozott 240 kDa-nak, mig denaturald
koriilmények kozott 61 kDa-nak addodott. Ez azt jelenti, hogy az enzim homotetramer
negyedleges szerkezettel rendelkezik. Ezzel egyiitt a vizsgalatok azt is kideritették, hogy az
enzim nativ szerkezetének fenntartasaban sem fémionok, sem pedig diszulfid hidak nem
jatszanak szerepet, sem az alegységeken beliili, sem pedig az alegységek kozotti
kolcsonhatasok kialakitasaban. Sokkal valoszinibbnek tlinik ezzel szemben az, hogy
hidrogénhid, illetve elektrosztatikus, valamint hidrofob kolcsonhatasok halozata jatszik

meghatarozo szerepet az enzim negyedleges szerkezetének kialakitdsdban.
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A kinetikai vizsgalatok eredményeit Osszegezve az allapithatd meg, hogy a
TfBXyl43 enzim csak és kizarolag a B-D-xilozt tartalmazé szubsztratokat volt képes
hidrolizalni, az o-L-arabindz illetve [-D-glikéz tartalmt szubsztratokat nem. Ez
Osszességében igen nagyfoku specifitdst mutat a szubsztrat glikon részét illetéen. Mindezen
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy egyrészt a C-4 helyezetben 1év6 hidroxil
csoport ekvatoridlis térallasa alapvetden fontos a megfeleld enzim-szubsztrdt komplex
kialakitasahoz, masrészt a C-5 helyzetben 1év6 hidroximetil csoport pedig sztérikus gatja
lehet ugyanezen komplex a sikeres 1étrejottéhez. Ezzel szemben az aglikon viszonylataban
mar sokkal mérsékeltebb specifitas volt megfigyelhet6 tekintettel arra, hogy mind a pNP-Xyl
mind pedig a xilobi6z szubsztratja az enzimnek.

A kinetikai paraméterek pH fiiggés vizsgalatanak eredményeibdl az a kovetkeztetés
vonhato le, hogy az enzim aktiv centrumaban, a katalitikus helyen egy deprotonalt katalitikus
nukleofil valamint egy protonalt katalitikus sav/bazis egyiittes jelenlétére van sziikség a
hidrolizishez.

A TIBXyl43 segitségével kiilonboz6 xilooligomereken végzett vizsgalatok
egyértelmilen azt mutattak, hogy az enzimnek a xilotridznal nagyobb polimerizaciofoka
oligomer nem szubsztratja. Viszont a xilobiozt és a tridzt is képes teljesen lebontani xil6zza,
ami bizonyitja azt, hogy az enzim valoban egy exo tipust glikozid hidrolaz, amely D-xiléz
egységeket hasit le az oligomer lanc nemredukal6 végérol.

Miutan a kinetikai vizsgalatok soran megallapitast nyert az, hogy a TfBXyl43 a
szubsztratok glikon részére igen nagy specifitast mutat, célul tiiztiik ki az aglikon k6té hely
kémiai karakterének vizsgalatat szubsztrat analog kompetitiv inhibitorok alkalmazasaval. Az
igy kapott eredmények alapjan azt allapitottuk meg, hogy a T{BXyl43 enzim aglikon
kotohelye alapvetéen hidrofob karakter(i, ahol dontéen aromas aminosav oldallancok vannak
jelen, amelyek igen jelentdés =n-m kolcsonhatasokat képesek kialakitani az olyan
szubsztratokkal illetve inhibitorokkal, amelyek = elektronokkal rendelkeznek.

A TfBXyl43 altal katalizalt reakcié sztereokémidjanak 'H-NMR segitségével

s

s

igazolja azt, hogy az enzim inverzids mechanizmus szerint hasitja a szubsztratjat.
A transzferaz aktivitds vizsgalataink azt a meglepd eredményt adtak, hogy a
TfBXyl43 enzim rendelkezik transzxilozilez6 aktivitassal is. Ez egyediilallénak mondhat6

az inverzios glikozidazok korében.
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Elvégeztiik a katalitikus aminosav oldallancok kémiai modositasat, egyrészt egy
kifejezetten funkcids csoport (karboxil) specifikus karbodiimid tipust reagenssel (EDAC,
glicin-metil-észter), illetve egy szubsztrat analdg ugynevezett affinitas jel6ldvel (NBAXA).
A karbodiimiddel torténd reakcié soran a karboxil-csoportokat aktivaljuk az EDAC
segitségével, a glicin-metil-észter pedig az aktivalt karboxil-csoportot karbonsav-amidda
alakitja, ez altal blokkolva annak a katalizisben beto6ltott eredeti funkcidjat. Azonban az
EDAC nem aktiv centrum specifikus, és az enzimben talalhaté mas karboxil-csoportokkal is
reakcioba léphet. Mi azonban kompetitiv inhibitor jelenlétében elvégzett vizsgalatok
eredményeképpen igazoltuk, hogy a kompetitiv inhibitor megvédte az aktiv centrumban
talalhato karboxil-csoportot a kémiai atalakulastol. Ez bizonyitotta, hogy a katalizisben
résztvevo Karboxil-csoport is modosult az inaktivalédas soran. Az inaktivalas pH-fiiggése
pedig azt mutatta, hogy a reakcid soran a katalitikus sav/bazis oldallinc moédosult. Az
affinitas-jelolovel végzett kémiai modositas soran NBAXA-t hasznaltunk. Ez egy specialis
szubsztratanalog halogenid-tipust alkilezé szer, amely 1ényegében képes észteresiteni az
aktiv centrumban talalhato karboxil-csoportokat. Ezen kiviil, mivel kovalensen ko6tédik az
aktiv centrumba, egyrészt kémiailag modositja a megfeleld katalitikusan aktiv aminosav
oldallancot, masrészt sztérikusan blokkolja a szubsztrat hozzaférését az aktiv centrumhoz.
Mivel szubsztratanalog vegyiiletrél van sz6, igy csak az aktiv centrumban talalhat6 karboxil-
csoportot modositja. A kompetitiv inhibitor megvédte az aktiv centrumban talalhato
karboxilat oldallancot a kémiai modositastdl, minthogy ugyanoda kotédik, mint ahova az
affinitas-jel6l6. Az inaktivalas pH-fiiggése az EDAC, glicin-metil-észterhez hasonld
eredményt mutatott, vagyis ebben az esetben is a katalitkus sav/bazis moddosult.
Osszességében az EDAC, glicin-metil-észter és az NBAXA-val elvégzett mérések
eredményei azt mutatjak, hogy a katalitikus sav/bazis mennyire kitiintetett szerepet jatszik az
inverzios glikozidazok mitkddési mechanizmusaban, mig a retencids enzimek esetében a
katalitikus nukleofilnak van sokkal nagyobb jelentGsége a katalizisben.

Az NBAXA-val inaktivalt és nem inaktivalt enzimek CD spektroszkopiai elemzései
soran kapott eredmények pedig azt mutattak, hogy amikor egy szubsztratanalog molekula a
szubsztrat kotéhelyre irreverzibilisen kotddik, akkor az enzim egésze milyen konformacios
valtozason esik at. Ezt az atmeneti allapotra jellemzé mésodlagos szerkezeti valtozast
sikeriilt konzervalni az affinitasjelold segitségével. Ennek kovetkeztében kiderdilt, hogy az
inaktivator kdtddése soran az enzim masodlagos szerkezeti elemeinek rendezett B-redds és -

hurkos szakaszai rendezetlenné valtak.
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6. SUMMARY

In this work we describe the heterologous expression of the recombinant B-D-
xyosidase from Thermobifida fusca TM51 (TfBXyl43) in E. coli BL21(DE3) host.
Furthermore we report the purification, biochemical characterization of the enzyme, as well
as the investigation of hydrolytic mechanism and topological studies of the active center. The
results of these investigations can be important in the research of the same type thermophilic
proteins because the Thermobifida fusca is an extensively studied model organism.

The gene of the TfBXyl43 enzyme was cloned in pET28(a) expression vector and
transformed in the proper E. coli strain as a His-fusion protein. The first step of the
purification was carried out by affinity (IMAC) chromatography. The next purification step
was performed by anion exchange chromatography.

Concluding the data from the pH/temperature dependence and stability studies, the
enzyme was fully stable with the highest activity at 50 °C and at pH 6.0 not only for shorter
but for longer time period as well. Moreover the detailed investigations on the effect of the
pH on the enzyme activity and stability revealed that the enzyme is active over a relatively
wide pH range. Under pH optimum in the pH range of 4.5-5.5, the enzyme partially lost its
activity, nevertheless in the pH range of 6.0 and 7.0 fully preserved its activity. At pH 4.0 the
enzyme lost completely its activity. Thermal stability investigations showed that the enzyme
incubated at 60 °C partly also lost its activity, but at 70 °C total instability was observed.

Molecular weight and oligomerization studies revealed that TfBXyl43 has homo
oligomeric quaternary structure. In line with this, our results suggest that metal ions and
disulfide-bridge are not involved in maintaining the native structure of the enzyme neither in
monomer nor in oligomeric state. More likely in the maintenance of the quaternary structure,
hydrogen-bond network coupled with electrostatic and hydrophobic interactions take a
significant role in forming the boundary between the polypeptide chains.

Based on the results obtained at the kinetic investigations it can be concluded that
the TfBXyl43 has no dual activity and it shows very narrow substrate specificity in regard to
the glycon group. The fact that the enzyme was unable to hydrolyze the substrate containing
a-L-arabinose indicates that the equatorial C-4 hydroxyl group might play an essential role in
the substrate binding. The enzyme was also not been able to hydrolyze the substrate
containing B-D-glucose, which is caused most probably by the presence of the
hydroximethyl group in the C-5 position that can be a steric barrier for the successful

binding.
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The theoretical curve in the case of the pH dependence of k¢, and k.../Ky correlated
well with the experimental data indicating the presence of two ionizable amino acid side
chains in the catalysis. These results suggest that the presence of a deprotonated (catalytic
nucleophile) and a protonated (catalytic acid—base) group is essential in the hydrolysis.

Results of the substrate specificity investigations on the xylooligomers proved
clearly that the enzyme is an exoglycosidase which cleaves single D-xylose units from the
nonreducing end and its substrate acceptance capacity is only limited to xylobiose and
xylotriose among the xylooligomers.

The inhibitors presented in current work were all common in containing a 3-D-
xylopyranosyl ring but the attached groups in the aglycon position were different. The
received K; values demonstrated well contribution both of hydrophobic interactions and
relatively strong m-m interaction between the amino acid side chains of aglycon binding site
and aryl or azide group in the aglycon of the inhibitor.

The 'H-NMR studies proved the formation of o anomeric configuration product
from a B anomeric configuration substrate which demonstrated clearly that the enzyme works
with inverting mechanism.

Considering that TfBXyl43 belongs to GH43 family, which contains only inverting
hydrolases, it was a reasonably surprise to observe that the enzyme could perform
transxylosylation activity both with pNP-Xyl and xylobiose as donors. According to our
approach, a substrate analogue competitive inhibitor was applied as acceptor, which was able
to be detected at different wavelength compared to the donor. On the other hand the inhibitor
could decrease the velocity of the hydrolysis which became closer to the rate of the
transxylosylation.

The chemical modification of the catalytic amino acid side chains were performed
by using carboxylate specific agents (EDAC, glycine methyl ester) and substrate analogue
affinity label (NBAXA). In the first step the carboxylate group is activated via carbodiimide
type EDAC, after that the intermediate is formed further to carboxamide by glycine methyl
ester blocking the catalytically active amino acid side chain. EDAC and glycine methyl ester
were modifying not only the carboxylate groups in the active center, but most likely the other
carboxylate groups of the enzyme as well. However the fact, that the competitive inhibitor
(XyIN3) protected the enzyme against inactivation proves that a catalytically essential
carboxylate group in the active site was modified. These results demonstrate well that the
modified group is a carboxylate group, which is involved in the catalytic center of the

enzyme.
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The chemical modification of the TfBXyl43 with NBAXA, which is a special
halogen-containing alkylating affinity label, led to the complete inactivation with the same
kinetics as in the case of EDAC, glicine methyl ester. This inactivator is involved in an
esterification reaction with the carboxylate residues in the active site. Therefore it is not
surprising that the presence of the XyIN; has also protected the active site from the
inactivation. Because of its substrate analogue nature the NBAXA binds with higher affinity
to the enzyme. The pH dependence studies of the EDAC and NBAXA demonstrated well,
that both inactivators blocking effect on the enzyme activity increased significant when the
catalytic acid/base was deprotonated. This fact proves a more important role of the catalytic
acid/base compared to the nucleophile involved in the hydrolytic process in the case of the
inverting enzymes in contrary to the retaining enzymes.

Comparisons of the recorded CD spectra, about the active and inactivated enzyme,
display a significant distortion in the secondary structural elements after the inactivation.
Both the spectra and deconvolution calculations display a significant distortion in the -
strand and B-turn regions of the enzyme and an increase in the unordered structures as a

result of the inactivation.
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