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1. Az értekezés elozményei és célkitiizései

Az enzimreakcidk specifikus molekuldkkal torténd gatlasa fontos szerepet jatszik
az enzimek miikodésének szabdlyozdsdban és bioldgiai rendszerek irdnyitdsdban, igy
az inhibitorok segitséget nyujtanak az enzimmiikodés molekuldris mechanizmusanak
megértésében. Ezen kiviil felhaszndlhatok az enzimek szubsztratkoté helyének tanul-
manyozdsdra, szelektiv gdtlds esetén izoenzimek meghatdrozdsdra, gydégyszerek
hatdsmechanizmusdnak megismerésére, gydgyszermolekuldk tervezésére, anyagcsere-
betegségek kezelésére.

Az amildz inhibitorok gyakorlati jelentdségét a humdn gydégydszatban az adja,
hogy jelentés vegyiileteknek szamitanak a diabetes, az obesitas, és a caries
kezelésében.

A humdn nydl amildz (HSA) inhibitorai a fogszuvasodds kialakuldsanak
megeldzésében alkalmazhatok eredményesen. A HSA képes hozzdkstddni a szdjban
1év6 Streptococcus baktériumokhoz, amelyek a keményité bontdsabdl szarmazd
bomldstermékeket anyagcsere-folyamataik sordn tejsavvd alakitjdk. A lokdlisan
keletkezd sav pedig a fogzomanc kdrosoddsdhoz vezethet, ami kritikus Iépés a
fogszuvasodas kialakuldsaban.

Ezek alapjan érthetd, hogy az a-amildz inhibitorok kutatdsaval kordbban is sokan
foglalkoztak.

A legjobban ismert és a gyakorlatban legaltaldnosabban haszndlt amildz inhibitor
az akarb6z, amelynek tobb szdrmazékat (pl: akarviozin-gliik6z, izoakarb6z) allitottak
eld jobb hatds elérésének reményében.

A hiivelyesek és gabonafélék magvaibél szarmazdé fehérjék is jo o-amilaz
inhibitorknak bizonyultak. Bar tobbségiik rovar amildzokon fejti ki hatdsét, egyes
esetekben humdn amildz gatld hatdsrdl is beszdmoltak, viszont mélyebb kinetikai
vizsgalatra eddig még nem keriilt sor.

Hasonl6 a helyzet a szintén novényi eredetii tanninok estében is, amelyek amildz
inhibitor hatdsa régéta ismert, de a gatlds jellemzdinek részletes vizsgdlata még nem

tortént meg.



Ertekezésemben tbb humén nyél amildz inhibitor, a kocsdnyos tolgy (Quercus
robur) és az alepp6i v. mds néven kurdisztdni tolgy (Quercus infectoria Olivier)
eredetll tannin,a pentagalloil-p-D-gliikopiran6z (GGss), a bizamagbdl szarmazd,
fehérje 0,28-inhibitor €és tobb szénhidrit tipusi vegyiilet HSA inhibitor hatdsat
vizsgdltam meg a gatlds kinetikdjanak szempontjdbdl, a legtobb esetben két
szubsztraton. Az alkalmazott szubsztratok az amiléz és a 2-klér-4-nitrofenil-4-O-B-D-
galaktopiranozil-o-D-maltozid (GalG,-CNP) voltak.

Célunk volt a gétlasok tipusdnak meghatdrozdsa, az inhibicids konstansok és
kinetikai 4llandék megéllapitdsa, az ICsy értékek kiszdmitdsa, a gdtlds
mechanizmusédra vonatkozé informacidk gytjtése. A tanninok esetében elvégeztiik a
természetes keverékek osszetételének, az alkotok molekulatomegének, szerkezetének
vizsgdlatat, gallusz- és ellagisav tartalmuk meghatdrozdsat.

Az értekezés témajat a fenti témakorbdl kapott eredményeim képezik. Olyan
kérdésekre kerestiink vdlaszt, hogy hogyan befolydsolja az alkalmazott szubsztrit a
kinetikai 4llandokat, a gdtlds tipusat, valamint vizsgdltuk az enzim-inhibitor

kolcsonhatasok kialakuldsat.

2. Alkalmazott vizsgalati médszerek

A tannin inhibitorok szerkezetének felderitése MALDI-TOF MS, MALDI-TOF
MS PSD, ESI-MS, 'H és 'C NMR vizsgélatokkal tortént, valamint galluszsav és
ellagisav tartalmukat is meghatdroztuk.

Az enzimreakcidkat kétféle modon kovettiik nyomon. A GalG,-CNP szubsztrit
alkalmazdsakor a felszabadult CNP fotométeres mérésével, az amiléz szubsztrit
esetén pedig a redukdl6 érték kimutatdsan alapul6 dinitro-szalicilsavas modszerrel. Az
inhibitor hatds kinetikdjat a klasszikus Lineweaver-Burk és Dixon elsddleges és
masodlagos dbrdzoldsok elvégzésével tanulmanyoztuk.

A pentagalloil-p-D-gliikopiranéz és a HSA kozotti kolesonhatast STD NMR

technikdval és mutans HSA enzimek hasznélatdval igazoltuk.



3. Az értekezés Gj tudomanyos eredményei
3.1. A huméan nyal amilaz fehérje inhibitorai

Kisérleti munkdm sordn egyetlen fehérjét, a biiza magjdbdl szdrmazo,
kereskedelmi forgalomban kaphaté 0,28-inhibitort vizsgdltam a HSA gatldsdnak
szempontjabol. Amildéz szubsztiton a fehérje kevert, nem kompetitiv gatldst mutatott.
A disszociacids dllandok nM-os tartomdnyba estek (Kg=61.5 nM, Kgg=142 nM), ami

nagyon er6s inhibitor hatdst jelent. GalG,-CNP szubsztriton az ICs, értéke 18.27 nM.

3.2. Szénhidrat tipusd nyal amilaz inhibitorok

Sokféle cukor jellegi vegyiilet inhibitor hatdsat vizsgdltuk HSA enzim
jelenlétében. Mértiik a maltéz, a maltooligoszacharidok, a szintetikusan elééllitott, 2,3
telitetlen ~ hexapiranézb6l  felépiil6  gliikkdl  oligoszacharid  keverék, a
gliikkopiranozilidén-spiro-tiohidantoin ~ (GTH) és az a-akarviozinil-(1,4)-a-D-
glitkkopiranozil-(1,6)-D-gliikopiranozilidén-spirotiohidantoin (PTS-GTH) inhibitorok

hatékonysagat. A kapott kinetikai adatokat az 1. tdbldzatban tiintettem fel.

1. tablazat: A sz€énhidrat tipusi HSA inhibitorok disszocidcios dllandéi és ICs

értékei GalG,-CNP szubsztraton mérve.

Inhibitor Kgr (uM) Kesi (WM) ICs (LM)
gliikdl (DP 2-7) 35200 2700 2010%*
GTH 7300 2840 10500
G, - 4000 8000
G; 2650 - 3500
Gs 400 - 800
PTS-GTH 0,19 0,24 0.03
akarboz 0,70 0,10 0.86

* Mivel a gliikdl minta egy oligoszacharid keverék, az ICsy-et pM egységben nem lehet
megadni, ezért az érték a tiblazatban ugmL ' mértékegységben szerepel.



A leggyengébb inhibitornak a gliikdl jellegli vegyiilet sorozat bizonyult. Bar a
gliikkdlok a szubsztrdt atmeneti dllapotdt mimikdljak, a gyenge affinitds a OH
csoportok hidnydval magyardzhatd. A szubsztrat analég GTH molekula kis mérete
miatt tobbféle kotomaodot 1étesithet az enzim aktiv helyével, ami megmagyarazhatja
az alacsony inhibitor aktivitdst. A malt6z, a maltotriéz és a maltopentadz mM-os
koncentracié tartomdnyban fejt ki enzim gatlast a humdn nydl amildzon. A maltéz
esetén a gatlds tipusa tisztdn nem kompetitiv, mig a maltotriéz és a maltopentadz
esetén tisztdn kompetitiv. Az inhibiciés dllandok arra utalnak, hogy a cukor gytlri
tagszdmdnak novekedésével jelentésen ndé az inhibitor hatékonysdg. Ez a hatds jol
érvényesiil a GTH — PTS-GTH inhibitorok viszonylatdban is. A PTS-GTH-nak négy
nagysagrenddel kisebbek a disszocidcids dllandéi, mint a GTH-nak. A kivalé inhibitor
hatdshoz hozzdjarul, hogy a vegyiilet szintézisekor akarbdzt haszndltunk donorként,
igy az atmeneti dllapotot mimikalé ciklitol gytirti és a tiohidantoin gytirt is jelen van a
molekuldban. Az akceptor és a donor hidrolizis terméke, a pszeudotriszacharid (PTS)
a(1-6) glikozidos kétéssel kapcsolédik egyméshoz. Igy az dj tipusi inhibitor molekula
ellendll a HSA hidrolizisének és épitd egységeinek eldnyods gatld tulajdonsdgait

otvozve képes jelentds inhibitor hatast kifejteni.

3.3. Tanninok, mint HSA inhibitorok

Munkdm sordn a kocsdnyos tolgy, az aleppdi tolgy eredetli tanninok és a
pentagalloil-B-D-gliikopiranéz (GGss) kinetikai analizisét végeztem el. A mérések
eredményei a 2. tdbldzatban lathatok.

A rovid szubsztraton mindkét tannin és a GGss is jobb inhibitornak bizonyult,
mint az amil6zon. A keverék tanninok esetén legalabb két nagysdgrendnyi kiilonbség
van a Kg €s koriilbeliil egy nagysdgrendnyi eltérés van a Kgg; értékek kozott a két
szubsztratot tekintve.

Ennek oka a szubsztrdtok jellemzdiben taldlhatd, ugyanis a GalG,-CNP az
amilézhoz viszonyitva rosszabb szubsztritja a HSA-nak, amit a szamitott Ky értékek

is jOl tikroznek: GalG,-CNP: 1.29 mM, amil6z: 9.672 mg/ml = 0.096-0.0096 mM. A



GGss inhibitor alkalmazdsakor a két szubsztriton mért eredmények kozott nem

mutatkozik olyan nagy kiilonbség.

2. tabldzat: A vizsglt tanninokra vonatkozd disszocidciés dllandok.

Inhibitor GalG,-CNP Amil6z
KEI KESI inhibicid KE[ KESI KESIZ inhibicid
kocsdnyos tolgy | 8.27 | 45.00 k., nk. 1510.56 | 121.80 - k., nk.
eredet(l tannin | pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml
aleppdi tolgy 0.82 3.32 k., nk. 17.40 14.86 9.64 k., nk.
eredetii tannin | pg/ml | pg/ml pg/ml pug/ml | pg/ml
2.35 5.02 8.15 14.00
M
GGss i ey me e R R
pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml
0.70 | 0.10 3.70 1.08
. M M M M
akarboz (;f e 51.07 k., nk. ;3 5 570 - k., nk.
pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml

(Megjegyzés: k., nk.= kevert, nem kompetitiv)

Az alepp6i tolgy tannin esetén a két szubsztrdt kozotti kiilonbség abban is
megnyilvanul, hogy a GalG,-CNP-n els6, az amilézon pedig mdsodrendl (1. dbra)
kinetikat tapasztaltunk. Ez nagy valdszinliséggel, azzal magyardzhatd, hogy a tannin
képes hozzdkotdédni az amiléz szubsztrathoz, igy nemcsak az ESI, hanem az ESI,
komplex is 1étrejohet, azaz az inhibitor nem csak az enzimhez, hanem a szubsztrithoz
is hozzdkotdédik. A mdsodrendii kinetikdt a kocsdnyos tolgy eredetli tannin esetében
nem tapasztaltuk.

Ez a tanninok kozotti szerkezeti kiillonbségbdl adédik. A MALDI-TOF MS PSD
mérések szerint a kocsdnyos tolgy eredetll tannin inkdbb elnyujtott szerkezetd,
melyben féleg galluszsav trimer, dimer €s kisebb mennyiségben monomer egységek
kotédnek a kinasav poliolhoz. Az aleppd tannin inkdbb egy kompakt struktirat
képvisel, amelyben a kozponti gliikéz poliolt galluszsav monomerek (esetleg

dimerek) veszik koriil.
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1. dbra: Az aleppdi tolgy tanninndl tapasztalt masodfoku kinetika. Lineweaver-

Burk elsddleges (A) és mdsodlagos (B, C) dbrdzolds az amiléz szubsztraton

kivitelezett mérés esetén. [S]=mgmL™". [1]: +, 0 ugmL"; x, 2.9 ugmL™'; o, 5.7
pugmL'; o, 11.4 ugmL™. [1/v]=minpM™".

A két tannin koziil az aleppdi tolgy tannin bizonyult jobb inhibitornak mindkét
szubsztrat esetén, amit szintén a galluszsavak elrendezddésében 1évo kiilonbségekkel
magyardzunk. A Kg; értékeket tekintve az aleppé tannin mind a GalG,-CNP, mind az
amil6z szubsztraton két nagysdgrenddel kisebb értékeket mutat, mint a kocsdnyos
tolgy tannin.

A GGss nagyjabdl olyan hatdsos inhibitora a HSA-nak, mint az aleppdi tolgy
tannin, ami nem meglepd eredmény, tekintve, hogy a GGss az alepp6i tolgy tannin
egyik komponense. Meg kell emlitentink, hogy a kompetitiv tagok kozott kb.
kétszeres kiilonbség van az aleppdi tolgy tannin javdra. Ennek oka az lehet, hogy ez
az inhibitor egy keverék, ami hexagalloil-gliikdzt is tartalmaz, ami valészintileg jobb
inhibitor a GGss-ndl. A tobb galluszsav jelenléte miatt tobb kolcsonhatdst tudnak
kialakitani, s ezaltal er6sebben kotédnek az enzimhez, mint a GGss.

Az inhibicié tipusa minden esetben kevert, nem kompetitiv. A kocsdnyos tolgy
tannin estén az amiléz szubsztriton a kompetitiv tag értéke a nagyobb, azaz az

inhibitor szivesebben kotddik az enzim-szubsztrdt komplexhez, mint a szabad



enzimhez. Ez a kiilonbség annyira kifejezett, hogy az édbrdzolds képe teljesen
unkompetitiv jelleget mutat. A GalG,-CNP szubsztrdton az unkompetitiv tag lett a
nagyobb. A GGss disszocidcios dllando6i koziil mindkét szubsztraton az unkompetitiv
tag bizonyult nagyobbnak, ebbdl kovetkezéen a gatlds tipusa inkdbb kompetitiv. A
GGss tehat szivesebben kotédik a szabad enzimhez, mint az enzim-szubsztrat
komplexhez. Az alepp6i tolgy tannin a rovid szubsztrdton inkdbb kompetitiv jelleget
mutat, az amilézon pedig a korabban mar taglalt masodrendi kinetikét tapasztaltuk.

A rovid szubsztrat esetén mindegyik tannin és a GGss is inkdbb kompetitiv
jellegli gatlast mutat. Az amiléz szubsztraton az inhibicidk jellege azonban viltozo.
Ezt azzal magyardzzuk, hogy az amil6z esetén a szubsztrat és az inhibitor kozotti
kolcsonhatdsok is befolydsoljdk a gatldst, mig ezzel a GalG,-CNP szubsztrat
haszndlatakor nem kell szdmolni.

Az alepp6i tolgy tannin a GalG,-CNP szubsztriton megkozeliti az akarbdz
inhibitor hatdsdt. A kocsdnyos tolgy tannin és a GGss kb. egy nagysdgrenddel
gyengébb inhibitor, mint az akarbdz. Amiléz szubsztraton a kocsdnyos tolgy tannin
sokkal rosszabb inhibitornak bizonyult, az alepp6i tolgy tannin é€s a GGss viszont csak

egy nagysagrenddel rosszabb hatékonysdgu, mint az akarb6z.

3.3.1. A tanninok kotodése a HSA-hoz

A tanninok HSA-hoz valé kotédését STD NMR és mutdns HSA enzimekkel
kivitelezett gatlds vizsgalatokkal tanulmanyoztuk pentagalloil-B-D-glitkopiranéz
jelenlétében.

Az STD mérések eredményei azt mutattdk, hogy a GGss hozzakotodik a HSA-
hoz és feltehetéen a fehérje hidroféb régidival 1ép kolcsonhatdsba. A HSA aktiv
centrumdval kapcsolatos ismereteink alapjan feltételezhetd, hogy a (-3/-2), (-1/+1) és
a (+2) alhelyek kozelében 1évé Trp59, Tyr62 és Tyrl51 aromds aminosavak a
galluszsavak aromds gytrtiivel stacking kolcsonhatast létesitenek. Valdszintinek
tartjuk, hogy a fehérje és az inhibitor kozott H-hidak is kialakulnak, de az STD mérés

alapjan erre vonatkozé informdciokat nem lehet levonni. Ugy tiinik, hogy az alepp6i



tannin kompakt szerkezete kedvezébb a HSA-val valé kapcsolat létesitése
szempontjabol, mint az elnyujtott alakd télgy tannin komponenseké.

A humadn nydl amildz enzim mutdnsaival végeztiink inhibiciés vizsgédlatot GGss
jelenlétében. A mutdcié sordn az egyik enzimnél a vad tipusi HSA (-2) alhelynél
elhelyezkedé TrpS58-at helyettesitették Leu-al, mig a madsikndl a (+2) alhelynél
taldlhaté Tyrl51-es aminosavat cserélték le Met-ra. Az aromds csoportok hidnydban
az enzim a mutdcidval dtalakitott helyeken stacking kolcsonhatdsok kialakitdsara nem
képes. Mindkét mutdns enzim esetén csokkent gatlast tapasztaltunk. Ez bizonyitja,
hogy a (-2) és (+2) alhelyeken taldlhat6 aromds aminosavak milyen fontos szerepet

toltenek be a GGss megkotésében.

4. Osszefoglalas

Vizsgédlataim eredményeib8l megdllapitottam, hogy az inhibitor hatds
szempontjabodl eldnyos:

e  ha az inhibitor molekula viszonylag hosszu

e szénhidrat tipusu inhibitorok esetén jo, ha tobb monoszacharid egységbdl
all, igy tobb alhellyel is kdlcsonhatdsba 1éphet az enzim aktiv
centrumdban

e  ha a molekula sok OH csoportot tartalmaz, ami lehet6vé teszi hidrogén-
hidak kialakitdsat az enzimmel

° ha az inhibitor a glikozidos kotés dtmeneti dllapotdt mimikdlo telitetlen
ciklohexén gytrit (akarboz, gliikal), vagy poldris kolcsonhatdsok
kialakitdsdra képes spiro-tiohidantoin gytrtit (PTS-GTH) tartalmaz

e  ha stacking kolesonhatds kialakitdsara alkalmas molekularészlet van

jelen az inhibitorban

Megtigyeltem, hogy az egyes tulajdonsdgok onmagukban nem elegendéek a
kivalé inhibitor hatds eléréséhez. Az akarbéz és a PTS-GTH az idedlis inhibitor
minden kordbban felsorolt jellemzdjével rendelkeznek, igy ezek bizonyultak a HSA

legjobb inhibitorainak a szénhidrat tipusu vegyiiletek koziil.



A megfeleld hosszisdg és a kelld szami OH csoport jelenléte mellett a
polifenolos vegyiiletek kozé tartozé tanninok rendelkeznek még azzal az inhibicid
szempontjabdl eldnyds tulajdonsdggal, hogy galluszsav csoportjaik révén stacking
kolcsonhatast hozhatnak 1étre a HSA koté alhelyeinek aromds aminosavaival, amely
révén az alepp6 tannin megkozeliti az akarbdz és a PTS-GTH gatlé hatdsat. A GGss
inhibitor hatdsa nem sokkal marad el az aleppd tanninétdl. A kiilonbség oka, hogy az
aleppé tannin hexagalloil-gliikzt is tartalmaz, ami valdsziniileg jobb inhibitor a
GGss-ndl. A kocsdnyos tolgy eredetli tannin kevésbé jo gdtld hatdsdt elnyult
szerkezetével magyardzzuk, ami a HSA-val valé kolcsonhatds kialakitdsa
szempontjabdl kedvezdtlenebb, mint a kompakt struktra.

Megtigyeltem, hogy az alepp6 tannin amilézon végzett kinetikai vizsgdlata sordn
egy inhibitor molekula kotddik a szabad enzimhez és két molekula inhibitor az ES-
komplexhez. Ennek oka, hogy az aleppd tannin nem csak az enzimhez, hanem az
amil6zhoz is képes kotddni. A tobbi inhibitor esetén mindig elsé rendii kinetikdt
tapasztaltam, ami azt jelenti, hogy egy molekula inhibitor k6tédik az enzimhez és az
ES-komplexhez.

Az alepp6 tannin esetén az ESI, komplex képzddése azzal magyardzhatd, hogy
az amil6z hidroféb drkokat tartalmazé mdsodlagos szerkezete polifenolokkal erds
kolcsonhatdst képes kialakitani. A kocsdnyos tolgy tannin esetén valdsziniileg az
elnyujtott szerkezet miatt nem volt tapasztalhaté a masodrendii kinetika.

Az inhibitorok koziil a bizamagb6l szarmaz6 fehérje, a 0,28-inhibitor bizonyult a
legjobbnak a HSA gétldsakor az ICs, értékek alapjan. Ennek oka, hogy a protein nagy
méretébdl adéddan nem csak az aktiv centrumhoz kapcsolédhat, hanem attdl tavol

1évo enzim teriiletekkel is kolcsonhatast alakit ki.
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1. Introduction

The inhibition of enzyme reactions by specific molecules plays a crucial role
in the regulation of enzyme function and in the control of biological systems, so
inhibitors can help to understand the molecular mechanism of enzyme activity.
Besides, they can be used for the investigation of enzymes’ substrate binding
site, for determination of isoenzymes (in the case of selective inhibition), for
examining the mechanism of action of medicals, for designing medicines and for
the treatment of metabolic diseases.

Amylase inhibitors have a practical significance in human medicine. They
are reckoned among the important compounds treating diabetes, obesity and
caries.

Inhibitors of human salivary amylase (HSA) can be used for preventing the
formation of caries. HSA is capable of binding oral Streptococci and the tooth
enamel, it can also hydrolyze starch. Degradation products derived from the
breakdown of starch can be used as a food source by the bacteria and they are
metabolized to lactic acid. The local acid production can lead to the dissolution
of tooth enamel, which is a critical step in dental caries developement.

So it is to understand that several investigations have been made on o-
amylase inhibitors.

The most well-known and most commonly used amylase inhibitor is
acarbose. Many acarbose derivatives (e.g. acarviosine-glucose, isoacarbose) were
synthesized expecting better inhibitory effect.

Proteins derived from the seeds of leguminous plants and cereals proved to
be good a-amylase inhibitors. Most of them have an effect on insect amylases,
but in some cases human amylase inhibitory effect was also detected. Detailed
kinetic measurements upon this subject have not been carried out yet.

The amylase inhibitor effect of plant derived tannins has been well known
for a long time, but the properties of the inhibition have not been studied until

now.
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I have investigated the effect of several human salivary amylase inhibitors —
tannins originated from pendunculate oak (Quercus robur) and aleppo oak
(Quercus infectoria Olivier), pentagalloyl-B-D-glucopyranose (GGss), the
proteinaceous 0,28-inhibitor from wheat seed, and different carbohydrate type
compounds - on HSA activity from the viewpoint of enzyme kinetics. In most
cases the measurements were carried out on two substrates: 2-chloro-4-
nitrophenyl-4-O-B-D-galactopyranosyl-a-D-maltoside (GalG,-CNP) and
amylose.

The main aim of this work was to determine the type of the experienced
inhibitions, to establish the kinetic constants, to calculate the ICs, values, to gain
information about the mechanism of inhibitor action. For tannins it was
necessary to verify the components of the natural mixtures and the molecular
weights of the compounds, to study their structure and to determine their gallic
acid and ellagic acid content.

We were interested in the influence of the substrate’s type on kinetic
constants and the type of inhibition. Enzyme-inhibitor interactions were also

studied. This thesis includes the results of the above mentioned topics.

2. Applied methods

MALDI-TOF MS, MALDI-TOF MS PSD, ESI-MS, 'H and "*C NMR
measurements were carried out for the characterization of the structure of tannin
inhibitors. In addition, gallic acid and ellagic acid determinations were also done.

Enzyme reactions were executed in two different manners. When GalG,-
CNP was the substrate, the liberation of the CNP chromophore was detected
spectrophotometrically. When amylose was used as substrate, the initial velocity
of the rection was measured with the dinitro-salicilic acid method, which is based
on determining reducing value. The inhibition kinetics were studied by using the

classical Lineweaver-Burk, Dixon plots and secondary plots.
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Interactions between pentagalloyl-pB-D-glucopyranose and HSA were
demonstrated with STD NMR method and with measurements using mutated

HSA enzymes.

3. New scientific results

3.1. Protein inhibitors of human salivary amylase

One commercially available, wheat seed originated, proteinaceous inhibitor,
the so called 0,28-inhibitor was studied during my Ph.D. work. On amylose
substrate a mixed non-competitive inhibition was observed. The dissociation
constants are in nanomolar range (Kg=61.5 nM, Kgg=142 nM), which means a
very strong inhibitory effect. The ICsy value in the case of using GalG,-CNP
substrate is 18.27 nM.

3.2. Carbohydrate-like salivary amylase inhibitors

Many carbohydrate type compunds were tested if they were HSA inhibitors.
The kinetic constants and ICsy values of maltose, maltooligosaccharides, glucal
oligosaccharid mixture (which consists of synthetic, 2,3 unsaturated
hexapiranoses) , glucopyranosylidene-spiro-thiohydantoin (GTH) and o-
acarviosinyl-(1,4)-a-D-glucopyranosyl-(1,6)-D-glucopyranosylidene-spiro-
thiohydantoin (PTS-GTH) are listed in Table 1.

The glucal oligosaccharide mixture has the worst inhibitory properties.
Although glucals mimic the transition state of the substrate, the poor affinity to
HSA is due to the lack of OH groups. The substrate analogue GTH can form
several different binding modes with the acive site of the enzyme because of its
small size. This can explain its low inhibitor potential. Maltose, maltotriose and

maltopentaose can cause enzyme inhibition in only millimolar range on HSA. In
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the case of maltose inhibition is completely non-competitive, while maltortiose

and maltopentaose show completely competitive type of inhibition.

Table 1: The dissotiation constants and ICs, values of carbohydrate type

HSA inhibitors on GalG,-CNP substrate.

Inhibitor Ko (WM) | K (M) | ICs (uM)

glucal (DP 2-7) 35200 2700 2010*

GTH 7300 2840 10500

G, - 4000 8000

Gs 2650 - 3500
Gs 400 - 800
PTS-GTH 0,19 0,24 0.03
acarbose 0,70 0,10 0.86

* The glucal’s ICs, value cannot be given in uM, because it is a mixture of oligosaccharides, so

the ICs, value for glucal is presented in the table in pgmL™".

Inhibition constants suggest that inhibitor efficience is increased by increasing
the number of sugar rings. It also succeeds in the relation of GTH-PTS-GTH
inhibitors. The dissociation constants of PTS-GTH are four orders of magnitude lower
that of GTH. It contributes to the great inhibitory effect that acarbose was used as a
donor by the synthesis of PTS-GTH, so a transition state mimicking cyclitol ring and
through the acceptor a tiohydantoin ring is also present in the molecule. The acceptor
and the hydrolysis product of the donor, the pseudotrisaccharide are linked via an
a(1,6) glycosidic bond. That is the reason why the inhibitor molecule resists the
hydrolysis of HSA. PTS-GTH, taking advantage of the beneficial properties of its

building blocks, has a considerable inhibitory effect.

3.3. Tannins as HSA inhibitors
The kinetic analysis of pendunculate oak and aleppo oak originated tannins and
pentagalloyl-B-D-glucopyranose (GGss) was performed. The results are summarised

in Table 2.
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Table 2: Dissotiation constants of tannins.

Inhibitor GalG,-CNP Amylose
KEI KESI inhibition KE[ KESI KESIZ inhibition
pendunculate | g o | 45 1510.56 | 121.80
oak derived Jml Jml m n-c. Jml Jml - m n-c.
tannin Hg ng ng ng
aleppo oak 0.82 3.32 m e 17.40 14.86 9.64 m e
derived tannin | pg/ml | pg/ml ) pg/ml pg/ml | pg/ml )
2.35 5.02 8.15 14.00
GGss uM uM m n-c. uM uM - m n-c.
221 4.72 7.66 13.16
pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml
0.70 0.10 3.70
1.08 uM
acarbose uM uM m n-c. uM . - m n-c.
0.45 0.07 2.39 0.70
pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml

(Comment: m n-c.=mixed non-competitive.)

Both tannins and also GGss were better inhibitors on the short substrate than on
amylose substrate. In the case of tannin mixtures there is at least two orders of
magnitude difference between the Kg; and nearly one order of magnitude difference
between the Kgg; values on the two substrates. The reason for this is that GalG,-CNP
is a worse substrate of HSA than amylose, which is simply refelcted by the fact that
the Ky, value on GalG,-CNP: 1.29 mM and on amylose: 9.672 mgmL’]=0.096-0.0096
mM is. In the case of GGss inhibitor the difference between the results on the two
substrates was not so notable.

When aleppo tannin was used as an inhibitor, first order kinetic was observed on
GalG,-CNP, but a second order kinetic (Fig. 1) on amylose substrate. This can be
explained by the fact that tannin is able to bind to amylose, so this way not only ESI,
but ESI, complex also can be formed. This means that the inhibitor can bind not only
to the enzyme, but also to the substrate. Second order kinetic was not found when
pendunculate oak derived tannin was the inhibitor.

This comes from the structural difference between the tannins. On the basis of
MALDI-TOF MS PSD analysis it was concluded that the pendunculate oak derived
tannin has rather an elongated structure, in which mainly gallic acid trimer, dimer and

in low quantiy monomer units are bound to the quinic acid polyol. Aleppo tannin has
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a rather compact structure, in which the central glucose polyol is esterified with gallic

acid monomers (or dimers).

0018
A 0016 [
0.014
0012 |
1 001 [
0.008 [

0.006 |
0.004 |
0.002

B 0.006 T T T T T C T T T T T

0004 [ 4

0002 [ 4

U

Fig. 1: Second order kinetic in the case of aleppo tannin. Lineweaver-Burk plots
(A) and secondary plots (B, C) of the measurement carried out on amylose substrate.
[S]l=mgmL". [I]: +, OpgmL"; x, 2.9 ugmL™"; 0, 5.7 pgmL"; e, 11.4 pgmL™".
[1/v]=minuM™*

Comparing the two kinds of tannins, aleppo tannin turned out to be a better
inhibitor on both substrates, which can be explained by the difference in the
arrangement of gallic acids of the tannins. The Kg; value of aleppo tannin is two
orders of magnitude lower on GalG,-CNP and on amylose substrate than
pendunculate oak tannin’s.

GGss is nearly as effective inhibitor of HSA as aleppo tannin, since it is a
component of aleppo tannin. It should be mentioned, that the competitive constants of
aleppo tannin are two times lower than PGG’s. This is because aleppo tannin is a
mixture containing hexagalloyl-glucose, which is presumably a better inhibitor than
GGss. Due to the presence of one additional gallic acid, they can form more
interactions, so they bind stronger to the enzyme than GGss.

The type of inhibition is mixed non-competitive in every case. When

pendunculate oak tannin was used as an inhibitor on amylose substrate the value of
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the competitive constant was found higher than the uncompetitive’s, which means that
the inhibitor binds favourably to the enzyme-substrate complex, than to the free
enzyme. On GalG,-CNP substrate the situation is inverse. From the dissociation
constants of GGss the uncompetitive constant turned out to be higher, so the inhibition
is rather competitive. GGss binds favourably to the enzyme than to the enzyme-
substrate complex. Aleppo tannin shows rather competitive inhibition on the short,
chromogenic substrate, but on amylose the previously described second order kinetic
was observed.

On the short substrate all the tannins and GGss present a rather competitive
inhibition. On amylose substrate the character of the inhibitons was alternating. It is
explained by the fact that, in the case of amylose, the interactions between the
substrate and the inhibitor might have an effect on the inhibition, while this
phenomenon does not play a role when using GalG,-CNP substrate.

The inhibitory potential of aleppo tannin is close to acarbose’s on GalG,-CNP
substrate. Pendunculate oak tannin and GGss is nearly one order of magnitude worse
inhibitor, than acarbose. On amylose substrate pendunculate oak tannin was much
worse inhibitor than acarbose, but aleppo tannin and GGss were only one order of

magnitude worse than acarbose.

3.3.1. The binding of tannins to HSA

To understand the binding of tannins to HSA better STD NMR analysis and
measurements with HSA mutants were carried out in the presence of pentagalloyl-f-
D-glucopyranose.

Through the results of STD analysis it was proved that GGss binds to HSA and it
makes interactions with the hydrophobic patches of the protein. On the basis of the
information about the active site of HSA it is suggested that Trp59, Tyr62 and Tyr151
aromatic amino acid residues near the subsites (-3/-2), (-1,+1) and (+2), respectively,
can form stacking interactions with the aromatic ring of gallic acids. GGss is thought

to be likely to form hydrogen bonds with the enzyme too, but from STD
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measurements this kind of information cannot be drawn. It is presumed that the
compact structure of aleppo tannin is more favourable to form interactions with HSA
than the elongated shape of oak tannin components.

Measurements were carried out with HSA mutants in the presence of GGss.
Through the mutation Trp58, near subsite (-2), was changed to Leu in one case, and in
the other case Tyr151 of subsite (+2) was replaced by Met. In the absence of aromatic
groups HSA was not able to form stacking interactions. A highly decreased inhibitory
effect was found by both mutated enzymes. This confirms that aromatic amino acid

residues at subsites (-2) and (+2) play a crucial role in GGss binding.

4. Summary

According to my results I can state that from the viewpoint of the inhibitory
effect it is advantageous:

e if the inhibitor molecule is long enough

e in the case of carbohydrate inhibitors it is useful if the inhibitor
consists of several monosaccharide units (therefore it can make
contact with more subsites in the active site of the enzyme)

e if the molecule contains several OH groups to form hydrogen
bonds with the current amino acid residues of the enzyme

e if the inhibitor has an unsaturated cyclohexene ring, mimicking
the transition state of the glycosydic bond (acarbose, glucal) or a
spiro-thiohydantoin ring (PTS-GTH), which is capable of
forming polar contacts

e if there is a group in the inhibitor which can form stacking

interactions with the enzyme

It was observed that these properties individually are not enough to achieve an

excellent inhibitory effect. Acarbose and PTS-GTH possess all the above-mentioned
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advantageous features. In addition with that they were found to be the best HSA
inhibitors among the carbohydrate-like inhibitors.

Tannins are polyphenolic compounds of high molecular weight, which beside the
properties of necessary lenght and number of OH groups, are able to form stacking
interactions with the aromatic amino acid residues of the HSA active center subsites.
In the case of aleppo tannin these interactions contribute to the good inhibitory
potential, which is close to the inhibitory effect of acarbose and PTS-GTH.
Pentagalloy-B-D-glucopyranose (GGss) is a constituent of aleppo tannin and its
dissociation constants are not much higher than aleppo tannin’s. The reason for the
difference is that the aleppo tannin mixture contains hexagalloyl-glucose molecules,
which are thought to be better inhibitors than GGss. The pendunculate oak originated
tannin is worse inhibitor of HSA than aleppo tannin. This can be explained by the
linear structure of oak tannin, which was determined with MALDI-TOF MS PSD
analysis. This linear structure is probably more unfavourable from the viewpoint of
making interactions with the enzyme.

During the kinetic analysis of aleppo tannin on amylose substrate a special kind
of inhibition was observed. On the basis of the Lineweaver-Burk secondary plots it
was concluded that one molecule of inhibitor binds to the free enzyme and two to the
enzyme-substrate complex. It is because aleppo tannin can bind to the enzyme and to
amylose, too. All the other inhibitors showed first order kinetic, which means that one
inhibitor molecule binds to the free enzyme and to the enzyme-substrate complex.

The formation of ESI, complex in the case of aleppo tannin is based on the fact,
that amylose is a polysaccharide, which can form a secondary structure containing
hydrophobic cavities, so they are able to make strong interactions with polyphenols.
In the case of pendunculate oak tannin this phenomenon was not observed,
presumably because of the linear structure of this tannin.

Among the inhibitors the wheat seed derived, proteinaceous 0,28-inhibitor had
the best inhibitory effect on HSA on the basis of ICs, values. It is because of the great
size of the protein molecule, which can therefore make interactions not only with the

active site of the enzyme, but also with more distant areas of HSA.
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