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1. Bevezetés

A szénhidratok és glikokonjugatumok fontos bioldgiai szerepe régota ismert. A sejtek
felszinén talalhato glikokonjugatumok a sejt és kornyezete kozotti informéciocsere antennai.
Erre alkalmassa teszi Oket rendkiviili valtozatossaguk. Jelenleg kozel 250 természetben
eléforduldé monoszacharid ismert, melyek kombinalédasdval igen nagy szdmu kiilonbdzo
oligoszacharid johet létre. Az oligoszacharidok bioldgiai jelentdségének felismerése miatt
kutatasuk intenziv fejlédésnek indult az elmult néhany évtizedben. Az ezen a teriileten folyd
intenziv kutatasok a szénhidratok analitikdjanak fejlodését is kivaltottak, igy az elmult
évtizedekben a nagynyomasu folyadékkromatografia (HPLC) valt a legfontosabb modszerré a
szénhidratok kinyerésében és meghatdrozasaban egyarant.

1994-ben kapcsolodtam be a Biokémiai Tanszéken folyd szénhidratkémiai-biokémiai
kutatasokba. Feladatom volt a tanszék kromatografids laboratériumaban rendelkezésre allo
folyadék- és gazkromatografok segitségével az szintetikus kémiai és enzimoldgiai kutatasok
elvalasztastechnikai hatterének biztositasa. A szintézisek kovetésén, termékaranyok
meghatarozasan kiviil a végtermékek félpreparativ méretli elvalasztasa, tisztitasa is gyakran
igényli a HPLC nytjtotta nagy felbontoképességet. a-Amildz enzimek aktiv centrumanak
tanulmanyozasa kromofor csoportot tartalmazod szubsztrat sorozatok segitségével régota futd
kutatasi téma a tanszéken. A termékanalizis elképzelhetetlen HPLC technika nélkiil, hiszen az
enzim miikodésének eredményeként Osszetett termékelegyek képzddnek. A termékek
egymastol és a szubsztrattdl vald elvélasztdsa, mennyiségi aranyaik megadasa csak HPLC
segitségével valdsithatdo meg.

A dolgozat fejezeteit a kutatasi cél eléréséhez alkalmazott modszer, a HPLC flizi 6ssze.
A szintetikus munkdhoz kapcsoldodd elvélasztasok esetén a cél a szintetikus célkitlizések
elérésének eldsegitése volt a preparativ vagy analitikai kromatografia eszkozeivel. A
bemutatott elvalasztasok valogatast jelentenek a megoldott feladatok korébol, demonstralando
a felmeriilo feladatok valtozatossagat. Az a-amilaz enzimek vizsgélatdval célunk egy human
diagnosztikai és egy ipari jelentéségli enzim (human nyal €s Bacillus licheniformis o-amilaz)
aktiv centrumanak feltérképezése volt. Ehhez a kiillonboz6 tagszami maltooligoszacharid

szubsztratok hidrolizis termékeinek HPLC-vel torténo termékanalizisét hasznaltuk eszkoziil.



I1. Irodalmi attekintés

II. 1. HPLC alkalmazasa szénhidratok elvalasztasara

A kémia két {0 teriilete a szintézis és az analizis. A két teriilet szorosan 0sszefligg
egymassal, a szintézis nem képzelheté el analizis nélkiil. A modern analitikai kémia
definicidja az Eurdopai Kémikus Egyesiiletek Szovetségének Analitikai Munkacsoportja
(FECS/WPAC) 1993-ban elfogadott definicija szerint: "Az analitikai kémia az a
tudomanyag, amely modszereket, miiszereket és stratégiakat dolgoz ki és alkalmaz, hogy

n

informéacidhoz jussunk az anyag Osszetételérdl térben és id6ben." Az analitika szoros
kolcsonhatasban van valamennyi természettudomdnnyal, valamint a miiszeres analitika
tertiletén a technikai és mérnoki tudomanyagakkal is. A felmeriild feladatok megfeleld
megoldasa specialis gondolkoddsmodot és a hasznalt analitikai modszer alapos, naprakész
ismeretén kiviil az eredményeket felhaszndldo tudomanyteriilet (szerves kémia, biokémia,
farmakologia stb.) megfeleld szintii ismeretét igényli'.

Ha a rendelkezésiinkre all6 analitikai modszer nem specifikus és/vagy a vizsgalando
minta tobb komponensbdl all, akkor a mérés eldtt elvalasztasra is sziikség van. Az elvalasztasi
eljarasok 0sszessége az elvalasztastechnika, melynek egyik széles korben elterjedten hasznalt
képviseléje a kromatografia. A kromatografias eljarasokat is alapvetden két csoportba
sorolhatjuk az elvalasztas célja szerint:

- Preparativ kromatografia: a cél az elvalasztds, a detektidlds ebben csak segédeszkoz.
Szigorubb feltételeket tamaszt az elvalasztas oldalardl mint a detektalasérol. Nem igényel sem
specifikus, sem érzékeny detektort. Eszerint a megfogalmazas szerint ide kell sorolni a
né¢hdny mg bioldgiailag aktiv komponens kinyerését valamilyen természetes matrixbol, a
szerkezetvizsgélatra elegendd mennyiségli szintézistermék tisztitdsat éppugy mint a kg
méretben torténd ipari alkalmazasokat.

- Analitikai kromatografia: a detektalds, vagyis a mérés a cél, ehhez hasznaljuk
segédeszkozként az elvalasztist. Ebben az esetben az elvalasztdssal szemben tdmasztott
kovetelmények nem olyan szigoruak, hiszen a részlegesen (nem alapvonalig) elvalasztott
komponensek mennyisége is elég pontosan meghatarozhato. A detektor kivalasztasa viszont
kritikus lehet, hiszen eldontheti a mérés josagat (érzékenység, szelektivitds). Ennek a
csoportositasnak megfelelden a preparativ kromatografia inkabb a szintézishez tartozik, és igy
a dolgozatomban bemutatott félpreparativ elvalasztasok is a szénhidratok szintézisének egyik

1épését jelentik.



Az analitikai modszer kidolgozdsa minden esetben az elvalasztani kivant
komponensek kémiai szerkezetének és az abbdl kovetkezé fizikai tulajdonsdgainak
ismeretében kezdhetd el. Szintézisek termékeinek vizgalata esetén ez viszonylag egyszerl a
biologiai mintdkkal Osszevetve, hiszen ismert a reagensek és az eldallitani kivant termék
szerkezete €s az esetleges melléktermékek szerkezete is elég jol behatarolhato. A megfeleld
modszer kivalasztasdhoz a kovetkez6 szempontok szerint kell értékelni a mintat:

1. Kémiai szerkezet: molekulaméret, reakcioképes funkcios csoportok, ionizalhatd csoportok,
termikus stabilités.
2. Fizikai tulajdonsagok: halmazéllapot, illékonysag, oldhatdsag, jellegzetes szinkép

(UV/VIS).

3. Az elvalasztando komponensek: szerkezeti hasonldsaga/kiilonbsége, izomerek
(kiralis/szerkezeti) mennyiségi ardnyai, minta matrixa.
Ezen szempontok szerint eldontheté alkalmas-e a folyadékkromatografia az adott feladat

elvégzésére, illetve a folyadékkromatografia-e a legalkalmasabb ehhez a feladathoz. A
folyadékkromatografiat akkor valasztjuk ha:

- a minta nem illékony, nem termostabil, megfelelden detektalhato,

- a VRK/oszlopkromatografia nem elegendé szelektivitast, érzékenységli és pontossagu,

- HPLC all rendelkezésre.

A mintakomponensek detektalasara a folyadékkromatografiaban szamos lehetéség van
altalanos és szelektiv detektorok segitségével. A megfeleld detektor kivalasztisahoz is
figyelembe kell venni az elvéalasztas céljat:

- analitikai vagy preparativ,

- el kell-e valasztani minden komponenst,

- {6 komponenst vagy szennyez6t mériink,

- igényelt pontossag,

- milyen detektor hozzaférhetd.

A legutobbi szempont gyakran dontd lehet a valasztdsban, hiszen egy elvalasztasi feladat
miatt ritkdn véasarolunk 0j detektort. A két legaltalanosabban hasznalt detektor a refraktiv
index és az UV detektor, illetve ennek legujabb generacids valtozata a diddasoros detektor. A
refraktiv index detektor a torésmutatét méri, €s igy valamennyi komponens megjelenik a
kromatogramon. Hatranya viszont ennek a detektor tipusnak, hogy csak izokratikus oldoszer
elegyekkel hasznélhato, alacsony az érzékenysége €s pontos termosztalast igényel, mert a
torésmutaté erésen hémérsékletfiiggd’. A diddasoros detektor az UV vagy lathatd

tartomanyban elnyeld funkcids csoportot tartalmazé komponenseket képes detektalni. Elénye,



hogy tobb hullamhosszon Ilehet egyidejiileg detektalni a kromatogramot, valamint a
komponensek spektruma is 1athaté €s tarolhat6, ami megkonnyitheti az azonositast.

Fontos leszogezni, hogy a folyadékkromatografidban a mozgd féazis részt vesz a
szelektivitasok és elvalasztasok kialakitasaban. Igy nem egyszeriien az allo fizis és a minta
komponensek polaritasi viszonyai alakitjak az elvalasztast, hanem a mozgé fazis és az allo
fazis, valamint a mozg6 fazis és a minta egymdashoz valo viszonya is. Napjainkban az allo
fazisok szamtalan fajtaja hozzéaférhetd, a hasznilhatdé mozgd fazisok szdma pedig szinte
végtelen, hiszen azokat kiilonb6z6 olddszerek eltérd aranyu elegyitésével, pufferekkel, pH ¢és
s6 koncentraciokkal lehet 1étrehozni. Ezek alapjan megallapithatd, hogy a
folyadékkromatografia a legvariabilisabb elvalasztastechnikai modszer, ami az elvalasztasi
mechanizmusokat illeti. Ezt a nagyfoku varidlhatdosdgot azonban korlatozza a szdmunkra
hozzaférhetd hattér, a meglevd allofazisok, detektorok. Emiatt a megvaldsuld elvalasztasok
mindig kompromisszumot jelentenek az elméletileg legjobb megoldas és a meglevd eszkdzok
szerinti lehet6ség kozott.

A kromatografidss modszereket legegyszerlibben az alkalmazott allofazis szerint
csoportosithatjuk.  Torténelmi  okokbol a polaris allofazison  (szilika)  apolaris
oldoszerelegyekkel végzett elvalasztas kapta a ,,normal fazisu” kromatografia elnevezés (NP-
HPLC), mig az apolaris allofazis alkalmazasat polaris oldoszerelegyekkel a forditott polaritasi
viszonyok miatt ,,forditott fazisi” kromatografianak (RP-HPLC, RPC) nevezték. Stabilitasa,
sz¢leskorli alkalmazhatosdga miatt ennek az 4llo6fazisnak a haszndlata jobban elterjedt,
masrészt a szilika fazis mellett szdmos egyéb polaris fazist kifejlesztettek, ezért Alpert 1990-
ben a poléaris alléfazisokon végzett kromatografidra a HILIC hidrofil kolcsonhatas
kromatografia (Hydrophilic Interraction Chromatography) elnevezést javasolta a normal
fazisu kromatografia (NP-HPLC) helyett”.

A kromatografias modszerek csoportositasa a kovetkezo:

-Forditott fazisu kromatografia (RP-HPLC)

Az elvélasztas alapja az allofazis apolaris oldallancai és a minta hidrofob csoportjai kozotti
kolesonhatds. A retencids id6 csokken, ha mozgd fazis polaritdsat csokkentjiik, vagyis a
szerves olddszer tartalmat noveljiik.

-Hidrofil kélesonhatas kromatografia (HILIC)

Az elvélasztds az allofazis és a minta polaris csoportjai kozotti kélcsonhatason alapul. A
retencids 1d6 csokken ha a mozgd fazis polaritasat noveljiik. Ebbe a csoportba tartozik az
adszorpcidés kromatografia szilika alléfazison és a kiilonféle kémiailag kotott polaris

fazisokon végzett megoszlasi kromatografia.



-Ioncseréld kromatografia

kation cserélo : az elvélasztasban tobb kolcsonhatas jatszik szerepet egyidejlileg, igy az ion
csere, ion kizaras, méret kizaras, ligand csere és megoszlas .

anion cserélo: (HPAEC High pH Anion-Exchange) magas pH értéknél a szénhidrat borat
komplexe alkalmas anion cserélon valo elvalasztasra. Az ionos szénhidratok, pl. uronsavak,
szulfat szarmazékok elvalasztasara, mivel ezek anionok, szdrmazékképzés nélkiil is alkalmas.
-Hidrofob kolesonhatas kromatografia: (HIC Hydrophobic Interaction Chromatography)

Az allofazis kevésbé apolaris mint a forditott fizisu kromatografiaban. Altalaban rovid
elagaz6 alkil vagy aril csoport hidrofil allofazishoz kotve. Féként glikopeptidek elvalasztasara
hasznaljak s6 oldatokkal torténd elucioval.

-Affinitas kromatografia:

Az Aalléfazishoz kotott antitestek a szénhidratok rendkiviil szelektiv megkotésére ¢€s
elvalasztasara képesek bonyolult elegyekbdl is. A nagy szelektivitds miatt szinte minden
feladathoz masik allofazis sziikséges, ezért a modszer hatékony, de draga.

-Méret kizarasi kromatografia: (SEC Size Exclusion Chromatography)

Az elvalasztas azon alapul, hogy az allofazis porusaiba, amelyek mérete a keresztktések
szamaval jol szabalyozhato, a minta molekulai méretiiktdl fliggden kiillonbozoképpen képesek
behatolni. Igy a kisebb molekuldk hosszabb idét toltenck az oszlopon, a nagyméretii
molekulak kizarodva a porusokbol az olddszerfronttal eludlodnak. Méret szerint elvalasztast
tesz lehetové, az esetleges kolcsonhatdsok s6 oldatok alkalmazasaval visszaszorithatok. A
modszer alkalmazasat HPLC-hoz polimer all6fazisok megjelenése tette lehetévé, amelyek
nagy nyomadson is alkalmazhatok. Mivel ezek az allo6fazisok mar nem gélek, ezért a
gélkromatografia helyett a méret kizarasi kromatografia (SEC) elnevezés indokolt.

Béar a szénhidratok kromatografidjara szinte valamennyi, a HPLC elvalasztashoz
rendelkezésre allo allofazis alkalmazhatod, az altalam is hasznalt és legelterjedtebb RP ¢s
HILIC modszerekrdl irok részletesebben. Nemrégen jelent meg két osszefoglald kozlemény
szénhidratok forditott fazisi® és polaris 4llofazisokon’ megvalositott kromatografis
elvalasztasairdl amelyek 1996-ig alapos attekintés adnak a teriilet irodalmarol. A szénhidratok
kromatografias és kapillaris elektroforézis modszerekkel torténd analizisérdl a kozelmultban

kényv is jelent meg®.



IL. 1. 1. Forditott fazisi kromatografia alkalmazasa szénhidratok elvalasztiasara
IL1. 1. 1. Alléfazis

Az RP-HPLC-hez alkalmazott allofazisok erdsen hidrofob karaktertiek. Altaldban
szilika hordozohoz kovalensen kotott alkil (leggyakrabban C18) csoportot tartalmaznak a
felileten. A rovidebb C4, C8 lancokat tartalmazo all6fazisokat inkabb a fehérjék
elvalasztasara hasznaljak, mivel ezek kevésbé tartjak vissza a bio-makromolekuldkat. A fenil
allofazis is inkdbb a protein kromatografidban haszndlatos, aromdas karaktere miatt eltérd
szelektivitast biztosit.

Eltérést okoz az allofazisok kozott az apolaris feliilet kialakitasdnak modszere. A
szerves klorszilan reagens mono-, di- €s trifunkcios lehet. A monofunkcios reagens csak a
szilika feliilet hidroxil csoportjaihoz kotddik €s igy monomer réteget hoz 1étre. A trifunkcios
csoportok keresztkotéses alkil-polisziloxan réteget alkotnak a szilika feliiletén, ezt polimer
fazisnak nevezzilk. Mig a monomer allofazis nagyobb elvélasztdsi hatékonysagot
eredményez, a polimer all6fazis stabilabb és jobban ellenall a vizes kozeg miatti hidrolizisnek
magasabb lefedettségének kdszonhetden. Mivel a feliileti szilanol csoportok sosem reagalnak
el teljesen, ez kevert retencios mechanizmust eredményez’. Ennek elkeriilésére az
allofazisokat trimetil-klorszildnnal kezelik un. végkapcsolt (endcapped) fazisokat hoznak
1étre®. A feliilethez kotott alkillancok mennyisége, a boritottsag is befolyéasolja a felbontast.
Szénhidratokra pl a 12% boritottsagu fazis jobb felbontist eredményez, mint az altalanosan
alkalmazott 17-18%. A cukrok elvalasztasara ajanlott Dextropack oszlop 10% boritottsagu és
viz eluenssel nagyon j6 felbontast biztosit’.

Sajnos a szilika alapu all6fazisok magasabb pH-n gyorsan tonkremennek, kioldodnak.
Ez a legfobb gond mindazon alkalmazasoknal, amikor fehérjét is tartalmaz a minta, pl.
gyogyszergyari preparativ elvalasztasokndl, vagy enzimet tartalmaz6 oldatok vizsgélatakor. A
kotott fehérjék ugyanis nem moshatok le NaOH oldattal mieldtt tjabb mintat injektalnank, igy
az oszlop telitédik, leromlik a felbontdsa. Ezek az allofazisok csak pH=10 értékig
hasznalhatok. Folyamatosan kutatnak olyan allofazisok utan, amelyek a szilika fazis
mechanikai stabilitdsdnak biztositdsa mellett szélesebb pH tartomdnyban haszndlhatok és a
nem kivanatos feliileti kolcsonhatasoktol is mentesek. Polimer, alkil boritasti aluminium-oxid
¢és grafit allofazisokat fejlesztettek ki. Ezek mindegyike stabil ligos pH-n is, de feliileti
kolcsonhatasok ezeknél is fellépnek €s joval dragabbak, mint a szilika alapa fazisok. Grafit

oszlop mar kereskedelemben is kaphaté és szénhidratok elvalasztasara is hasznalhato''. A
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monoszacharidok nem valaszthatok el rajta, a gliikozamin a fronttal elualédik, az uronsavak
pedig tul erdsen kotddnek. A diszacharidok viszont jol elvalaszthatok, valoszinlileg
adszorpcids mechanizmussal. A sik szerkezetiiek jobban kotédnek mint a nem ,,planarisak”.
jellemzd, de a retencios sorrend eltérd. Magasabb hémérsékleten élesebbek a csucsok, ¢€s
ellentétben az RPC-vel a retencids 1d6 nd.

A részecske méret és a hordozod porusmérete is fontos jellemzd. A kisebb részecskeméret
nagyobb elvalasztasi hatékonysagot biztosit, de magasabb nyomadst igényel ezért az ilyen

toltetek elsOsorban analitikai elvalasztasokhoz alkalmasak.

II. 1. 1. 2. Mozgo fazis, alkalmazasok

A szénhidratok elvalasztasara viz €s vizes-szerves olddszerelegy alkalmazhato. A
kivalasztasnal az oldoszererdsség, a viszkozitds és UV detektalas esetén az UV elnyelés
fontos. Az oldoszererésség forditott fazison az alabbi sorrendben valtozik'’:

viz<metanol<acetonitril<etanolraceton~dioxan<izopropanol<THF
Szabad cukrok elvalasztasara viz eluenst haszndlnak, magasabb tagszamu oligoszacharidok
elvalasztasdhoz szerves modositd is sziikséges. A monoszacharidok nem valaszthatok el
egymastol. A cukorszarmazékok elvalasztdsahoz altalaban gradiens elucio sziikséges, ha ezt
az alkalmazott detektor lehetdvé teszi. A redukéld cukrok forditott fazison viz eluenssel kettds
csticsként jelentkeznek, az o- és P-anomerek részleges vagy teljes elvaldsa miatt. Ez
csucsszélesedést vagy bonyolult kromatogramot eredményez.. A jelenség elkeriilhetd
trietilamin hozzdaddsaval a mozgéd fazishoz, de ez lugossdga miatt a kolonna élettartamat
csokkenti''. A masik lehetéség a hémérséklet emelése, ami a mutarotacid gyorsitasaval
megsziinteti a dubletteket. Sajnos a homérséklet emelése a retenciot is csokkenti, igy lerontja
a szelektivitast'?. A cukor elvalasztas el6tti redukcioja megsziinteti a problémat. Az alditolok
retencios ideje rovidebb, mint a megfeleld redukalé cukoré".

Forditott fazison a glikozidok elicids térfogata nagyobb, mint a szabad cukroké. A tio-
oligoszacharidok kevésbé poléarisak, mint természetes -O- megfeleldik igy nagyobb a
retencios idejiik'.

A természetes acetilezett cukrok, mint példaul a kitin oligoszacharidok, az acetamido
csoport apolarissaga miatt jobban kotddnek a forditott fazisu toltetekhez. A homolog, linearis
felépitésii szabad oligoszacharidok novekvd molekulatomegiik sorrendjében elualédnak. Az

azonos molekulatomegli izomerek koziil az eldgazdak retencids ideje kisebb °. A retencio
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nemcsak a molekulatomegtl, hanem a glikozidos kétés anomer konfiguraciojatol is fiigg'®.

Peracetilezett cukrok esetében acetonitril:viz gradiens elucioval elvalaszthatok a
linearis oligoszacharidok 35 tagszdmig, de csak megfeleld detektor alkalmazésaval.
Acetonitril:viz eluenssel végzett izokratikus elicioval linedris Osszefiiggést kaptak lgk’ és a
tagszam kozott. Az anomer konfiguracié csak kissé befolyasolja a retenciot'’. Részlegesen
metilezett cukrok is elvalaszthatok forditott fazison'®.

Metil glikozidokndl az aldohex6zok esetén a piranozidok a furanozidok -el6tt
eludlodnak, mig aldopent6zoknal a furanozid retencids ideje kisebb, az a-anomer a - el6tt
elualodik kivéve a fruktofuranozidokat'’. Az anomer hidroxilcsoport méas szarmazékait is
elvalasztottdk. A PNP-a-glikozidok  csokkend  molekulatomeg szerint DP-7-ig
elvalaszthatok™.

Per-O-benzoilezett oligoszacharidokat is sikeresen valasztottak el C8 oszlopon. Ez a
szarmazek a detektalds €s a szeparalds szempontjabdl is hasznos, noveli a retenciot €s igy a
szelektivitast, és lehetévé teszi az UV detektalast” . Szamos glikoprotein monoszacharid
Osszetételét hataroztdk meg ilyen forméban. Ezen kiviil sokféle szarmazékot allitottak eld
vagy a detektalas megkonnyitése, vagy az elvalasztas javitasa céljabol. Errdl a témarol atfogod
sszefoglalast kozolt Sumihiro™. Kiilonbdzé bioldgiai eredetli oligoszacharidokat illetve ezek
hidrolizisével nyert monoszacharidokat hataroztak meg UV detektaldssal, piridilamino-
(PA)”, p-aminobenzoil-etil-észter (ABEE)*, fenil-3-metil-5-pirazolin- (PMP)®, szarmazék

forméajaban.

II. 1. 2. HILIC alkalmazasa szénhidratok elvalasztasara
IL 1. 2. 1. All6fazisok

Szilika:

A szilikagél felszine hidratalt hidroxil csoportokkal boritott, ami erdsen polaris.
Adszorpcids kromatografidban a kdlcsonhatasok Lewis sav és dipol-dipol tipusuak. A szilika
aktivitdisa a hidroxil csoportok szamatdl ¢és elhelyezkedésétdl fiigg. Az izomerek
elvalasztasdban szerepet jatszhat, hogy egy, vagy két hidroxil csoporttal tudnak
kélcsonhatasba 1épni. A feliileten elhelyezkedé hidroxilcsoportok 32%-a geminalis helyzetii®®.
Az altalanosan hasznalt szemcseméret 3-5 um, ami jelentds kromatografias hatékonysagot
biztosit. Az ennél nagyobb szemcseméretli tolteteket foleg preparativ elvalasztasokhoz

alkalmazzak. A viztartalom erdsen befolyasolja a szilika fazis viselkedését. A viztartalom
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hékezeléssel csokkenthetd, a mozgd fazishoz adott vizzel ndvelhetd. A szilika pH 2-7 kozott
csak mérsékelten oldodik vizben, de pH>8 esetén oldékonysaga megnovekszik. Ezért
hasznalata ennél magasabb pH-n nem ajanlott.

Kotott fazisok:

-Aminopropil szilika: A szilika fazis feliileti hidroxil csoportjait aminopropil
csoporttal szubsztitualjak. A legaltalanosabban hasznalt all6fazis szénhidratok elvalasztasara.,
bar néhany hatranyos tulajdonsdga van, mint pl. a korlatozott élettartam, vagy a redukalo
cukrokkal valo glikozilamin képzés®’. Ezért amid fazist is kifejlesztettek karbamoil csoportot
kétve a szilikahoz amino helyett™.

Az amino 4llofazis tobbféle kromatografias elvalasztasra hasznalhato:
- szabad cukrok elvalasztasa vizes-szerves elegyekkel
- szénhidratszarmazékok elvalasztasa apolaris olddszerelegyekkel
- gyenge anioncseré¢léként valo alkalmazas vizes pufferekkel

-Diol fazis: A szilika feliileti hidroxilcsoportjait glicidoxipropil-trimetoxiszilanal
reagaltatjak, az oxiran gyiri egyideji hidrolizisét lehetové tevd reakciokoriilmények mellett.
Az igy kapott diol csoportokat tartalmazo allo6fazis tulajdonsagaiban hasonlit a szilikahoz, de
nem érzékeny annyira az eluens viztartalmara. Féleg SEC céljara fejlesztették ki, de HILIC-re

is hasznalhaté cukrok és alditolok elvalasztasara®’.

II. 1. 2. 2. Mozgo fazis, alkalmazasok

Az oldoszerer8sség a kovetkez sorrendben valtozik™:
hexan<benzol<kloroform<DKM<EtOAc<THF=aceton<acetonitril<metanol<<viz
Szilika allofazison:

A szilika fazis szabad cukrok elvalasztasara nem alkalmas, mert azok tal erdsen,
irreverzibilisen kotodnek. Jol alkalmazhaté viszont acetilezett, benzoilezett és mas
részlegesen, vagy teljesen szubsztitudlt szénhidratok elvalasztasara®. Az elvalasztas
mechanizmusa megoszlas a részlegesen védett cukrokra acetonitril:viz mozg6 fézissal, és
adszorpcid a teljesen védett szénhidratokra hexan:etilacetat oldoszerelegyekkel. A vizsgalt
véddcsoportok metil éter, izopropilidén vagy benzilidén acetal és acetil észter. Megoldottak
peracetilezett monoszacharidok (hexén:etilacetat=10:1) és diszacharidok (pentan:aceton=7:2)
elvalasztasat™.

Szisztematikus vizsgalatokat végeztek gliikoz és galaktéz kiilonbozo aril- és alkil-

glikozidjaival  peracetilezett ¢és  perbenzoilezett  forméban. Az  acetilezettekre
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benzol:etilacetat=9:1, az alkil glikozid acetatokra hexan:etilacetat=1:1, az aril glikozid
acetatokra kloroform:széntertaklorid=3:2 oldoszerelegyeket alkalmaztak alacsony aramlési
sebességekkel. A vizsgalatok végkovetkeztetése az volt, hogy ilyen célra a RPC
alkalmasabb®>.

Kozolték a gyakoribb monoszacharidok, aminocukrok, diszacharidok, néhany metil-
glikozid és alditol perbenzoilezett formajanak retencids adatait. A monoszacharidok 5 izomer
formdjanak megjelenése bonyolitja a kromatogramot, ezért a GC-hoz hasonléan redukciot
javasoltak alditolokké a szarmazékképzés el6tt’®. Gliikoz, glucit, szachardz laktéz esetében 4-
nitro-benzoat szarmazékokat is elvalasztottak. A magasabb hullimhosszon val6d detektalas
kisebb zajt, stabilabb alapvonalat eredményez, de a redukalod cukrok izomerjeinek cstcsai itt
is megjelennek™.

Szamos mas, a detektalast megkonnyitd szarmazékképzést is elvégeztek, igy a fenil-
dimetilszilil*®, 2,4-dinitrofenil-hidrazon’’ , danzilhidrazon®® szarmazékokat is vizsgaltak.
Elterjedten hasznaljék a szilika oszlopokat glitkozaminoglikanok vizsgalatara is™.

Amino fazist in situ is 1étre lehet hozni szilika fazison, ha a mozg6 fazis polifunkcios
amint tartalmaz. Tobb vegyiiletet kiprobaltak erre a célra pl. a trietilamint, tetraetilén-
pentamint, pentaetilén-hexamint és a 1,4-diaminobutant. Olcsdsdga ¢és jo elvélasztasi
tulajdonsaga miatt ezt a moédszert ma is alkalmazzak, de meg kell jegyezni, hogy a retencids
1d6 erdsen fiigg az oszlop eldéletétdl és a mozgd fazis amin koncentraciojatol, az alapvonal
nem stabil az all6 féazisrol leoldodd amin miatt, igy ezek a moddszerek nem tal jol
reprodukalhatoak™”*.

Koétott amino fazison:

Mivel ez az allofazis a legelterjedtebb a szénhidratok kromatografids elvalasztasara szinte
lehetetlen valamennyi ilyen targyu kozleményt attekinteni. Ezért az elvalasztdsok ismertetése
helyett inkdabb néhany kovetkeztetést, torvényszeriiséget sorolok fel, amelyeket ezen
elvalasztasok alapjan vontak le. Az elvalasztasok legnagyobb része szabad cukrokkal tortént,
ahol ettdl eltérés van azt kiilon jelzem.

- Oligoszachridok esetén a glikozidos kotés tipusa befolyasolja a retenciot. k’ gliikko

diszacharidok esetén (1—-3)<(1—>4)<(1—>2)<(1—>1) irdnyban né*.

- A nem redukdld végi 4OH epimerizacid (glc-gal csere) noveli a retenciot, mig a

redukalé végen a gle-fru csere csokkenti, foleg ha a fruktoz furanoz*',

- Triszacharidoknal galaktéz jelenléte ndveli, xildz, fruktoz csokkenti a retenciot™.

- A monoszacharid alditolok elvalasztasa csak részlegesen oldhaté meg egymastol és a

megfelel$ cukortol is™.

14



Alkil- és aril-glikozidok esetén a piranozid és a furanozid elvalik, de erre a célra a
szilika fazis jobb**.

Az amino fazison a szabad cukrok anomer formdi nem valnak el egymastol az
allofazis amino csoportjainak mutarotaciot katalizalé hatdsa miatt™®.

A szabad cukrok glikozilamin képzddése miatt megkdtddhetnek az allo fazison, ami
egyrészt csokkenti a mért cukor koncentraciot, masrészt inaktivalja az allo fazist. Ez a
hatas viz helyett foszfat puffer (0.01 M, pH=6) alkalmazdsidval a mozgd fazisban
lecsokkenthets®.

Az uronsavak irreverzibilisen kot6dnek az allo fazishoz, ez a sav-bazis kdlcsonhatas
visszaszorithatd foszfat pufferrel. A H,PO4 ionok szerepe nemcsak a pH beallitasa,
hanem valésziniileg az amino csoportokkal komplexet is képeznek, vagyis az
elvalasztas mechanizmusaban az ioncsere is szerepet jétszik46.

Ha az oligoszacharidok tagszdma 5-nél nagyobb, elvalasztasukhoz gardiens elicid
sziikséges, amennyiben ezt a detektalas lehetdvé teszi. Hasznaltak ,,post column”
oszlop utani szarmazékképzést tertazolium kékkel malto-, (1—4) xilo* és (1-2)
frukto oligoszacharidok elvélasztasakor DP 20 tagszamig*®, valamint radioaktiv jelzést
(1-56) gliiko oligoszacharidok gradiens elvalasztasanal®. Kisebb (0,3 pm)
szemcseméretli tolteteken a jobb felbontas miatt izokratikusan is elvalaszthatok gliiko
(1>4), (1-2), (16) és (1—3) kotésti oligoszacharidok DP 30-ig™’.

Ciklikus oligoszacharidok elvalasztasat is megoldottak cikloszoforadzok (B(1—2)
gliiko-) és ciklodextrinek (a(1—>4) gliiko-) valamint elagaz6 ciklodextrinek esetén®®".
Kitin hidrolizatumbdl nyert 2-acetamido-2-dezoxi-D-gliikoz oligomerek csak DP 5-ig
valaszthatok el izokratikusan®®. A sorozat tagjainak retencids ideje kisebb mint a
megfeleld gliiko oligomeré.

Glikoproteinek szerkezetének meghatarozasara ismert szerkezetii oligoszacharidok
amino ¢s CI18 allofazison valdé kromatografidval kapott kétdimenzids ,térképet”
hasznalnak. Az 1igy kapott retencidos 1d0 adatbdzis segitségével ismeretlen
oligoszacharidok szerkezetét hatroztak meg redukalt formaban®, fluoreszcens 2-
aminopiridin szarmazékként™ és hidrazinolizissel kapott oligoszacharidokra®”.
Oligoszacharid alditolok amino oszlopon acetonitril:viz gradienssel torténd
elvalasztasa sordn vizsgaltdk a szerkezeti paraméterek szerepét az elvalasztisra. Az
oligoszacharid tagszamanak fiiggvényében abrazolt relativ retencids id6 kolonbségek,

azonos csoport belépése esetén, kozel linedris sszefliggést adtak’®.
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I1. 2. a-Amilaz enzimek vizsgalatanak el6zményei

Az amildzok oa(1—4) glikozidos kotéseket hidrolizadlnak és igy a keményitd ¢és a
hasonlo szerkezetli poliszacharidok (pl. amildz, glikogén) lebontasdban jatszanak szerepet.
Igen elterjedtek, szinte valamennyi €16 szervezetben termeldédnek a baktériumoktdl kezdve a
ndvényeken at az allatokig. Vizsgalatukat egyrészt széles kort ipari alkalmazasuk, masrészt a
human eredetii enzimek diagnosztikai szerepe indokolja.

Szdmos keményité hidrolizald enzim kereskedelmi jelentdségli. Az enzimek
specifitdsa, termostabilitisa és pH fiiggése kritikus lehet ipari alkalmazasuk sordan. A
természetes eredetli enzimek nem kivanatos sajatsagai modosithatok, ha ismerjiik milyen
Osszefiiggések vannak a fehérje szerkezet ¢és az enzim aktivitas kozott, mely szerkezeti részek
hatarozzak meg a modositani kivant sajatsagokat’’. Az elmult évtizedben szamos keményité
bonté enzim 3 dimenzids szerkezetét hatdroztik meg rontgendiffrakcios mérésekkel. Igy ma
mar lehetdség van a kiilonb6zd szerkezetek és az enzim aktivitasok Osszevetésére és a kettd
kozott osszefiiggések keresésére.

A keményitd glikozidos kotéseinek hidrolizisét és szintézisét katalizald enzimek négy
f6 csoportba sorolhatok’®:

1. a-(1>4) glikozidos kotéseket hidrolizalnak: a-amildzok E.C.3.2.1.1., B-amildzok
E.C.3.2.1.2., glikoamilaz E.C.3.2.1.3.,

2. a(1—6) gliikozidos kotéseket hidrolizalnak: pullulanaz E.C.3.2.1.41 és izoamilaz E.C.
3.2.1.68.,

3. 0(1—>4) glikozidos kotéseket hoznak Iétre transzgliikozilezéssel: ciklodextrin-
gliikkoziltranszferaz E.C.2.4.1.19.,

4. a(1—6) gliikozidos kotéseket hoznak létre transzgliikozilezéssel: 1,4-alfa-D-gliikan:
1,4-alfa-D-gliikan-6-alfa-D-(1,4-alfa-D-gliikano)-transzferdaz mas néven  elagazast
létrehoz6 enzim E.C.2.4.1.18., oligo-1,6-gliikozidaz E.C.3.2.1.10.

Bar a reakciokat foként a feltiintetett enzimek katalizaljak, vannak koztiik atfedések pl.
az a-amilazok transzgliikozilezésre is képesek, a CGT-4z a hidrolizist is katalizalja, egyik
termofil pullulandz, a neopullulanaz pedig azonos mechanizmussal és azonos aktiv centrum
részvételével mind a négy reakciot katalizalja™ .

Megallapitottadk, hogy az o(1—4), vagy o(l—>6) kotéseket a konfiguracid
megtartasaval (retencigjaval), illetve inverzidjaval hasitdé enzimek szerkezetileg kiilonboznek

egymastol. A retenciés enzimek kozé az a-amilazok, a CGTazok ¢és az oligo-(1—6)
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gliikoziddzok tartoznak, mig a masik csoportba az inverzios enzimek kozé sorolhatjuk a (-
amildzokat és a glilkkoamildzt. A nyolcvanas évek Ota szdmos amildz és rokon enzim
szekvenciajat kozolték, igy lehetévé valt ezek Osszehasonlitasa. Ennek alapjan négy erdsen
konzervalt régiot figyeltek meg a retencids keményitébontd enzimek szerkezetében, amely
tartalmazza az Osszes katalitikus helyet A retencids enzimek valamennyien egy szerkezeti
csaladba tartoznak, ahol a katalitikus domén mindig (B/o)s hordo.

Mindezek alapjan az o-amilaz enzimcsalddba sorolhatd az az enzim, amely megfelel az
alabbi szempontoknak’®:

— a-glikozidos kotésen hat,

- vagy a-glikozidos kotést hidrolizal mikézben a-gliikdz vagy oligoszacharid keletkezik,

vagy a-glikozidos kotést hoz 1étre transzglikozilezéssel.,

- 4 konzervalt régiot tartalmaz az aminosav szekvenciaban, amely tartalmazza az Osszes

katalitikus és a legfontosabb szubsztratkoto helyeket,

- Asp, Glu és Asp aminosavakat tartalmaz a katalitikus régioban a TAKA amilaz Asp206,

Glu230, Asp297 aminosavainak megfelelen.

A retencidos keményitdbonto enzimek kozotti kapcsolat az 1. dbrdn bemutatott séman lathato.

a-1,4 <— Az enzim specifitisa a glikozidos kotésre —> a-1,6

Hidrolizis amilopullulandz pullulanaz
o-amiléz izoamiléaz

A reakcié neopullulanaz

tipusa
CGTaz

Transzglikozilezés elagazast 1étrehoz6 enzim

1. 4bra a-Amilaz enzimcsalad tagjai és az altaluk katalizalt reakciok™
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I1.2.1. Szerkezeti sajatsagok

Valamennyi ide tartozé enzim multidomén fehérje, a domének egy részének szerepe

ismert, masoké nem, de a katalitikus domént meghataroztdk és ez mindig egy (/a)s hordd

része.
1 2 3 4 5 6 7 8
() ¢ @ @ () () , @ (7
A fehérje N-terminalis vége C terminalis vége
' I
[-szal o-hélix

2. dbra a-amilaz enzimek (B/og) hordo szerkezetének sematikus képe

Ebben a szerkezetben a -reddk és az a-hélixek valtakoznak a polipeptid lancban, igy
8 parhuzamos B-redd egy belsé hengert képez, amit a 8 hélix vesz koriil. Rendszerint egy
extra hélix koveti a 6. B-red6t. Az alternald hélixeket és B-reddket hurkok kotik Gssze és a
szubsztratkoto és aktiv helyet a B-redok és a hurkok aminosavai épitik fel. A hurkok hossza és
aminosav sorrendje valtozo és ebbdl szarmazik a kiillonb6zd enzimek valtozatossaga, ami a
specifitast és a sajatsagokat illeti. Altalaban a 3. hurok hossz, de a tobbi hurok hossza
nagyon valtozatos, és a hurkokon beliil is lehetnek extra B-reddk és a-hélixek.

A poliszacharidokra hat6 enzimek szubsztrat kotéhelye, mint egymast kovetd alhelyek
sorozata irhat6 le, ahol egy-egy alhely a szubsztrat egy-egy monoszacharid egyégével 1ép
kolcsonhatasba (4. abra). Az a-amildz csaladban az alhelyeket a hurkok aminosavai alkotjak,
igy a hurkok hosszdban és természetében vald variaciok okozzak az alhelyek szamaban és

sajatsagaiban megjelend kiilonbségeket.
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G—G—=G6—=GC=G—=G GTG—G—G

glikon kot6 hely aglikon kotd hely

G —gliikk6z egység, —— glikozidos kotés, l katalitikus hely

3. abra a-amildz enzimek kotdhelyének és aktiv centrumanak sematikus abrazolasa

Az o-amilazok specifitasa fiigg az eredetiiktdl, de féleg endo- (a gliikoz lanc belsejében
hasito), vagy exo- (a lancvégrél hasitd) enzimek lehetnek és tobbszords tamadas (multiple
attack) vagy rendszertelen tamadads (random attack) végbemenetelével hathatnak a
szubsztraton. Ha a képz6do termékek is szubsztratjai az enzimnek, akkor méasodlagos tdmadés
(secondary attack) is bekovetkezhet.

Kiilonbségeket figyeltek meg a hidrolizis termékeinek eloszlasdban a maltodextrinek
vagy az amil6z tanulméanyozasa soran. A sertés pankreasz a-amildz (PPA) példaul foként
maltoz és maltotrioz képzésével, tobbszords hasitasi mechanizmussal bontja az amilozt® és a
rovidebb szubsztratokat is®'. Az arpa o-amiliz maltdz, maltohexadz és maltoheptadz 6
termékeket eredményez, és nem torténik tobbszoros hasitas®. Mindkét enzim endo moédon
hat, vagyis a poliszacharid lanc belsejében levd kotéseket hidrolizalja, de exo bakterialis o-
amilazok is ismertek, amelyek féleg a glikan lanc végérdl hasitanak adott méreti
oligoszacharidokat®.

A termékeloszlasban megmutatkoz6 kiilonbségek a szubsztratktd hely alhelyeinek
szamaban levo kiilonbségekkel és az egyes alhelyek ¢és a gliikoz egységek kozotti
kolcsonhatasok erdsségének kiillonbségével magyarazhatoak. A PPA szubsztratk6td helye
eddigi vizsgalatok szerint 5 alhelyet tartalmaz, az arpa a-amildzé 10 alhelyet, az Aspergillus
orizae (TAKA) a-amildz 7 alhellyel rendelkezik. A PPA és TAKA a-amilaz szubsztratkotd
és aktiv helyének rontgen diffrakciés és molekula modellezési vizsgalatait elvégezték®®.
Mindkét enzimben a 2, 3, 4, 5, 7, 8 hurok aminosavai alkotjak a -3 — +2 alhelyeket. Az 1. és 2.
hurok hosszéban és hajlékonysagaban levo kiilonbség lehetdvé teszi a -4 alhely képzodését a
TAKA amildznal és kizarja az emlés amildzoknal, bar ijabb eredmények szerint a human
kotéhely a TAKA amilazban és hidnyzik az emlds eredetli enzimekben. Ezt Omichi a
redukalé végen modositott szubsztratokkal igazolta a huméan enzimekre (HSA, HPA)”. Az 1-

8 hurokok tehat kritikusak az aktiv hely képzddésében ¢€s specifitasaban. Ha az 1, 2, 7, 8
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hurkok valamelyike behajlik és a szubsztratkotd hely egyik végénél akadalyt képez, akkor a
szubsztratkotd hely inkabb zseb mint mélyedés formaji lesz. A mélyedés forma az endo-, mig
a zseb forma az exo-enzimekre jellemzé’’.

Az a-amildz enzim altali tobbszords vagy ismételt hasitas akkor figyelheté meg, ha
ujabb hidrolizis koveti az elsd hasitast Ggy, hogy csak az egyik termék szabadul fel az
enzimr61%. Ez feltételezi az eredetileg a -3 -2 -1 alhelyhez kot8d6 szubsztratrész atcstiszasat
a -1 +1 +2 alhelyre. Qian egy mozgékony hurkot figyelt meg a PPA-ban, ami a szubsztrattal a
—2 alhelynél kolcsonhatasban levé His-t tartalmaz. Lehetséges, hogy ennek a huroknak a
mozgasa segiti eld a szubsztrat athelyezddését a termék felszabadulasa eldtt, igy lehetdvé téve
a tobbszords hasitast®. Ennek His-nek a protonalodasaban bekovetkezé véltozas befolyéasolja
a szubsztrat kotdédését magas pH-n, és ez 0sszhangban van azzal az ismert mechanizmus
valtozassal, hogy mig a PPA 6.9 pH-nal t6bbszords hasitasi mechanizmussal miikodik, addig
pH=10-nél random/rendszertelen hasitas torténik®. Ez a hurok nincs jelen a gabona és
termofil baktérium eredetll o-amildzok és a TAKA a-amildz szerkezetében, igy nem
meglepd, hogy ezen enzimeknél nem figyelhetdé meg tobbszords hasitas.

A retencios enzimek altal katalizalt hidrolizis és transzglikozilezés eddigi ismereteink
alapjan kettds helyettesitéses (double displacement) mechanizmussal jatszodik le. A
katalizisben résztvevd aminosavak szerepe a kovetkezd (a szdmozas a TAKA amilaz
szekvenciajanak felel meg):

- Glu230

Ez az aminosav a 3. régidban talalhatd és teljesen konzervalt a csalad enzimeiben, bar a
kornyezetében nincs mas hasonlén konzervalt aminosav. A karboxil csoport pK értéke az
aminosav kornyezete miatt elég magas lehet ahhoz, hogy egy protont képes legyen atadni a

glikozidos kdotésre, lehetdvé téve a hasitast (sav katalizis, proton donor).
- Asp206

A rontgenkrisztallografias analizis alapjan az aminosav karboxil oxigénje nagyon kdzel van a
-1 pozicidoban kotdodd, a hasitasban részt vevd glikoz egység Cl atomjahoz. Ezért
feltételezhetd, hogy ez az aminosav részt vesz az atmeneti allapot kialakitdsaban (bazis
katalizis, nukleofil). Arrol még vitak folynak, hogy a valodi atmeneti komplex karbonium ion
képzddéssel, vagy kovalens kotés kialakulasaval jar.

PPA kovalens intermedieren keresztiil torténd reakciojara NMR bizonyiték van®.
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4. abra a-amilaz enzimek katalitikus mechanizmusa

Bar ez két csoport részvételét jelenti, mutacids vizsgalatok szerint 3 karboxil csoport vesz
részt a katalizisben 1 Glu és 2 Asp>”"’. CGT-4z esetében a rontgenkrisztallografias mérések
valdszintisitik a komplex kovalens karakterét, nem zarva ki, hogy a reakcio sordn mindkét

forma megjelenhet’".
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- Asp297
A kozelmultban tisztaztdk szerepét négy mutdns G4-amildz maltotetradzzal alkotott
komplexének rontgenkrisztalografiai vizsgalataval’”. A —1 kotéhelyen bekdvetkezé gyfirti
torzulds, ami jol megfigyelhetd ha aszparaginsav van jelen az enzimben, eltiinik abban az
esetben, ha aszparaginnal helyettesitjiik ezt az aminosavat ¢s a kotéserdsség is lecsokken.
Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy az Asp297 erdsiti a szubsztrat kotddést, eltorzitja a szék

cres

stabilizalasdban a —1 alhely és a cukorgyiiri kozti kolcsonhatas is szerepet jatszik, ahol a 2

His fontos résztvevé®™ és ez is konzervalt a legtbb o-amilaznal.

I1.2.2. Termostabilitas és pH stabilitas pH fiiggés

Bér a termostabilitas és a pH stabilitds valamint pH fiiggés egyarant fontosak az ipari
felhasznalasu enzimeknél egyeldre nincsenek ilyen céllal tervezett enzimek. A pH stabilitas
illetve a pH fliggés a human enzimek esetén is fontos kérdés. Azt, hogy a HSA részben
atveheti a HPA szerepét, pH stabilitdsi vizsgalatokkal igazoltdk. A keményitd vagy
hidrolizistermékei ugyanis megvédik a HSA enzimet a gyomor savas kornyezetében az
inaktivalodastol™.

A B-hord6 szerkezet onmagéban nem tul stabil, amint ezt az antarktiszi eredetli baktérium az
Alteromonas haloplantis enzimének termostabilitisa mutatja. Ez az enzim 45 °C
homérsékleten is gyorsan elveszti aktivitasat, de pl. a Bacillus licheniformis éltal termelt
enzim 90 °C hémérsékleten is hosszu ideig stabil marad. A szokatlanul nagyszamt rovid
oldallanct aminosav az A. haloplantis amilazban az enzimmolekula flexibilitasat okozza, ami
alacsony hémérsékleten biztositja az enzim aktivitasat, de lecsokkenti a héstabilitast’.
Kiilonallé aminosav oldallancok, s6 hidak, H hid kotések és hidrofob kolcsonhatasok novelik
a hostabilitast. A diszulfid hidak nem sziikségesek a hd altali inaktivacid elleni védelemhez.
Az emlds amildzok 5 diszulfid hidat tartalmaznak, de mégis labilisabbak mint a termofil
baktériumok enzimei, amelyek egyaltaldn nem tartalmaznak diszulfid hidat”®. A Ca*" ionokat
tartalmaz6 enzimeknél a Ca>” ionok jelenléte az oldatban stabilizalja a fehérjét.

Még kevesebbet tudunk a pH fiiggés és a szerkezeti faktorok Osszefiiggésérdl. A alacsony
vagy magas pH-val szembeni stabilitas befolyasolhatd egyes aminosavak eltavolitasaval’’.
Egyes vizsgalatok szerint elsdsorban a 3. hurok aminosavai feleldsek a savval szembeni

ellenalloképességért’®. A pH-aktivitas profilok befolyasolhatok az aktiv helyhez kozeli, vagy

crer
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szerepet jatszanak a pH fiiggésben. A CI™ ionok jelenléte vagy eltavolitasa is befolyasolja a
pH optimumot. HPA enzim esetén Ishikawa vizsgalatai szerint a His201 Asn mutacio savas

iranyba tolta el a pH optimumot, mikézben a bontasi képet nem befolyésolta”.

II. 2.3. Human nyal eredetii a-amilaz (HSA)

A humén enzimek vizsgalata élettani szerepiik, hatasmechanizmusuk felderitését
célozza. Az emberben a nyal és pankredsz izoenzimek (HSA, HPA) az 1. kromoszoman
kodoltak egy multigén csalad tagjaként, ami a nyalmirigyekben és a pankredszban kiilonb6zo
izoenzimek kifejezédését szabalyozza®. Napjainkban fedeztek fel egy gént, amely egy
harmadik, eddig ismeretlen human amilaz (HXA) izoenzim képzédéséért felelés™. Mindkét
enzimet kiilsd elvalasztdsi mirigyek termelik (nydlmirigyek és hasnyalmirigy), de
megtalalhatok a szérumban és a vizeletben is. A pankredsznedv ¢és a nyal amilaz
koncentracioja néhany nagysagrenddel nagyobb, mint egyéb testfolyadékoké, és valdsziniileg
a szérum amildz tartalma is ebbdl a két szervbol szarmazik. A szérum a-amildz szintjének
mérése fontos indikdtora lehet a nyalmirigyek és/vagy a pankreasz gyulladasos
megbetegedésének®®. A normal szérum amildz aktivitasat elsdsorban nyal tipust amilaz
okozza®.

A nyal amilaznak legalabb harom élettani funkcidja van. A szénhidrattartalmu taplalék
eléemésztését a szdjban hidrolitikus aktivitasa teszi lehetévé. Emellett az enzim feliiletén
baktérumkotd hely taldlhato, igy az enzim felszinén a szdjban megtalalhatd Streptococcus
baktériumok képesek megkotédni®. Valamennyi amilaz koziil a HSA mutat a legnagyobb
baktériumkotd aktivitast. A baktériumkotddés ellenére hidrolitikus aktivitasat is megérzi. A
keményité hidrolizise soran keletkez6 mono- ¢és oligoszacharidokat a baktérium
metabolizalja. Mivel az enzim a fog felszinéhez is képes kotddni, és részt vesz a plakk
képzbdésében, a képzd6 savak hozzajarulnak a fogszuvasodas (caries) kialakulasdhoz®. A
HSA tanulmanyozasa taplalkozas élettani fontossaga mellett a fogszuvasodas kialakuldsaban
betoltott szerepe miatt is ényeges.

A HSA kivélasztasat, aktivitasdit a nyalban és a szérumban szdmos tényezo
befolyasolja. A nyalban mért HSA szint fiigg a kortol. Ujsziilotteknél a felnéttkori szint kozel
32%-at mérték, ami 19 honapos korra éri el a felnéttkori normal értéket®. A HSA
kivéalasztasa fokozodik fizikai és pszichikai stressz hatdsara®. Aktivitasat befolyasolja a
taplalék konzisztencidja, folyadékkal torténd taplalas esetén csokkent HSA termelést

tapasztaltak™.
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A szérum HSA aktivitdsat is befolyasolja az életkor, ezért fontos a klinikai
diagnosztikdban a kornak megfeleld normal tartomany megadasa. Elhizott gyerekek esetében
fitiknal csokkent HSA koncentraciot mértek™, mig mas vizsgalatok szerint az elhizasi index
50% feletti értéke mindkét tipusti amilaz aktivitas csokkenésével jar’. Vakbélgyulladas kisérd
tiineteként is leirtak HSA szint emelkedést, ami miitét utan normalizalodott’. A kivalaszto
szerv gyulladdasos megbetegedése (pl. fiiltdmirigy gyulladéas) is HSA aktivitas ndvekedéssel
jar*"™. A szérum Ssszes amildz szintje a pankredsz megbetegedései miatt is véaltozhat, ezért
fontosak azok a mérési modszerek amelyek segitségével a HPA és HSA szint kiilon is
mérhet6. Ezek a moddszerek olyan szubsztratok hidrolizisén alapulnak, amelyeket eltérd
modon bont a két enzim, igy tervezésiikhoz a két enzim kotdhelyének kiilonbségeit ismerni

kell. Masrészt az amildzok inhibitorai hasznosak a vér gliik6z szinjének kontroldldséban,

mivel lelassitjak a keményité és az oligoszacharidok lebontasat®.

A HSA 5 izoenzimbdl all, melyek két csaladba A és B csoportosithatok. Az A csalad
tagjai (1, 3, 5) kovalensen kotott cukorrészt tartalmaznak, vagyis glikoproteinek, mig a B
csalad tagjai (2, 4) nem tartalmaznak cukorrészt. Az izoenzimek mindegyike egy
polipeptidlancbol all, nem kiillonboznek aktivitdsukban, hdstabilitdisukban ¢és nagy
molekulasulyu szubsztraton mért bontasi képiikben sem’.

Valamennyi izoenzim polipeptidlancat 496 aminosav alkotja, tartalmaznak Ca®" és CI
kotShelyet. A vizsgalatok szerint a Ca®* és CI” kétShely, valamint a szubsztratkoté hely His és
Trp aminosavai szerepet jatszhatnak a szubsztrat glikon ¢és aglikon végének
megkiilonboztetésében. A CI ion valoszinlileg szerkezeti szervezd szereppel bir, lecsokkenti a
nem kivénatos elektrosztatikus kdlcsonhatdsokat, amelyek a bazikus €s savas csoportok kozott
felléphetnek. Ezenkiviil a hasitasban és szubsztrat kotésben szerepet jatszo Glu233 pK értékét
is novelheti.

A HSA-r6l csak szabad forméban van hozzaférheté rontgenkrisztallografias felvétel®.
Szerkezetében fontos szerepe van a tobbi emlds amilazhoz hasonldéan a 304-310 aminosavak
alkotta huroknak, melynek része az Asp300 is, az aktiv helyet felépité fontos aminosav. A
hurok 4 glicint tartalmaz, ami nagy flexibilitast biztosit és karakterisztikus az emlds
amildzokra. Szerepe a szubsztrat kotés €s termék felszabaditas folyamataban van. Ha nincs
jelen szubsztrat a hurok rendkiviil mozgékony ¢s a PPA, HPA vagy HSA enzimeknél
megfigyelt valamelyik konforméciot veszi fel, ezt nyitott pozicionak nevezik. Ha a szubsztrat
bekotddik ez a szegmens segit a katalitikus helyen tartani, a zart pozicio felvételével. Reakcid

utan ismét nyitott pozicidba keriil és a termék felszabadul™.
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Korabbi vizsgalatok szerint a HSA 5 alhellyel rendelkezik, melybdl 3 glikon, 2
aglikon kotd hely, a hasitds ezek kozott torténik. A harmadik aglikon kotd hely létezését
kizartak ™.

11.2.4. Bacillus licheniformis altal termelt hotiiré o-amilaz (BLA)

A mikroorganizmusok széles kore termel és valaszt ki extracellularisan olyan
amildzokat, amelyek kiilonb6z6 specifitassal és érdekes sajatsdgokkal rendelkeznek. Gram +
baktériumok és foleg a Bacillus csalad tagjai termékeny amildz forrasok. A bakterialis
amilazok régebbi csoportositasa aszerint tortént, hogy milyen végterméket szolgaltatnak a
keményité hidrolizise soran. Eszerint a BLA maltopentadz termeld enzim, a keményitdbdl
33% maltopentadzt allit el. Az Ggynevezett folydsité enzimek kozé tartozik™”.

A Bacillus csaladban két gén lehet felelés az amildz termelddéséért, mert két
kiilonb6z6 amildz képzddhet az inkubacids kozeg homérsékletétdl fiiggden. Ezek aminosav
szekvencidjukban és bontasi képiikben is eltérnek egymastol. Az egyik nagyfoku
hdstabilitassal rendelkezik, 100 °C hdmérsékleten is tobb mint 4 6ran at megdrzi stabilitasat,
ezt nevezik BLA-nak. Genetikai moddositassal az enzim olyan valtozatait is eldallitottak,
amelyeknek f6 hidrolizis terméke maltohexadz és maltoheptadz (BLTA) illetve maltdz
(BLMA). A BLMA mir a cukrosité enzimek kozé tartozik®.

A keményit6 ipari méretli hidroliziséhez hdstabil enzimek haszndalata kulcsfontossagu,
mivel ez a poliszacharid csak 100 fok koriili hémérsékleten oldodik. Az enzimeket
felhasznal6 iparagak koziil a mososzer és a keményitd ipar a legnagyobb volumenti, ez a kettd
adja az ipari enzimfelhasznalas kétharmad részét”™. Ezenkiviil a BLA-t felhasznalja az
alkohol, cukor és soripar éppugy, mint a textilipar a siitOipar, gyogyszeripar, valamint
alkalmazzak mosodszerek eldallitasahoz és a szennyvizkezelésben is. A BLA allergias reakciot
valthat ki pékeknél’® és mososzergyari munkéasoknal®”.

A BLA szerkezetvizsgalatanak célja a szerkezet/funkcid Osszefiiggések keresése, a
termostabilitds okanak felderitése, ismeretek szerzése iparban felhasznalhatdé enzimek
tervezéséhez és az allergiat okozo régiok felderitése. Rontgendiffrakcios felvételek Ca® ionok
nélkiili apoenzimmel®™ és Ca®" iont tartalmazé holoenzimmel® késziiltek. Megallapitottak,
hogy bar a BLA szerkezete az amildzok altaldnos szerkezeti elemeit tartalmazza, néhany
jellegzetes eltérést is mutat, ami a hdstabilitassal is Osszefliggésbe hozhatd. Az enzim 496
aminosavat és 237 viz molekulat tartalmaz, megtaldlhaté benne a jellegzetes kozponti A

domén és a C terminalis gorog kulcs motivum (C domén). A B domén, ami a katalitikus
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helyet is tartalmazza, 100 aminosavbdl 4ll és bonyolult mésodlagos szerkezettel rendelkezik,
mig pl. TAKA amilazban csak 60 aminosavbol all és hurokszerti. A katalitikus hely
aminosavai azonban a BLA-ban is 2 Asp és egy Glu. A CI" kotdhely a katalitikus hely
kozelében van, az Arg229, az Asn326 és viz molekuldk koordindlodnak hozza. A PPA-ban
jelen levé Arg337 itt nem vesz részt a kotésben, helyette viz molekula talalhato. A kevésbé
héstabil Bacillus amyloliquefaciens o-amilaz (BAA) szerkezetéhez képest néggyel tobb ionos
kolesonhatés talalhatd benne. Szintén ndveli a stabilitast az 1. régidban levé hurok a B domén
felszinén, ami két aminosavval rovidebb mint a BAA-ban talalhato, igy kevésbé mozgékony.

A legjelentésebb eltérés, amit mas amilaznal eddig nem irtak le a Ca>—Na'—Ca®"
szerkezetil triad a szokasos Ca®" koté helyen, valamint egy tovabbi Ca*" ion az A és C domén
kozott. A Na™ ion aktivald hatdsa régota ismert, de kotédését az enzimhez nem figyelték meg
kordbban. Ez a stabilizalo hatas csak mérsékelt, az ion kotOhely flexibilitdsa elég nagy ahhoz,
hogy a Na" ion kénnyen kidiffundaljon a k&td zsebbdl. Ca’" ionok tavollétében az amilazok
inaktivak. Az enzim inaktiv forméja gyakran rendezetlen régiokat tartalmaz, amelyek
kofaktorok (pl.Ca*") hatasara valnak rendezetté. Ez sok szekrécids enzim esetén igy van, talan
azért, hogy a sejten beliili nem kivanatos aktivitas elkertilhetd legyen.

Kisérletek torténtek a hostabilitasért felelos génszakaszok felderitésére is. Ismert hogy
a BAA termostabilitdsa szdzadrésze a BLA termostabilitdsanak. Ezért e két faj génjeinek adott

szakaszait cserélték ki egyméssal és vizsgaltik a képzédé enzim termostabilitasat'”

. Ilyen
kiméra gének eldallitasaval sikeriilt a vad tipusunal stabilabb enzimet 1étrehozni. Ebben egy
negyedik Ca®" k6t6 hely talalhaté a C doménben, ahol két B-redd kozott hidat alkot. Akarboz
komplexében dekaszacharidot figyeltek meg, ami csak kétlépéses transzglikozilezéssel
képzelheté el'®'. Szerkezeti mutagenezissel is sikeriil nagyobb héstabilitisi enzimet
eléallitani, ez Asp190 helyett fenilalanint tartalmazott, stabilitasa hatszorosara nétt'*.

A vad tipustu enzimmel vizsgéltdk a bontasi képet maltooligoszacharidok (DP1-10)
alkalmazéasaval. Az enzim csak a DP>5 szubsztratokat bontotta. Termékaranyokat nem
hataroztak meg, de megallapitottak hogy DP6-8 esetén G5, ennél hosszabb szubsztratokbol a
G3 a 6 termék'”. Leirtak, hogy a hémérséklet novelése befolyasolja a termékaranyokat,
magasabb hémérsékleten homogénebb termékeloszlast kaptak keményitd szubsztrattal'**.

Mivel a BLA-t ndvényi sejtfalbol vald keményitd eltavolitasra is hasznaljak, és ehhez
szerves-vizes olddszerelegyet alkalmaznak, vizsgaltdk az amilaz aktivitast etanol jelenlétében.
Az aktivitas 40% alkohol tartalomig nem valtozik, 80% alkohol tartalom inaktivalja az
enzimet. Az amilézon mért bontasi kép is megvaltozik etanol hatasara, a kisebb tagszamu

termékek aranya novekszik az egyensulyi elegyben'™.
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IIL. Sajat vizsgalatok

I11.1. Szintetikus munkahoz kapcsolodo elvalasztasok

A szénhidratok bioldgiai szerepének mind alaposabb megismerése intenziv kutatasokat
inditott a szerves szénhidratkémia, a modern elvalasztastechnikai ¢és szerkezetvizsgald
modszerek szénhidratkémiai alkalmazasa teriiletén egyarant. A biologiai szempontbol
kiilonosen érdekes szénhidratok foként oligoszacharidok és poliszacharidok, valamint ezek
mas természetes anyagokkal képzett konjugdtumai az tigynevezett glikokonjugatumok. Ezek
szerepe rendkiviil sokrétli, mint ahogy rendkiviili valtozatossdgot mutatnak szerkezetiik
szerint is. A legizgalmasabb teriilet azon szénhidratok kutatasa, amelyek molekularis
jelekként felismerhetdvé teszik a sejteket egymas szdmara és lehetévé teszik a kdrnyezethez
valé megfeleld orientdcidjukat. Az oligoszacharidok szintézise sordn két polifunkcios
molekulat kell regio- és sztereoszelektiv médon glikozidos kotéssel dsszekapcesolni. Ez csak
megfeleld  védOcsoportok, szintézisstratégiak,  sztereoszelektiv  szintézismodszerek
alkalmazasaval lehetséges. A szintézistermékek tisztitasa altalaban szilika oszlopon valo
kromatografiaval torténik. Gyakran azonban az izomerek oszlopon elérhetd elvaldsa nem
elegendd a termékek —a szerkezetvizsgald modszerek altal megkdvetelt tisztasagban valo—
kinyeréséhez. Masrészt a tobblépéses, bonyolult védécsoportstratégiat igényld szintézisek
miatt a végtermék oligoszacharid gyakran csak igen kis mennyiségben (néhany 10 mg) all
rendelkezésre. Ilyenkor a félpreparativ  HPLC jo lehet8ség nagyobb felbontoképessége,
érzékeny detektalasi modja miatt.

A szintetikus szénhidratkémidban szamos véddcsoportot alkalmaznak, de univerzalis
véddcsoport nem létezik, igy a véddcsoportok és glikozilezési modszerek varidldsa szinte
minden szintézist egyedivé tesz. Ugyanigy egyedi feladat a szintézisek sordn a reakcidok
kovetése, vagy a termékek kinyerése elvalasztastechnikai modszerekkel.

A szintézisekhez kapcsolodd HPLC elvélasztasokat az alabbi csoportositasban
foglaltam Ossze:

1. Preparativ elvalasztasok
2. Analitikai elvalasztasok
- metil-glikozidok eléallitasa soran

- maltooligoszacharid szubsztratok vizsgalatakor
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IIL.1.1. Preparativ elvalasztasok

A preparativ HPLC definicid szerint olyan specialis kromatografias eljaras, amelynek
célja tiszta anyagok izolalasa. Ebbe a fogalomba belefér a néhany nanogramm biologiailag
aktiv oligoszacharid izolalasatol a néhany kilogramm szintetikus oligoszacharid szarmazék
kinyeréséig minden elvalasztas'®. A 6, lényegi kiilonbség a preparativ és analitikai HPLC
kozott, hogy mig az analitikai HPLC-ben a cél az anyagok mennyiségének pontos
meghatarozdsa ¢és ehhez eszk6z a minta komponenseinek elvalasztasa, addig a preparativ
HPLC esetén a cél az anyag izoldlasa megfeleld elvalasztas utan. Ehhez eszk6z a detektalas,
ami lehetové teszi a komponensek retencios idejének/térfogatdinak meghatarozasat végso
soron a megfeleld frakciok kijelolését.

Félpreparativ célokra jol alkalmazhatéak az analitikai késziilékek olyan kis
valtoztatdsokkal, mint nagyobb térfogati injektor beszerelése, nagyobb dramléasi sebesség
alkalmazésa ¢és a frakcidszedés lehetdségének kialakitasa a detektor utan.

A detektalast tekintve a preparativ HPLC céljaira jobban megfelel egy altalanos
detektor (pl. RID), mert alkalmazasaval minden komponens megjelenik a kromatogramon'*®.
A nagyobb mintamennyiségek miatt a kisebb érzékenység nem okoz gondot, hatrany viszont
hogy gradiens eluciora ez a detektor nem alkalmas. Az RID masik elénye, hogy
tomegszelektiv detektor 1évén a cstics alatti teriiletek alapjan az anyagok relativ mennyiségi
viszonyai jobban lathatok, bar ez csak rokon vegyiileteknél igaz, hiszen a kiilonb6z6 vegyiilet
tipusok torésmutatdja kiillonbozhet. A szelektiv detektorok (pl. DAD) hasznosak annak
eldontésére melyik csucs tartozik az elvalasztani kivant komponenshez (spektralis adatok). Az
UV detektalas alkalmas UV aktiv véddécsoportok jelenlétében, amelyek szerencsére elég
gyakoriak a szintetikus szénhidratkémiaban (benzil, fenil, tozil, p-nitro-fenil ...).

Bér a preparativ HPLC szigora kovetelményeket tdmaszt az elvalasztast illetden, a
nagy mintamennyiségek ¢s injektalt térfogat miatt a csucsok alakja nem olyan szimmetrikus
mint analitikai HPLC esetén. A detektorjel nem novelheté korlatlanul, ezért a fo
komponensek csucsai tobbnyire ,,levagédnak”, az igy meghatarozott cstcs integralok nem
aranyosak a koncentracioval.

Munkamhoz a szénhidratok elvalasztasara leggyakrabban hasznalt 4llofazisok (szilika-
, amino- ¢s C18) alltak rendelkezésre félpreparativ méretben (10 mm * 250 mm) is. A polaros
allofazisok kapacitasa 20-100 mg, mig a forditott fazis kapacitasa egy nagysagrenddel kisebb,
1-10 mg (természetesen elvalasztistol fiiggden). Az elvalasztasokhoz jo eldkisérlet a

vékonyréteg-kromatografia (VRK). Tapasztalatom szerint szilika all6fazis alkalmazésa esetén
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gyakran alkalmazhat6 a konvencionalis Merck szilika 60 (5554) rétegen végzett VRK alapjan
megfelelonek talalt eluens minden modositas nélkiil. Forditott fazisu elvalasztasoknal is
végeztem VRK-s kisérleteket és azt tapasztaltam hogy a Merck HPTLC (5914) réteg
elvalasztasi tulajdonsdgai hasonldak a LiChrospher C18 oszlophoz de a Whatman (LKC18)
réteg lényegesen eltérd elvalasztast mutat. Az aminopropil-szilika allofazis VRK alkalmazasa
nem igazan elterjedt, ez a réteg lényegesen dragabb és csak néhany cég gyartja. Az amino
fazis félpreparativ alkalmazasakor a kordbban analitikai HPLC modszerként mar bevalt
rendszert alkalmaztam. A kinyert vegyiiletek tisztasagat VRK, HPLC, NMR vagy MALDI-
TOF MS vizsgalat igazolta.

A tanszéken folyd szintetikus kémiai kutatdsi programok részeként megvalositott

félpreparativ elvalasztasokat a bioldgiai szerep szerint csoportositva mutatom be.

II1.1.1.1. Szialil LewisX analogok szintézise

A sejtadhézios molekuldk csoportjdba tartozo szelektinek fontos szerepet jatszanak a
rakos sejtek metasztazisanak folyamatdban. A szelektinek természetes liganduma a szialil
LewisX (sLe™) elnevezésii tetraszacharid (5. &bra), amely fehérjékhez, vagy lipidekhez

kototten fordul el6 a szervezetben.

Ho OH
AcHN "OH

5. dbra Szialil LewisX fehérjéhez torténd kotddésében résztvevd csoportok
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A malignus sejtek, a feliiletikén megjelend sLe™ molekulak segitségével, a keringésbél a
kornyez6 szovetekbe jutva attéteket eredményeznek. A szelektinek kotohelyének mesterséges
ligandumokkal torténd lefedése megakadéalyozhatja a transzformalt sejtek kotodését, és igy a
keringésbél torténd kijutasat. Ezért élénk kutatds indult a sLe™ analdgok irant, mely soran
kideriilt, hogy a kotddéshez nem sziikséges a teljes tetraszacharid, csak annak néhany
csoportja jatszik szerepet'"’:

- A fukoz egység 2,3,4 helyzetli hidroxil csoportja,

- A neuraminsav karboxil csoportjanak negativ toltése,

- A galaktdz egység 4,6 helyzetii hidroxil csoportja,

- A GleNAc csak hidmolekulaként szerepel'*®.

A szerkezetileg 1ényegesen egyszeriibb mimetikumok inhibicids értéke elérheti, s6t meg is
haladhatja a természetes sLe™ molekuldét. A tervezett analog GIcNAc helyett 1,2-transz-
ciklohexandiolt tartalmaz, ami biztositja a kotédéshez megfeleld térszerkezetet. Az (1R,2R)-
transz-1,2-ciklohexandiol és az etil-2,3,4-tri-O-benzil-1-tio-B-L-fukopiranozid kapcsolasi
reakciojaban'” o:px5:1 anomer keverék keletkezett, melynek félpreparativ elvalasztisa

acetilezett formdban, forditott fazisu kromatografiaval tortént.

LC A 254,4 450, 80 of 898@8392882.D
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6. abra Pszeudo diszacharid tisztitasa forditott fazisu kromatografiaval
Koriilmények: Kolonna: C18, 250 * 10 mm, 10 um, eluens: MeCN:viz=9:1, 3ml/perc,
detektor: DAD 254 nm
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A nagyobb mennyiségben jelenlevd, 13 perc retencids idonél elualodo a-glikozidot 72
%-0s hozammal izolaltam a 16 percnél elualodo f—anomer melldl. A C18 fazis viszonylag kis
kapacitasa miatt egyszeri injektalassal 2-5 mg anyagot sikertilt tisztan kinyerni. Mivel ez a
pszeudo-diszacharid a Sialil LewisX analdg eléallitas els6 1épése, a draga alapanyag és a

koltséges termék tisztitas miatt mas reakcio utat kellett keresni'®.

II1.1.1.2. Mycobactérium avium sejtfelszini antigénjei

A Mycobacteriumok a Gram-pozitiv mikroorganizmusok koz¢ tartoznak és részben
humén patogén baktériumok. A M. avium-M. intercellulare komplex a tiid6t és mas belsod
szerveket tamadja meg. Az egészséges szervezet viszonylag konnyen kivédi ezt a fert6zést, de
az immunrendszer gyengiilése (szervatiiltetés, AIDS) esetén komoly fertézéseket okoz. A
fert6zés szerodiagnosztikdjara alkalmasak a sejtfal polaros glikolipidjeinek oligoszacharid

"0 A M. avium 19. szerovarianssa pentaszacharid antigénjének szintézise soran

komponensei
a védett triszacharidot C18 és Si oszlopon valasztottam el.
A triszacharid a megfeleld diszacharid donor és etil 2,4-di-O-benzil-1-tio-a—L-

ramnopiranozid kapcsolasi reakciéjaban képz6dstt''! (Toth Aniké, Bajza Istvan).

SEt
CHs (0]
BzIO
CH, OBzl
CH; -0
MeOOC MeO
(o)
MeQO
MeO 0 OMe
OAc

A normal fazisu elvalasztas szilika all6fazison nem jart sikerrel, ezért a reakcioelegy
elvalasztasat forditott fazison is elvégeztem. Eldkisérletként C18 vékonyrétegen kiilonbdzo
eluenseket probaltam ki és a legjobbnak taldlt MeCN:viz=9:1 eleggyel végeztem el az
elvéalasztast. A triszacharid 11 perc koriili retencios idével eludlodott, valamennyi reaktidnstol
¢s bomlasterméktdl jol elvalva. Mivel a molekula csak két benzil véddcsoportot €s tioetil

aglikont tartalmaz a detektalas 200 nm hulldmhosszon tortént.
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7. abra Triszacharid elvalasztasa forditott fazisi kromatografiaval
Koriilmények: kolonna: C18 , 250 * 10 mm, 10 um, eluens: MeCN:viz=9:1, 3ml/perc,
detektor: DAD 200 nm

Az igy tisztitott triszacharidbol 2+3 blokkszintézissel allithaté elé pentaszacharid''' (Téth A.
, Bajza L.).

OPNP
CHs o)
OPNP
CH; o)
OBzl
—
SEt
3 0] 0
BzIO - CHs OBzl
CH -
CH, OBz! MeOOC MeO= 0
Me0OC Meo /2 MeO Q
e Ce) MeO o OMe
MeO
MeO 0 OMe OAc
OAc
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8. abra Pentaszacharid tisztitasa

Koriilmények: Kolonna: Si, 250 * 10 mm, 5 um, eluens: Hexan:EtOAc=6:4, 3ml/perc,

detektor: DAD 294 nm

A pentaszacharid 4-nitro-fenil (PNP) aglikont tartalmaz igy 294 nm-en detektalhato,
13 percnél elualodik. Ugyanez az aglikon taldlhaté az akceptor diszacharidon, igy ez a
vegyiilet egyszerlien azonosithatd 8 perc koriili retenciés idénél. Ez a komponens is
kinyerhetd. A donor triszacharid, illetve a beldle képzddé hidrolizistermék 9,5 perces
retencios idovel eludlodik, benzil védOcsoportjai miatt ezen a hullamhosszon csak kis

intenzitassal detektahato..

LC A 284,494 450,80 of 98828818.D
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9. abra Pentaszacharid analitikai kromatogramja tisztitas utan.
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A kinyert pentaszacharid 9. abran lathatd kromatogramja szemlélteti a tisztitas

eredményességét.

II1.1.1.3. N-glikoprotein antennak torzs oligoszacharidjanak szintézise

A legtobb N-glikoprotein oligoszacharid komponense egy pentaszacharid torzs részt
tartalmaz, amelyben egy kitobidz egységhez B-mannozidos egység kapcsolodik. Az elagazast
két a-mannozidos kotés jelenti 3 és 6 pozicidban. A P-mannozidos kotés kialakitdsa az

2 A torzs oligoszacharid eldgazasait tovabb

oligoszacharid kémia egyik legnehezebb feladata
épitve a legvaltozatosabb biologiai funkcioji glikopeptidek szintetizalhatoak. A redukalo
végen taldlhatd csoportnak alkalmasnak kell lennie a késObbi aminosavhoz torténd
kapcsolasra. A human choriogonadotropin hormon (hCG) a-alegységében taldlhatdo egyik
oligoszacharid el6allitasra iranyulo kisérletekhez'" védécsoportokat tartalmazo tetra-, penta-
¢s egy hexaszacharid elvalasztasat végeztem el.

A pentaszacharid el6éallitdsdhoz sziikséges tetraszacharid akceptor a megfelelé 3-O-allil
szarmazekbol az allilcsoport szelektiv eltavolitasaval késziilt (Hajkoé Janos). A kis polaritasi

kiilonbség miatt az oszlopkromatografidval torténd tisztitds utdn relative nagy mennyiségti,

mindkét komponenst tartalmazo frakcidé maradt. Ezt az elegyet tisztitottam szilika allo6fazison.
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10. abra Tetraszacharid akceptor tisztitasa
Koriilmények: Kolonna:Si, 250 * 10 mm, 5 um, eluens: DKM: MeOH=98:2, 3ml/perc,

detektor: DAD 254 nm, R= allil Rt:9,5 perc, R=H Rt:11 perc
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A szabad hidroxil csoportot tartalmazé tetraszacharid polarosabb, mint a tejesen védett,
ezért jobban kotédik a szilika fazishoz, nagyobb retencids iddvel eludlodik. 11 mg
tetraszacharidot sikeriil kinyerni, amelyet monoszacharid donorral kapcsolva a védett torzs

pentaszacharid képzd6dott.

BnO OAc
BnO -0
BnO
o OBn
BzO -0
0 Q NHZ
BnO BnG BnO O~
4 HNAC
BnO | o HNAc
BnO OCA

A penta ¢s tetraszacharid elvalasztasdhoz az elobbi kromatografias rendszert

alkalmaztam.
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11. &bra Védett torzs pentaszacharid tisztitasa
Koriilmények: Kolonna:Si, 250 * 10 mm, 5 pm, eluens: DKM: MeOH=98:2,
3ml/perc, detektor: DAD 254 nm
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A kromatogram elején kiilonbozé bomlastermékek csucsai lathatok, a kinyerni kivant
pentaszacharid 9 perc koriili retencids idonél, mig a tetraszacharid akceptor szabad hidroxil
csoportja miatt késébb, 10 perces retencios idével eludlodott.

Ugyanezen témahoz kapcsolodoan, de mas véddcsoport stratégiat kovetve tortént a

kovetkez0 hexaszacharid akceptor eldallitaisa (Hajké Janos) a teljesen védett

oligoszacharidbdl szelektiv véddcsoport eltavolitassal.

HO OBn
-0
BnO o BnO o BrO
BnO o Q o N3
OAc BnO BnO NN
OAC BnO o NPhth NPhth
Q BnO BnO ‘
AcO 0 o) 5
OAc BnO
NPhth

A szabad hidroxil csoporthoz oligoszacharid donort kapcsolva alakithaté ki a torzs
oligoszacharid elagazasa. A véddcsoport eltavolitas sikerességének NMR vizsgalattal torténd

igazolasédhoz volt sziikség a kis mennyiségii hexaszacharid tisztitasara.
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12. abra Hexaszacharid tisztitasa
Koriilmények: Kolonna:Si, 250 * 10 mm, 5 um, eluens: hexan: EtOAc=1:1, 3ml/perc,
detektor: DAD 254 nm
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Az elvalasztast szilika allofazison, hexan:etilacetat oldészereleggyel valositottam meg, a
hexaszacharid 8,5 perces retencids idovel eludlodott. A teljesen védett oligoszacharid csucsa
kisebb retencios idonél talalhatd, mig a 13 percnél eludléddé komponens valdsziniileg tobb

szabad hidroxilt tartalmazo bomlastermék.

111.1.1.4. Schistosoma mansoni fertozés kimutatasa

A Schistosoma mansoni éltal okozott parazitafert6zés tobb mint 200 milli6 embert érint
a tropusi és szubtropusi orszagokban. A fert6zd parazita allapot, a cerkaria, a boron keresztiil
jut be a gazdaszervezetbe és gyulladast okoz. Ez az allapot a fert6zést kovetd harom hétig tart,
ekkor a jelen levd fiatal shistosomolum érzékeny az immunvédekezésre. A parazita
¢letciklusanak ebben a fazisaban kiilsé feliiletét 1 um vastag, erésen immunogén, fukoézban
gazdag glikokalix (GCX) boritja''*. Mivel a glikokalix jol definialt, tiszta oligoszacharid
komponensei bioldgiai forrasbol csak kis mennyiségben nyerhetdk ki, ezért a komponensek
immunologiai stimuldcidban jatszott pontos szerepének felderitéséhez és diagnosztikai
célokra ezek szintézisét végezték el'®. A szintézisekhez kapcsoloddan egy triszacharid és

egy tetraszacharid félpreparativ elvalasztasara keriilt sor.

LC A 254,4 450, 809 of 980392186.D
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13. abra Triszacharid elvalasztasa
Koriilmények: Kolonna: Si 250 * 10 mm, 10um, eluens: hexan:EtOAc=7:3, 3 ml/perc,
detektor: DAD 254 nm
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A triszacharid elvélasztasdhoz szilika oszlopot és hexan: etilacetdt oldoszerelegyet
hasznaltam. A benzil és ftaloil véddcsoportok miatt a detektalas 254 nm-en tortént. A 6,5 perc
retencidos 1dOnél jelentkezd szennyezd valdszinlileg a diszacharid donorbdl keletkezd
bomlastermék, vagy a maradék monoszcharid akceptor.

A tetraszacharid el8allitasa 2+2 blokkszintézissel tortént' '

OBn
OBn
o)
o AIIO
NPhth /\/\/\
N3

NPhth
0 OBn
BnO
BnO
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14. abra Tetraszacharid tisztitasa
Koriikmények: Kolonna: Si 250 * 10 mm, 10um, eluens: Hexan: EtOAc=7:3, 3
ml/perc, detektor. DAD 254 nm

A félpreparativ elvélasztast szintén szilika oszlopon, hexan:etilacetat eluenssel, végeztem.
A 16 komponens nem valt el teljesen a szennyez6tdl, de megfeleld frakcidoszedéssel sikeriilt a
tetraszacharidot megtisztitani. Az eluens polaritdsanak csokkentésével novelhetd az elvalas,

de ez a retencios 1d6 novekedésével is jar, ami megnoveli az elvalasztas idOsziikségletét. Ez
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természetesen tobb eluenst is igényel, igy meg kellett keresni azt a még elfogadhato elvalast
ami lehetové tette tiszta frakcid kinyerését, de nem igényelt tal hosszi idét. Az NMR

vizsgalatokhoz szilikséges mennyiségli tetraszacharidot ismételt injektalasokkal tisztitottam.

I11.1.1.5. Mesterséges vakcina kifejlesztése Shigella sonnei fertozés ellen

A shigellozis gyakori az emberi emésztérendszerre kiterjedd betegség, az évenkénti
fertdzések szdma mintegy 300 milli6. A Shigella sonnei Gram-negativ baktérium, melynek a
feliiletét borité lipopoliszacharid O specifikus oligoszacharid oldallanca''’ hatirozza meg a
sztereospecifitasat. Az OPS-fehérje konjugatumok ellenanyag termelését indukaljak, igy
vakcinaként védelmet nytjthatnak a bakteridlis fertdzéssel szemben. Az OPS ismétlodo
oligoszacharid egységekbdl épiil fel, ami a Shigella sonnei esetén egy kiilonleges szerkezetii

. . . : o . : thmyi1 118
diszacharid, szabad amino és karboxil csoportja révén zwitterionos formaban létezik .

_H \ _
3 Me
(0]
7 o
NHAc o
HO O—L_
|
I ooc NHAc I,
B A

Az ABA szekvencidju triszacharidot a megfelel6 diszacharid ¢és bromcukor
kapcsolaséaval allitottak eld (Bajza 1.-Toth A.). Oszlopon torténd elvalasztassal nem sikeriilt az
NMR vizsgélatokhoz megfeleld tisztasagl triszacharidok kinyerni. Ezért tovabbi tisztitasara
volt sziikség, melyet szilika oszlopon hexan: etilacetat=1:1 oldoszerelegy alkalmazéasaval
valositottam meg. A kis mennyiségii szennyezo ¢€s a jo elvalds lehetové tette néhany 10 mg

egyszeri injektalasat és kinyerését.
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15. abra Védett triszacharid tisztitasa

Koriilmények: Kolonna:Si, 250 * 10 mm, 5 pm, eluens: hexan:EtOAc=1:1, 3ml/perc,
detektor: DAD 254 nm

A triszacharidb6l az acetil csoport eltavolitasaval eldallitott akceptor és tioglikozid

diszacharid donor kapcsolasaval képzédott a pentaszacharid' .

Me
Bzl SEt

|
MeOOC NHTCP NHTCA
OAc N;

Me
. 0 0
Bl 0 Ny
|
MeOOC  NHTCP NHTCA o "e o
o ™ e B0\~ o
& ;o o} MeOOC  NHTCP NHTCA
Bl o)
: Bl
MeOOC NHTCP NHTCA o |
Bl Ole

0}
OlVle
MeOOC NHTCA
wa:M-ITCA

Tisztitasdhoz szilika allofazist és hexan:aceton=6:4 eluenst hasznaltam. A tetraklor
fenil (TCP) és benzil véddcsoportok lehetdvé tették az UV detektalast, de az aceton miatt,
amelynek elnyelési maximuma van 270 nm hulldmhossznal 230 -310 nm ko6z6tt, 214 nm-nél

az aceton elnyelési minimuman detektdltam a komponenseket. A pentaszacharid 8 percnél
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elualddott.
LC A 214,4 558,80 of 98882403.D
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16. dbra Védett pentaszacharid tisztitasa
Koriilmények: Kolonna:Si, 250 * 10 mm, 5 um, eluens: hexan: aceton=6:4, 3ml/perc,

detektor: DAD 214 nm

Egy mas uton eldallitott tetraszacharidot a véddcsoportok részleges eltavolitdsa utan

tisztitottam.
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18. abra Tetraszacharid komponensek elvéalasztasa
Koriilmények: Kolonna:C18, 250 * 10 mm, 10 um, eluens: MeCN:viz=9:1, 3ml/perc,
detektor: DAD 254 nm
A VRK alapjan egységesnek tiind termék NMR vizsgalat alapjan tobb komponensbdl allt. A

forditott fazisi HPLC ezt igazolta, harom komponenst sikeriilt elvalasztani. Az igy kinyert

komponensek MALDI TOF tomegspektrometrids elemzése azonos molekulatomeget
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mutatott, ami valdsziniisiti konformacids izomerek jelenlétét. Egyik komponens PSD
analizise igazolta a szekvenciat is, amint azt az 19. ébra ¢és I. tadblazat mutatja.

Az é4bra és tablazat adataibol lathatd, hogy valamennyi glikozidos kotés hasadasahoz
tartoz6 fragmentum megjelenik a spektrumon, ami a feltételezett szerkezetet igazolja. A
legintenzivebb az Y3 fragmentum, a nem redukaldé végi monoszacharid egységen talalhatod
szabad hidroxil csoport ugyanis kedvezové teszi ennek a glikozidos ktésnek a hasadasat.

A Shigella sonnei oligoszacharidok szintéziséhez kapcsoloddo MALDI vizsgalatok

kozlésre keriiltek ',
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19. ébra A tetraszacharid pozitiv MALDI-TOF PSD spektruma és a fragment ionok

azonositasa. Parent ion [M+Na] m/z 1093.3
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1. Tablazat

A tetraszacharid PSD fragmentécids analizisének eredményei

Hozzarendelt ion

Fragment ion tipusa

meért szamitott

1093 1093.4 C47HeO19NjoNa M+Na" parent ion
1062 1062.4 Cs6Hs001sN;o(Na M+Na" -OMe B4
849 850.3 C33H47015NgNa  M+Na' -4 B;
542 542.2 Cy3H300oNsNa  M+Na' -3-4 B,
308 308.0 CisH sON M+H -2-3-4 B,
330 330.1 Ci;sH;7ONNa ~ M+Na'-2-3-4 B,
1080 1080.4 B4+H,0 M+Na' -OMe C,4
867 868.3 B;+H,0 M+Na" -1 C;
559 561.2 B,+H,0O M+Na' -1-2 C,
348 348.1 B,+H,0 M+Na' -1-2-3 C,
786 785.3 C3;H44013NgNa  M+Na® -1 Y;
574 573.2 C,4H3,010NsNa  M+Na'-1-2 Y,
518 520.2 C3H3006N5 M+H'-1-4

754 754. C31H4;015NgNa  M+Na"-OMe-1

486 485.2 B,-NAc M+Na'-3-4-NAc

729 728.3 Y;5-NAc M+Na'-1-NAc

1036 1036.3 CssHso01sNgNa  M+Na'" -NAc¢
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II1.1.1. 6. Maltooligoszacharid szubsztratok eléallitasa

A maltooligoszacharidok szerepével az amildz enzimek vizsgéalataban az enzimoldgiai
vizsgalatok cimii részben részletesen foglalkozom. Itt csak a y-ciklodextrinbdl acetolizissel
eldallitott maltooktadz (G8), a 4,6-benzilidén-4-nitrofenil-maltotetraozid (4,6-Bnl-PNP-G4)
¢s a kemoenzimatikusan eldallitott 2-klor-4-nitrofenil-maltooligoszacharid elegy (CNP-G8—
CNP-G11) félpreparativ elvalasztasat mutatom be.

A y-ciklodextrin  gyfirtinyitasdval eléallitott maltooktadz-o-peracetat''  kinyerése
acetilezett formaban oszlopkromatografiaval tortént. A dezacetilezés utan kapott szubsztrat

kis mennyiségii G5, G6, G7 szennyezOt tartalmazott.
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20. abra Maltooktaoz tisztitasa forditott fazist kromatografidval
Kériilmények: Kolonna: C18, 250 * 10 mm, 10 pm, eluens: viz, 3ml/perc, detektor:

RID

A Bacilus licheniformis a-amildz bontasi képének vizsgalatdhoz és kinetikai mérésekhez
ezért tovabbi tisztitasra volt sziikség. A maltooligoszacharidok forditott fazison viz eluenssel,
RI detektalassal elvalaszthatok egymastol'.

A kromatogramon lathatd, hogy a vizes oldatban jelenlevé a— és B—anomerek a G6
szennyezO 10 perc koriili, és a G7 11 percnél lathatd csucsai esetén részlegesen elvalnak

egymastol. Barmilyen szerves modositdé (MeCN, MeOH) hozz4adasa az eluenshez retencid
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csokkenést okoz, ezért az elvalasztas felbontdsa nem ndvelhetd. Megfeleld frakcioszedéssel és
ismételt injektalassal az enzimes mérésekhez elegendd (50 mg) szubsztratot tisztitottam. Bar
amino féazison sokkal jobb elvalas érhetd el maltooligoszacharidokra, preparativ
kromatografidgjukhoz ez az all6fazis nem alkalmazhat6. Az amino csoportok és a szabad
cukrok aldehid csoportja kozotti glikozilamin képzodés miatt ugyanis az amino fazis megkoti
a redukdldé cukrokat €és ez alacsony kinyerést tesz lehetévé mikozben az 4llofazis
hatékonysaga is leromlik'*.

A szintén kémiai szintézissel eléallitott 4,6-Bnl-PNP-G4'*! tisztitasat is forditott fazisa
kromatografiaval, C18 oszlopon, MeCN-viz=14:86 eluenssel valositottam meg. A PNP
aglikon jelenléte miatt a detektalas 302 nm hulldmhosszon tortént. Az oldatban szennyezoként

G4, PNPG4 és Bnl-PNP-G5 ,—G6 és —G7 talalhato.

LC R 302,4 450,80 of 97@393@82.D
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21. abra 4,6-Benzilidén-4-nitro-fenil-B-maltotetraozid tisztitdsa forditott fazist
kromatografiaval

Koriilmények: Kolonna: C18, 250 * 10 mm, 10 um, eluens: MeCN:viz=14:86,
3ml/perc, detektor: DAD 302 nm

A szabad G4 a fronttal elualodik, de csak RID-del detektalhatd, a PNP-G4 8 perc

retencidos idovel, a hosszabb, benzilidén csoportot tartalmazo oligoszacharidok a f6

komponensnél nagyobb retencids idonél lathatok. Az igy tisztitott szubsztratot human nyal
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amildz bontési kép vizsgalatdhoz hasznaltuk. A szubsztrat kromatogramja a 22. dbran lathato,

¢s demonstralja a tisztitas hatékonysagat.
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22. abra 4,6-Bnl-4-nitro-fenil-maltotetraozid szubsztrat oldat (1,7 mM) kromatogramja

Koriilmények: Kolonna: C18, 250 * 4 mm, 5 um, eluens: MeCN:viz=13:87, Iml/perc,
detektor: DAD 302 nm

A CNP-G7 primerbdl enzimes szintézissel eldallitott hosszabb oligomerek (DP 8-11)
félpreparativ elvalasztdsdhoz az analitikai modszerként bevalt kromatografids rendszert

alkalmaztam, amino oszlopon, acetonitril:viz eluenssel (23. abra).
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23. abra Enzimes szintézissel eldallitott oligomerek tisztitasa. Koriilmények: Kolonna: NH;

250 * 10 mm, 5 um, eluens: MeCN:viz=7:3, 3 ml/perc, detektor: DAD 302 nm

A termékek azonossagat MALDI TOF MS igazolta. Az igy kapott szubsztratokat Bacillus

licheniformis o-amilaz enzim bontasi képének meghatarozasdhoz hasznaltuk.
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111. 1. 2. Analitikai elvalasztasok

III. 1.2.1. Metil-glikozidok eléallitasa

A kozelmultban egy Gj glikozid eléallitasi modot dolgoztak ki'*

, melyben az
egyensulyi elegybdl dontéen anomer furanozidok mutathatok ki. Az eljards réviden: a cukrot
jod-katalizatort tartalmazé vizmentes alkohollal (metanol, etanol, propanol, butanol, oktanol )
forraljak. A reakcid kinetikusan kontrolalt, és az alkalmazott koriilmények kozott a furanozid-
piranozid atalakulas lassi. Mivel a pentofuranozidok értékes intermedierek lehetnek
kiilonb6zé nukleozidok szintéziséhez, vizsgiltam a modszer alkalmazhatosagat metil-
pentofuranozidok eléallitdsdra. Tanulmanyoztam a reakcid soran keletkezd termékeket és
azok aranyanak valtozasat az id6 fiiggvényeben.

Az Osszetett reakcioelegy komponenseinek azonositasdra és mennyiségiik iddbeli
valtozasanak kovetésére elvalasztastechnikai modszerre volt sziikség. A kiindulasi anyagokat
és a reakciotermékeket HPLC modszerrel valasztottam el egymastol. A rendelkezésemre allo
allofazisok/oszlopok egyikén sem sikeriilt a képzddd metil-furanozidokat elvalasztani
egymastol. Végiil egy irodalomban leirt médositott amino fazis bizonyult alkalmasnak erre a

feladatra'*

. Kozismert, hogy a szénhidratok elvalasztasara széleskorben alkalmazott amino
fazison a redukald cukrok egy cslicsot adnak annak ellenére, hogy vizes oldatukban a
mutaroticié miatt o—, f—anomer keverékként vannak jelen. Az all6fazis amino csoportjai
viszont katalizaljdk a mutarotaciot, ennek eredményeként kapunk egy csiucsot. Az amino
fazist szilika allofazisbol allitjak eld, aminopropil modositd csoportoknak a feliileten talalhato
hidroxil csoportokhoz vald kotésével. Az igy 1étrejovo allofazis 3 modon hasznalhaté:

- normal fazisként, mint polaros all6fazis apolaros oldoszerelegyekkel,

- forditott fazisként, vizes-polaros olddszerelegyekkel,

- amino csoportjai miatt mint gyenge ioncseréld fazist pufferelegyekkel.

Ioncseréld sajatsagat kihasznalva allitottak elé Kahle és munkatarsai olyan modositott
allofazist, amelyen a protonalt amino csoportokhoz HSO,4™ ionok kapcsolddnak, ugynevezett
szulfat formara hozott amino fazist. Adataik szerint ez az 4ll6fazis alkalmas metil furanozidok
elvalasztasara'**. Mivel a modositds az amino fazis hig kénsav oldattal valo mosésaval
konnyen elvégezhetd, kiprobaltam ezt az allofazist és 0 °C hdmérsékleten megfelelének
talaltam az elvalést. Ez az all6fazis viszont mar nem katalizélja a mutarotaciot, ezért a reakcid

eredményeként bonyolult kromatogramot kaptam, amely a kiinduldsi monoszacharid alfa- és
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béta-pirandz, esetleg furandz formaja mellett tartalmazta a keletkezd metil-glikozid alfa- és

beta-furanozid és piranozid formait.
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24. édbra Szabad cukrok elvalasztasa szulfat forméju amino oszlopon, MeCN:viz=9:1

eluensel. B: D-arabinoz, C: D-xiloz, D: D-lix6z, E: L-ramnoz, F: D-fukéz
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A cstcsok beazonositasahoz el6szor a monoszacharidok egyensulyi vizes oldatait
vizsgaltam. A 0°C, 30 °C és 50 °C hémérsékleten felvett kromatogramok az 24. &bran
lathatoak.

A monoszacharidok esetében mutarotacid torténik a kromatografids oszlopon, és az
izomerizacid sebessége fiigg a homérséklettél. Az izomerek (furandz/pirandz) és anomerek
(a/PB) csak alacsony homérsékleten valnak el egymastol. Az izomerizacioé valamennyi vizsgalt
monoszacharidnal megfigyelhetd volt, kivéve a ribozt, amely a hémérséklettdl fiiggetlentil
egy csucsként elualddott. Ismert, hogy a ribdz vizes oldatdban mind a négy lehetséges izomer

Az egyensulyi vizes oldatok anomer ardnya kordbbi NMR és HPLC mérések alapjan
ismert. Eredményeimet ezen adatokkal Osszevetve beazonositottam a szabad
monoszacharidok kromatografias csucsait. A mért €s irodalmi eredmények Osszevetése az 2.

Tablazatban lathato.

2. Tablazat

a-Piranoz tartalom egyensulyi vizes oldatban

Cukrok a-Piranoz (%)
Sajat mérés HPLC'* NMR'®

D-rib6z 1 csucs nincs adat 21,5
D-arabindz 63,7 61° 60
D-xiloz 38,9 36 36,5
D-lixo6z 81,2 79 70
L-ramnoz 67,9 66 60
D-fukoz 31,0 30 28

? az adat L-arabindzra vonatkozik

A kromatogramok és az 2. Tablazat adatainak Osszevetésébol lathatd, hogy az a-
piranéz forma mindig a B-piranoz elétt elualodik, kivéve az arabindzt. Jager és munkatdrsai
irtak le papirkromatografias elvalasztasokra, hogy a molekulan talalhato ekvatorialis hidroxil
csoportok szamanak novekedése a retenci6 megndvekedésével jar'?’. A vizsgalt
monoszacharidok az arbinéz kivételével *C; konformécioban vannak, tehat a P helyzetii

anomer hidroxil ekvatoridlis helyzetli. Az a-D-arabin6z 'C4 konformécioban van, tehat 3
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ekvatorialis helyzetli hidroxil csoportja van. A B-D-arabindznak két ekvatorialis hidroxil
csoportja van akar a “C; akar az 'C, konformaciot foglalja el.

A reakcidtermékek azonositdsa Osszehasonlitdé anyagok hidnyaban az Osszegyijtott
frakciok optikai forgatoképességének mérésével tortént. A mért retencidés idok és forgatas
irdnya a 3. tablazatban lathatok. A tdblazat adataibol lathato, hogy valamennyi metil furanozid

esetében az 1,2-transz anomer elualodik korabban.

3. Tablazat

Glikozid Furanozidok  Piranozidok Aldoz Furan6zok Piranézok
Rt/forgatés Rt/forgatés Rt/x Rt/x
eldjele eldjele

Metil-D-ribozid 3,3/- 3,6/+ 4,7/+ 5,1/- D-ribéz - 5,5/a+p

Metil-D- 3,0+ 3,4/~ 4,0/~ 49+ D-arabindéz 56/0+p 6,1/ 7,5a

arabinozid

Metil-D-xilozid 34/- 3,6/+ 4,0/- 4,6/+ D-xiloz - 59/a  6,6/p

Metil-D-lixozid 3,14 39/- 45/~ 54/+ D-lixéz - 6,5/a0  7,4/B

Metil-D-fukozid ~ 3,1/- 3,6/+ 4,4/+ D-fukoz 5,90+p 7,900 10,6/p

Metil-L-ramnozid 2,7/- 3,1/+ 3,3/~ 4,2/+ L-ramndéz - 52/a 6,0/

Az elvalasztas koriilményeinek kidolgozasa és a csicsok beazonositasa utan lehetdvé
valt a jod katalizalta metil-glikozid képzddés idobeni lefutdsanak tanulméanyozasa. A mérési
eredményeket a 25. dbran foglaltam 0ssze

Jelentds kiilonbség figyelhetd meg az anomer szelektivitast illetden. Az arabindz és
xiloz esetén a reakcid kezdeti stadiumatol kezdédden az o—, B—anomerek kozel azonos
mennyiségben képzddnek. A riboz metilezési reakcidjdban a B— a lixdz esetében az
o—furanozid képzdédik nagyobb mennyiségben. Ez a tapasztalat egyszerli sztérikus okokkal
magyarazhat6. Ugyanez lehet az oka a ramnéz esetén tapasztalt a-szelektivitasnak. A ramnéz
esetén a piranozid forma rogton a reakcid kezdetén megjelenik és a 8. 6ratol kezdédden f6
termékké valik. D-Fukozbol a metil-B-D-fukofuranozid képzdédik nagyobb mennyiségben, de
az anomer szelektivitds alacsony. Osszefoglalva tehat pentdzok esetén 4-5 ora sziikséges a
a fo termékek

cukor—metil-glikozid 4talakuléshoz, -n¢hany esetben kizarélagos-

furanozidok, az anomer szelektivitas alacsony.
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25. abra A reakcidelegyek 0sszetételének valtozasa az id6 fiiggvényében

Jelolések: o a-furanozid, @ f—furanozid, o a-piranozid, m f—piranozid, A a—pirandz, A

B-piranéz, ¥ a— és f—pirandz egyiitt



A furanozidok, kinetikus termékek 1évén, a reakcid elsé 4-6 orajaban keletkeznek, majd
furandz-pirandz gytirli tagulassal atalakulnak a termodinamikailag stabilabb
piranozidokka. A 4. tablazatban a vizsgalt reakcidelegyek Osszetételét adtam meg 4 ora

reakcidido utan.

4. Tablazat

A reakcidelegy osszetétele 4 6ra reakcioidoé utan

Cukor Metil-glikozidok % Aldoz %
a-furanozid  PB-furanozid  a-piranozid  B-piranozid

D-rib6z 22,0 67,6 - - 10,4
D-arabinoz 42,4 43,1 11,4 0,4 2,8
D-xiloz 41,2 37,5 4,1 52 12,0
D-lix6z 40,5 13,0 10,3 4,2 31,3
L-ramnoz 16,2 7.2 15.4 7,0 54,2
D-fukoz 18,0 30,4 3,6 - 48,0

Szamos kozlemény jelent meg cukrok metil-glikozid képzésérél metanolos sosav'>"'281%

illetve kationcseréld gyanta' jelenlétében. Pentozok koziil a xilozra talaltunk adatokat'?’,
mely szerint metanolos s6savval reagaltatva 25°C hdmérsékleten 48 6ras reakcioidé utan az
o/ xilofuranozidok aranya 1/1,7. Hasonl6 reakciokoriilmények kozott Ferrier €s munkatarsai

1/1,2 aranyt figyeltek meg'*®

. A j6d katalizalta metil-glikozid képzddés soran altalunk kapott
1/1,29 arany ehhez hasonld, ami a két reakcid hasonld mechanizmusat jelzi. Méréseim szerint
az 1,2-transz termékek képzddése kedvezményezett a riboz, lixéz és ramnoz esetén, mig a

tobbi vizsgalt esetben nincs ilyen szelektivitas.
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IIL. 1. 2. 2. Maltooligoszacharid szubsztratok elvalasztisa

A tanszékiinkon elballitott maltooligoszacharid sorozatok'*""'*""1**  kromatografias
elvalasztasara a kapott termékek tisztasaganak ellendrzése mellett az a-amildz enzimmel valo
reakciojuk kovetése miatt volt sziikség®'~'**. Ezen munka soran a a—, p— és y-ciklodextrinb8l
valo eldallitas folyaman keletkezd, 1-8 gliikoz egységbdl felépiilé maltooligoszacharid
peracetdt ¢és maltooligoszacharid sorozatokat valasztottam el. Az oa-amilaz enzimek
kotéhelyének ¢és kotési mechanizmusanak tanulmanyozasara 1-10 gliikoéz egységbdl allo
kémiai ¢és enzimatikus szintézissel eldallitott  2-klor-4-nitro-fenil-B—maltoligomer-
glikozidokat (1. sorozat), kémiai szintézissel eldallitott 1-8 tagszdml 4-nitro-fenil-
glikozidokat (2. sorozat), valamint 4-8 gliikdz egységbdl felépiild, a nem redukald végen 4,6-
benzilidén csoporttal védett 4-nitro-fenil-glikozid sorozatokat (3. sorozat) vizsgaltam. Ezen

sorozatok HPLC-s elvalasztasat oldottam meg.

OR; ] ]
0
R,0

OH

OH

OH 0 NO,
OH

R1 R2 R3 n

1. sorozat: H H Cl 2-8
2. sorozat: H H H 2-6

3. sorozat: PhCH H 2-6

26. dbra Vizsgalt oligoszacharid sorozatok szerkezete
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Maltooligoszacharidok elvalasztasara van példa az irodalomban, Niemann ¢&s
munkatarsai megoldottdk PNP-o-maltooligoszacharidok elvalasztasat C18 és amino kolonnan
az alacsony molekulasuly amiléz hidrolizisének vizsgalatahoz”. Koizumi és munkatarsai
szabad D-gliiko-oligoszacharidokat valasztottak el amino kolonnan™. Linedris osszefiiggést
talaltak a 1g k' és a polimerizacios fok (DP) kozott, valamennyi vizsgalt kotéstipus esetén.
Peracetilezett cukrok esetében forditott fazison acetonitril:viz izokratikus elucioval
elvalaszthatok a linearis oligoszacharidok'’. Linedris osszefliggést kaptak Igk’ és a tagszam
kozott. Az anomer konfiguracio kissé befolyasolja a retenciot.

Vizsgaltuk ezen torvényszerliség fennallasat diol, amino és C18 kolonnan a felsorolt oligomer

sorozatok esetén.

Kiilonb6z6 maltooligomer sorozatok elvalasztasa

A B-ciklodextrin acetolizise soran keletkezd maltooligomer-peracetatokat diol kolonnan,
hexan:etilacetdt oldoszer eleggyel valasztottam el. A kapott kromatogramot a 27. dbran

mutatom be.

LC Z RID of B8282L.38A.0D
(51%1%

430

380

mY

200

G3
G4

GS

p-CD

1881

Gl.

2 4 6 " s
Time (min.)J.
27. dbra Acetolizissel eldallitott maltooligoszacharid o-peracetatok elvéalasztasa

Koriilmények: kolonna: Diol 250 * 4,6 mm, 5 um eluens: hexan: EtOAc=4:6,
1 ml/perc detektor: RID

Az acetolizis f6 terméke a maltoheptadz-o-peracetat, amint az a kromatogramon is jol

megfigyelhet6. Megjelenik a (-ciklodextrin-peracetat csucsa is. A dezacetilezés utan kapott,
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valamint foszforolizissel eldallitott szabad oligoszacharidok NH, kolonnan elvalaszthatok

acetonitril-viz oldészereleggyel. Az igy kapott kromatogram a 28. abran lathato.

LC Z RID of 98821885.D
1 <
5@'. &)
48]

387

mV

28]

18]

2 4 6 8 10 12
Time (min.)
28. abra Maltooligoszacharidok elvélasztasa
Koriilmények: kolonna: APS 250 * 4,6 mm, 5 um eluens: MeCN:viz=6:4,

1 ml/perc detektor: RID

A maltooligomer glikozid peracetdtok elvalasztdsa diol és NH2 kolonnan egyarant

megoldhato.
o™ -
o i
4 D 3
J % S n 1
4 O (Ig %
300 T o O
T ¢
a r~
Z O
] O ]
] o
E 280 1 . =
L O

180

E U

1 2 3 4 S
Time Cmin.)

29. ébra CNP maltooligoszacharid glikozid peracetatok elvalasztasa
Koriilmények: kolonna: amino 250 * 4,6 mm, 5 um eluens: hexan: EtOAc=4:6,

1 ml/perc detektor: DAD 302 nm
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A 29. abran CNP-glikozidok acetatjainak elvalasztasat mutatom be amino kolonnan
hexan: etilacetat eluenssel. Hasonld6 modon elvalaszthatok a PNP glikozidok acetatjai is.

A 2. sorozat tagjainak elvalasztasat amino és C18 allofazison mutatja az 30. 4bra.

LC A 300,4 500, 80 of 94858681 .D
5 Qal
- (_'J .
50 ]
1 o
z
o ™
1 &)
4B |
1 o
pd
1 o
3 327 — -
@ v o
= I I 10
J o 0 (&)
28 Z Z 1
J o o %
w
] 0. o
19- k\_ a
] z
_ J i
o- ' : /\_
10 20 30
Time (min.)
A
N ——
R O
1803 ! 4
] -4 pd
160 O n a
<+ |
] o g
1408 |
] O o o
p ] prd
120 a o
] Z
59 198 o
o ]
E 831
60
42
209
1 2 3 4 S 6
Time (min.)
B

30 .4bra 2. sorozat tagjainak elvalasztisa
Koriilmények: A: Kolonna:APS 250 * 4,6 mm, 5 um, gradiens elucio: 88%MeCN 20
perc alatt 70%, 1 ml/perc, detektor: DAD 302 nm
B: Kolonna: C18 2500*04,6 mm, 5 um, eluens: MeCN:viz=13:87, 1 ml/perc, detektor:
DAD 302 nm
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31. 4abra 1. és 3. sorozat tagjainak elvalasztasa
Koriilmények: A: Kolonna:APS 250 * 4,6 mm, 5 um, gradiens elucio: 88%MeCN 20
perc alatt 70%, 1 ml/perc, detektor: DAD 302 nm
B: Kolonna: C18 2500*04,6 mm, 5 um, gradiens elucido 13% MeCN 10 perc alatt
30%, 1 ml/perc, detektor: DAD 302 nm
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Lathatd, hogy a retencios sorrend megfordul a C18 fazison, tehat a nagyobb tagszamu
komponensek elobb eludlédnak. Ezt a jelenséget Niemann ¢és munkatarsai is emlitik
kézleményiikben®®. Az amino kolonnan az elucids idé lerdviditése miatt gradiens eluciot
alkalmaztunk, de az elucid idéigénye igy is kozel haromszoros a C18 kolonnahoz képest. Az
amino kolonna elénye viszont, hogy gradiens elucidéval akdr harmincas tagszamu oligomerek
is elvalaszthatok, mig a C18 fazison a hosszabb oligomerek (DP>7) nem valnak el. A CNP
maltooligozidok a PNP sorozattal azonos modon eludlodnak a klér belépése az aglikonra nem
befolyésolja 1ényegesen a kromatografids viselkedést.

JelentOs kiilonbség figyelhetdé meg a PNP-4,6-Bnl-maltooligoszacharidok elvalasztasanal,
melyet a 31. abran mutatok be.

Egyrészt ezen sorozat tagjai csak tobb acetonitrilt tartalmazé eluens alkalmazéasakor
eluadlodnak, masrészt ebben az esetben a PNP-4,6-Bnl-maltooligoszacharidok és az a-amildz
enzim reakcidja sordn PNP-maltooligoszacharidok keletkeznek. A reakcid kovetéséhez tehat
mindkét sorozat tagjait el kell valasztanunk egymastol. Ezt mindkét tipusu kolonnan csak
gradiens elicid alkalmazaséaval sikeriilt elérni. C18 kolonnan a két sorozat tagjai teljesen
elkiilontlilnek egymastol, mig az amino kolonnan nem. Az amino kolonnén nem sikeriilt teljes
elvalast elérni. Ennél a sorozatnidl a biztonsdgos azonositashoz mindkét rendszerben
kromatografaltuk a reakcioelegyet.

A forditott fazisu elvalasztdssal lehet6ség van a nem redukalo vég feldli
hidrolizistermékek, a 4,6-benzilidén csoportot tartalmaz6 maltooligoszacharidok (Bnl-Gy),
elvalasztasdra a PNP glikozidoktdl és a kiindulasi (Bnl-G7-PNP) szubsztrattol. A DAD
lehetdséget biztosit a kromatogram egyidejiileg tobb hullimhosszon torténd detektalasara. A
Bnl-G, vegyiiletek 200 nm, a PNP glikozidok és a Bnl-G7-PNP 200 nm ¢és 300 nm
hullamhosszon detektalhatok. A maltooligoszacharidok benzilidén szarmazékai nem alltak
rendelkezésiinkre tiszta formdban, de egyszerii logikai Uton a bontasi képek ismeretében
beazonosithatok a cstiicsok. Az elvalasztast a Bnl-G7-PNP sertés pankreasz amilaz (PPA)
enzimmel katalizalt hidrolizisekor keletkez6 termékelegy analizisével mutatom be.

A 32. dbran a Bnl-G7-PNP 2 perces enzimes hidrolizisekor keletkezd termékelegy
kromatogramja lathato. A 300 nm hulldmhosszon detektalt kromatogramon csak a PNP-
glikozid hidrolizistermékek és a kiinduldsi szubsztrat cstcsa lathat6. 200 nm-en detektalva
ujabb csucsok jelennek meg, amelyek csak a Bnl csoportot hordozé hidrolizis termékekhez

tartozhatnak.
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32. abra Bnl-G7-PNP PPA-val torténd 2 perces hidrolizis elegyének elvalasztasa
Koriilmények: Kolonna: C18 250*4,6 mm, 5 um, gradiens elacio 13% MeCN 10
perig 10,5 percnél 30%, 1 ml/perc, detektor: DAD 200 nm és 300 nm

A hidrolizis sorén a kdvetkezd kotéshasitdsok mennek végbe:

Bnl-G7-PNP — G3-PNP + Bnl-G4 77%

Bnl-G7-PNP — G2-PNP + Bnl-G5 18%

Bnl-G7-PNP — G4-PNP + Bnl-G3 5%
A teriiletardnyok alapjan tehat a csak 200 nm hulldmhosszon detektalhatd csucsok
koziil valoszinlileg a legintenzivebb a Bnl-G4 a kovetkezd intenzitast csucs a Bnl-G5
¢s még kisebb intenzitdssal jelentkezik a Bnl-G3. Valo6szintisithet, hogy ha a PNP
glikozidok és a Bnl-PNP glikozidok is csokkend molekulatomegek szerint eludlédnak,
akkor a Bnl-G, sorozat tagjainak is ilyen az elicids sorrendje. A 33. abran a 8 perces
hidrolizis reakcidelegye lathatd. A szubsztrat elfogyott és a G4-PNP is elbomlott
(termékei G2 és G2-PNP). A Bnl termékek aranyai is megvaltoztak, a Bnl-G5 és Bnl-
G4 tertilete lecsokkent, valoszinisithetden a kovetkezé folyamatok miatt:

Bnl-G5— Bnl-G3 + G2

Bnl-G4— Bnl-G2 + G2
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33. dbra Bnl-G7-PNP PPA-val torténd 8 perces hidrolizis elegyének elvalasztasa
Koriilmények: Kolonna: C18 250*4,6 mm, 5 um, gradiens elucié 13% MeCN 10
perig 10,5 percnél 30%, 1 ml/perc, detektor: DAD 200 nm és 300 nm

Valéban a Bnl-G3-ként azonositott cslics intenzitdsa megndtt és még jelentdsebb
novekedés lathatod a nagyobb retencids idonél jelentkezd csucsnal, ami tehat a Bnl-G2 lehet. A
csticsok beazonositdsaval lehetévé valt a PPA tobbszords hasitasi mechanizmusanak

tanulmanyozasa. Az eredmények Farkas Erzsébet Ph. D. dolgozatéban szerepelnek'**
Osszefiiggés a lgRt ill. Igk' és az oligomerek monomer tagszama (DP) kézott

A kromatografidas munka soran Osszegyiilt nagyszamu kromatogram elemzésekor a

kovetkezo Osszefiiggéseket allapitottuk meg.

1.) A maltooligomer-peracetatok diol kolonnén torténd elvalasztasa soran mért retencios idék
illetve k' értékek logaritmusa linedris fiiggvénye a vegyliletet felépitd gliikéz egységek
szamanak ( 34. ébra).

2.) Ugyanezt a jelenség figyelhetd meg CNP-maltooligomer-peracetatok amino kolonnan
torténd elvalasztasakor. A kiillonbozd olddszeraranyokndl mért egyenesek kozel egy pontban

metszik egymast. Ezt a 35 4bran mutatom be.
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34. abra A retenci6s id0 és k' logaritmusa a tagszam fliggvényében maltooligomer peracetatok
elvalasztasakor. Koriilmények: Kolonna: Diol 250 * 4.6 mm, 5 pum, Eluens:

hexan:EtOAc=1:1, detektor: RID

| gRt 2

n . o Hex: Et Ac=4:

L B o Hex: Et Ac=1:

- ] ~ Hex: Et Ac=3:

1 - - . Hex: Et Ac=6:
0.8 |
0.6 B
0.4 ]
0.2 i

0 E | 4 |

0 2 4 6 8
DP

35. abra A retencids id6 és k' logaritmusa a tagszdm fiiggvényében CNP-maltooligomer
glikozid peracetatok elvalasztdsakor. Koriilmények: Kolonna: Amino 250 * 4.6 mm, 5 um,

Eluens: hexan:EtOAc kiilonb6z6 aranyu elegyei, detektor: DAD 302 nm
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36. dbra A retencios id0 és k' logaritmusa a tagszdm fiiggvényében maltooligomerek

Amino 250

elvalasztasakor. Korlilmények: Kolonna:

MeCN:viz=7:3, detektor: RID
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37. dbra A retencids 1d6 és k' logaritmusa a tagszam fliggvényében a harom vizsgalt

maltooligomer glikozid sorozat elvélasztasakor.

Kolonna: C18 250 * 4.6 mm, 5 um, Eluens: MeCN:viz=13:87, detektor: DAD 302 nm
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3.) A dezacetilezés utan kapott sorozatok (maltooligoszacharidok, 1., 2., 3. sorozat) amino
kolonnan acetonitril:viz elegyekkel torténd elemzésekor is igaz a linearis 0szefliggés a 1gk' és
a gliikoz egységek szdma kozott. 36. abra.

5.) Nem tapasztaltunk viszont linedris dsszefliggést a C18 kolonndn torténd elemzések soran
egyik sorozat esetén sem. A CI8 kolonnan mért adatokbol kapott grafikonok a 37. abran
lathatoak. A gorbék meredeksége negativ a forditott retencios sorrend miatt.

A vizsgalt hat vegyiiletcsoport esetén mért egyenesek paramétereit a 5.Tablazatban foglaltuk
Ossze.

Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy a Koizumi és munkatarsai altal gliikoz
egységekbol felépiild oligoszacharidok amino kolonnan torténd elvalasztasara leirt
Osszefiiggés oligoszacharid-peracetatok diol és amino kolonnédn torténd elvalasztasakor és a
kiilonb6z6 oligoszacharid-glikozidok amino kolonnan torténd elvalasztasakor is érvényes.

Az elvélasztasban mind a négy esetben hidrofil kdlcsonhatdsok jatszanak szerepet. A
mechanizmus valdszintileg adszorpcio a két polaris kotott fazison (szilika, amino) kevésbé
polaros eluensekkel végzett elvalasztasoknal, vagyis az acetilezett oligoszacharidok é&s
glikozidok hexan:etilacetat elegyekkel végzett kromatografidja esetén. Nyilvanvaldan mas
mechanizmusu a szabad maltooligoszacharidok és a glikozidok amino fazison acetonitril:viz
elegyekkel végzett elvalasztasa. Ez is hidrofil kolcsonhatas, valdszinileg megoszlas a mozgd
fazis és az 4all6 fazis porusaiban kotott oldoszer kozott™. Az allofazis porusaiban mindig
nagyobb a viz koncentracidja, mint a mozgd fazisban. A kiillonbség mértéke az 4llofazis
feliileti amino csoportjainak koncentracigjatoél és a mozgd fazis szerves komponensének
polaritasatol fligg. A nagyobb tagszamu oligomerek hidrataltsaga nagyobb, ezért azok jobban
kotdédnek ahhoz a vizben gazdagabb réteghez, ami az all6fazis feliiletén, porusaiban talalhato.
Ez magyardzhatja nagyobb retencidjukat. Hasonlé eredményre jutunk, ha az elvéalasztas
mechanizmusaként a kotott fazis amino csoportjai €és a cukor hidroxil csoportjai kozotti
lehetséges H hid kétéseket vesziik szamitasba™.

A tapasztalt linedris Osszefligés segitséget adhat oligoszacharid sorozatok tagjainak
azonositdsdhoz ha nem rendelkeziink a sorozat minden tagjaval tiszta allapotban is, illetve az
oligoszacharid kotéstipusanak megéllapitasahoz..

Peracetilezett cukrok esetében linearis Osszefiiggést talaltak a tagszam és Igk’ kozott,
és az oligoszacharidok ndvekvd tagszam szerint elualodtak'”. A forditott fazisu elvalasztasok
retencids mechanizmusa az 4allo fazis és a minta komponensek apoléris csoportjai kozotti

kolesonhatason alapul.
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Peracetilezett homoldég oligoszacharidok esetében, egy tjabb monoszacharid egység
belépésével mindig azonos szamu apolaris (Ac) csoport keriil a molekulara. A PNP és CNP
glikozidok esetében a molekula anndl polarisabb, minél nagyobb tagszami, hiszen minden
oligoszacharidon csak egy apolaris csoport, az aglikon talalhat6, aminek hatdsa annal
kifejezettebb, minél kisebb a molekula. Tehat a molekula egészét tekintve a legapolarisabb a
monoszacharid, ennek a retencidja a legnagyobb. Ez magyardzza a forditott retencios
sorrendet és a Igk’-tagszam Osszefliggés linearistdl vald eltérését is. A benzilidén csoport
bevitele a molekuldra nyilvanvaléan apolarisabba teszi azt, egyrészt két szabad hidroxil
csoporttal kevesebb lesz, masrészt a benzolgylirli miatt. Ez magyarazza a benzilidén csoportot
tartalmaz6 sorozat nagyobb retencidjat. A sorozat tagjai kdzotti polaritasi viszonyok viszont
hasonloak a PNP és CNP glikozid sorozathoz, igy itt is csokkend tagszam szerint elualodnak
az oligomerek és nem kapunk lineéris 0sszefliggést 1gk’ és a tagszam kozott, de itt a legkisebb

a linedaristol valod eltérés.
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I1I. 2. a-Amilaz enzimek vizsgalata

o-Amilaz enzim szinte valamennyi €l szervezetben termelddik, és a keményitd
lebontdsaban jatszik szerepet. A humdn enzimek vizsgélatdt az orvos-diagnosztikaban és
egyes betegségek gyogyitasaban betdltott szerepiik indokolja. A Bacillus csalad altal termelt
enzimek ipari felhaszndlasa jelentds, vizsgéalatuk ezért biotechnologiai szempontbol fontos.
Az amilaz enzimek kutatdsa hosszi idére nyulik vissza, és a kilencvenes években 1j
lendiiletet kapott. Ezt igazolja, hogy 2001 6szén megrendezték az els6 amildz szimpodziumot,
amely az amilaz kutatisok jelenlegi allasat és iranyait mutatta be'”. Az a-amilaz enzim
csalad katalitikus mechanizmusa alaposan tanulmanyozott, és a vizsgalatok szerint erdsen
konzervalt a csalad enzimeiben™. Ez a hidrolizis mechanizmus azonban csak a —1, +1 alhely
szerepére ad magyardzatot, amelynek felépitése azonos az o-amilazoknal. Nem ad
informaciot arrdl, hany gliikoz egység kotddik a szubsztratkotd helyhez, a tobbi alhelynek
milyen szerepe van a kotéshasitasban, milyen polaritasuak az alhelyek.

Az enzimek miikddési mechanizmusanak, kotohelyének tanulmanyozésara szadmos

modszert alkalmaznak.
1. Rontgendiffrakcios felvétel az enzim egykristalyrél és annak szubsztrattal vagy

inhibitorral alkotott komplexérdl. Ez a modszer az aminosav szekvencia ismeretében
pontos képet ad a kotésben résztvevd aminosavakrol és a szubsztrat/inhibitor
elhelyezkedésérol. Hatranya, hogy mivel a felvétel szilard fazisban késziil, nem
tilkr6zi a pontos oldatbeli konformdcids viszonyokat ¢és nem ad informaciot a
mechanizmusrol, mivel statikus képet vizsgal.

2. Az enzim aminosavainak modositasa kovalens modositokkal, vagy mutacioval. A
modositas utani aktivitdismérés és kinetikai vizsgalatok a szubsztrat kotodésben és a
katalizisben szerepet jatszo aminosavakrol adnak informaciot. A kovalens modositas
esetén az aminosavak helyének meghatdrozdsa a modositast kovetd szekvenalassal
lehetséges.

3. Kiilonb6zdé tipust inhibitorokkal torténd kinetikai mérések ¢és  kiilonb6zd
szubsztratokkal végzett kinetikai mérések és bontasi képek vizsgalata. Mindkét
esetben az inhibitoron illetve a szubsztraton elvégzett modositasok, Uj funkcios
csoportok, lanchosszusag, kotéstipus hatasat vizsgaljak a kinetikai paraméterekre és a

bontasi képre.

A kiilonbozo eredetii enzimek bontasi képének eltérései az alhelyek szamaban és

felépitésében vald eltéréseket jelzik. Ugyanazon enzim kiilonb6z6 hosszasagu
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szubsztratokon mutatott bontasi képnek elemzése informaciot ad a szubsztratkotd hely
méretérdl, polaritasi viszonyairdl, a szubsztrat kotédésben résztvevd €s részt nem vevod
csoportjairdl. Ezen vizsgalatok elénye, hogy a kisebb molekuldkon a moddositasok
egyszeriibben, biztosabban végezheték el, mint a nagy érzékeny enzim molekulan.
Masrészt ezek a vizsgéalatok egyszeri enzim kinetikai ¢és elvalasztastechnikai
modszerekkel kivitelezhetdek.

Az o-amildz enzimek vizsgalatdhoz hasznosak a jol definialt maltooligoszacharid
sorozatok, melyek a detektdlds megkonnyitésére, érzékenységének novelésére B-kotésii
kromofor aglikont tartalmaznak. A B-kotés 1ényeges, mivel ezt nem hasithatja a amilaz
enzim, igy garantalt hogy kromofor tartalmi hasitasi termékeket kapunk.

Az analitikdhoz sziikséges HPLC elvalasztasokat a II1. 1. 2. 2. fejezetben mutattam be,
ebben a részben ezen analitikai modszerek alkalmazasdval megvaldsitott enzim

vizsgalatokat ismertetem. Vizsgalataim hadrom részre oszthatoak:
- kemoenzimatikus mddszer optimalizdlasa CNP-G4 — CNP-G11 szubsztratok

szintézisére,

- human nyal a-amilaz (HSA) bontési képének tanulmanyozasa CNP-G4 - CNP—
G9 és 4,6-benzilidén PNP-G4 - PNP-G8 szubsztratokon,

- Bacillus licheniformis eredeti hoétiir6 o-amildz (BLA) bontasi képének

meghatdrozasa CNP-GS5 - CNP-G10 szubsztratok felhasznalasaval.

”or

II1. 2. 1. Amilaz szubsztratok eloallitasa kemoenzimatikus modszerrel

A jol definialt, szintetikus maltooligoszacharid glikozidok lehetévé teszik a
szénhidratok depolimerizacidjat katalizalé enzimek bontési képének tanulméanyozasat, vagyis
az aktiv centrum feltérképezését. Tanszekiinkon ciklodextrinekbdl kiindulva kidolgozték a 4-8
tagszamu maltooligoszacharidok, majd a 2-klor-4-nitrofenil (CNP) illetve 4-nitrofenil (PNP)
maltooligoszacharid glikozidok szintézisét, valamint a nem redukald végen 4,6-benzilidén
csoporttal modositott PNP-glikozidok — szintézisét'”'. Az igy kapott szubsztratok
felhasznalasaval sikeresen tanulmanyoztuk a sertés pankredsz amilaz bontasi képét®!.

A soklépéses kémiai szintézis kivaltasara kemoenzimatikus szintézis utat véalasztottam,
melynek tobb elénye van a klasszikus kémiai szintézishez képest. Az enzimek legtobb esetben
enyhébb reakcidkoriilmények kozott mikodnek (vizes oldat, pH 6-8, szobahdmérséklet), és
specifitdsuknak koszonhetden jol definidlt terméket hoznak Iétre. A kémiai szintézissel [3-

ciklodextrinbdl kiindulva eldallitott 2-klor-4-nitrofenil maltoheptaozidot (G7-CNP) kiindulasi
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vegyiiletként, primerként alkalmazva megoldottam a rovidebb és hosszabb szubsztratok
enzimatikus szintézisét. Korabbi eredmények szerint a human o-amildzok legjobb
szubsztratjai a 4-6 gliikoz egységb6l felépiild maltooligoszacharidok'*, mig a bakterialis
eredeti amildzok vizsgalatdhoz ennél hosszabb 5-11 tagszdmu szubsztratok sziikségesek.
Olyan modszerre volt tehat sziikség, melynek segitségével a lancrovidités és hosszabbités is
megoldhat6. A maltoligoszacharidok glikozidos kotéseinek enzimatikus hasitdsara két
lehetéség van:

- hidrolizis a-gliikozidazokkal vagy a-amilazokkal

- foszforolizis foszforilazokkal.
Bar ezen enzimek szerepe a glikozidos kotések hasitasa, megfeleld reakciokoriilmények
kozott glikozidos kotések sztereospecifikus létrehozasara is képesek. Meg kell azonban
jegyezni, hogy az amildzok ¢és a gliikozidazok transzglikozilezésre csak igen kis hatasfokkal
hasznalhatok. Ezzel szemben a glikogén foszforildz, a legintenzivebben tanulmanyozott o.-
glikan foszforildz, szervetlen foszfat jelenlétében megfordithaté reakcidban katalizdlja a
glikogén lebontasat, a forditott reakcioban o-D-gliikopiranozil-1-foszfat (Glc-1-P) , mint
donor jelenlétében viszont képes a lanchosszabitasra. Ezért ezt az enzimet valasztottam a
szintézishez.

Foszforilaz enzimeket elterjedten alkalmaznak oligoszacharidok szintézisére, példaul
megvalositottak a szahar6z szintézisét szahardz foszforilaz €s a trehaldz szintézisét trehaloz
foszforilaz alkalmazasaval'®’. Burgonya foszforildz enzim segitségével allitottak elé maltoz
oligomereket'**'*°, lineris valamint csillag- és fésii alak polimereket'*'. Foszforilaz enzim
katalizalta reakcioval megvalosithato a trehaldz szintézise keményitébsl'*, és cellodextrinek
szintézise is'*.

Az enzim a glikolizis elso 1épését katalizalja az alabbi egyenlet szerint

(Glc), + P; = (Glc)y. g + Gle-1-P 1. egyenlet

ahol a (Glc), n tagszamu, a-(1-4) kotésti gliikéz polimer, a Glc-1-P a-D-gliik6z-1-foszfat és
P; szervetlen foszfat.

A glikogén foszforilaz enzim két formaban van jelen az izomban. Az inaktiv
foszforilaz b, amely féleg a nyugalomban levd izomban taldlhat6, az AMP szint ndvelésével,
vagy foszforilaz a-va torténd foszforilacidval aktivalhatd. Kisérleteimben az AMP-vel, mint

allosztérikus aktivatorral valo aktivalast alkalmaztam. Az enzim kristalyszerkezetét'* és
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kot6helyét'*

meghataroztak, valamint megéllapitottak, hogy a glikogénen kiviil az a-(1-4)
kotésti oligoszacharidok is erésen kotédnek a glikogénkotd helyhez'*®. Eredményeim szerint a
glikogén foszforildz b a CNP maltooligoszacharid glikozidok hasitasat és épitését is
katalizalja, és alkalmas a reakcidokoriilmények megfeleld megvalasztasa esetén G7-CNP-bol
kiindulva révidebb és hoszabb szubsztratok eldallitasara is.

Az enzimek altal katalizalt reakciok hatékonysdga a kovetkezd kisérleti
koriilményektol fliigg:
- olyan enzim preparatum sziikséges amely kelléen nagy foszforolitikus aktivitassal
rendelkezik, de hidrolitikus aktivitasa nincs
- megfeleld reakciokoriilmények valasztasa, hogy a kivant oligoszacharidok képzdédjenek
- a reakciotermékek elvalasztasa és analizise
- a reakciotermékek preparativ méretben torténd izolalasa

Az els6 kovetelménynek megfelelt a Debreceni Egyetem Orvosi Vegytani Intézetében
nyul vazizombol kivont enzim, hiszen méréseim szerint szervetlen foszfat nélkiil kotés hasitas
nem tortént. A reakciokoriilményeket az id6, hdmérséklet és szervetlen foszfat illetve gliikoz-
1-foszfat koncentracid optimalizaldsaval a céljainknak megfeleléen allitottam be. A
reakcidtermékek  aranyat HPLC  technikaval  allapitottam meg, a  II1.1.2.2.
Maltooligoszacharid szubsztratok elvalasztdsa cimii részben leirt modszerrel, amino oszlopon,
gradiens elucioval, acetonitril: viz oldészerelegyek alkalmazasaval. A preparativ elvalasztast a
rovid 3-6 tagszamu termékek esetén méret kizarasi kromatografiaval (SEC), a hosszabb 8-11
tagszdmu termékek esetén a III. 1. 1. Preperativ elvéalasztasok cimil fejezetben ismertetett

félpreparativ HPLC mddszerrel oldottam meg.

I11.2.1.1. 4-6 tagszamu szubsztratok eloallitasa foszforolizissel

A r1ovid szubsztratok eldallitdsdra a G7-CNP primer enzimatikus foszforolizisét

hasznaltam. 38. abra.
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OH

HO ©
HO OH
OH 0}

o)
HO OH cl

OHo 0 glikogén foszforilaz b
HO o) NO, +Pj <=———— Glcp-CNP + Glc-1-PO,
OH

-5 n=4-6

38. abra CNP-G7 glikogén foszforilaz b enzim altal katalizalt foszforolizise

Vizsgaltam a reakcid termékeloszlasat az id6 fiiggvényében 30 °C hémérsékleten,
szervetlen foszfat nagy feleslegét alkalmazva (5 mM primer,1 M foszfat, pH 6,8), hogy az

egyensuly a foszforolizis irdnyaba tolodjon el. Az 6. tablazat a mérési eredményeket mutatja.

6. Tablazat

Termékeloszlas a reakciéidé fiiggvényében 30 °C hémérsékleten®

Reakci6 id6 G7-CNP foszforolizis termékei (%)° Konverzid
(perc) G;-CNP G4-CNP Gs-CNP G¢-CNP G7-CNP (%)
5 1,3 73,7 15 10 0 100
10 2 77 12 9 0 100
60 14 66,2 11,5 8,2 0 100
180 33,8 48,9 11,2 6,0 0 100
300 51,3 41,4 4,4 2,9 0 100

*Reakciokoriilmények:5 mM G7-CNP, 1 M foszfat puffer pH 6,8, 10 E/ml enzim
® HPLC-vel meghatéarozott teriilet% értékek

30 °C hémérsékleten 10 perc reakcioidd utan a kiindulasi anyag teljesen atalakult, a 6
termék (77%) a tetramer glikozid. Hosszabb reakci6id6t alkalmazva trimer és tetramer
glikozid képzddik 51,3 és 41,4 %-ban. A tetramer glikozid kedvezményezett képzddése
egybecseng azzal a korabbi megfigyeléssel, mely szerint a glikogén foszforildz a glikogén

lancokat az elagazas el6tti negyedik gliikoz egységig bontja'*’

. A képz6dott trimer glikozid
megjelenése azt mutatja, hogy a CNP csoport helyettesithet egy gliikoz egységet, hasonloan
ahhoz amit a sertés pankredsz enzim vizsgalatakor leirtunk®'. A kiindulasi anyagnal hosszabb
termék képzddését nem tapasztaltuk.

A reakcidsebesség csokkentése a hosszabb oligomerek képzddésének kedvez, ezért

hogy az eldallitani kivant penta- ¢és hexamer mennyiségét noveljem a reakcioelegyben

69



vizsgaltam a reakciot alacsonyabb hémérsékleten. A 0 °C hdmérsékleten végzett kisérlet

eredményeit a 7. tdblazatban foglaltam Gssze.

7. Tablazat

Termékeloszlas a reakcioidé fiiggvényében 0 °C hémérsékleten®

Reakcio idé G7-CNP foszforolizis termékei (%) Konverzié
(perc) G;-CNP G4-CNP Gs-CNP Ge-CNP G7-CNP (%)

10 0 3 8 45 44 56

15 0 9 16 49 25 75

28 0 23 24 39 14 86

42 0 42 23 28 7 93

55 0 48,5 23 22 6 93,5

*Reakciokoriilmények:5 mM G,-CNP, 1 M foszfat puffer pH 6,8, 10 E/ml enzim
® HPLC-vel meghatérozott teriilet% értékek

A tablazat adataibol lathato, hogy a konverzié 1ényegesen kisebb, 28 perces inkubacios
1d0 utan az eldallitani kivant rekcidtermékek Gy4-CNP, Gs-CNP, G¢-CNP 23:24:39 %-0s
aranyban képzddnek. 55 perces reakcioidd alatt {6 termékként a G4-CNP képzodik.

Vizsgaltam a reakcié hémérsékletfiiggését 0-34 °C hémérséklet tartomanyban. A
kapott termékeloszlasokat 10 perc inkubacids id6 utan a 8. tablazat mutatja.

A reakciosebesség nd a homérséklet novelésével. Atlagosan 5 fok hémérséklet
csokkenés a konverziofok 7-9 %-os csokkenését okozza. 0 és 5 fok kozott ennél joval
nagyobb mértékii (26,2%) csokkenést tapasztaltam. Ennek magyardzata az enzim inaktiv
tetramer formajanak képzddése lehet'*®. Hogy elkeriiliem a foszforildz enzim alacsony
héfokon valod oligomerizaciojat 10 °C alatti hémérsékletet nem alkalmaztam maltooligomerek
eldallitasara.

Oszefoglalva tehat a G7-CNP-t primerbél (SmM) glikogén foszforilaz b enzim
segitségével 1 M foszfat pufferben (pH 6,8) 10 °C-on 10 perces inkubalasi id6 alatt a rovidebb
(G4-CNP, Gs-CNP, G¢-CNP) termékek kozel azonos molaranyban (29:26,1:33,7) képzddnek.
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8. Tablazat

Hémérsékletfiiggés vizsgalata®

Homérséklet  G7-CNP foszforolizis termékei (%) Konverzid
°C) G;-CNP G4-CNP  Gs-CNP  Gg-CNP G7-CNP (%)

0 0 3 7,6 44,9 44,5 55,5

5 0 12 22,4 46,8 18,3 81,7

10 0 29 26,1 33,7 11,1 88,9

15 0 68 19,3 11 2,2 97,3

20 0 76 14 10 0 100

30 2 77 12 9 0 100

34 2 89 7 2 0 100

*Reakciokoriilmények:5 mM G7-CNP, 1 M foszfat puffer pH 6,8, 10 E/ml enzim, 10 perc
PHPLC-vel meghatarozott teriilet% értékek

A felhasznalt enzimrendszer érdekessége, hogy a foszforilaz enzim altal felszabaditott

Glc-1-P felhasznalodhat a megforditott lanchosszabbitési reakcidban, ha a szervetlen foszfat

koncentréacio lecsokken. Ezért alkalmaztam a foszfat nagy feleslegét (1M) a felszabadulo

Glc-1-P -hoz képest (max. 20 mM) az eddigi kisérletekben. Masrészt viszont a magas s

koncentracio megneheziti a termékek kinyerését, ezért vizsgaltam a foszfat koncentraciod

hatasat a termékeloszlasra. Eredményeimet a 9. Téblazatban dsszegeztem.

9. Tablazat

Termékeloszlas 10 °C hémérsékleten, a foszfat koncentracié fiiggvényében®

Foszfat G7-CNP foszforolizis termékei (%) Konverzid
konc. (mM) G4-CNP Gs-CNP G¢-CNP G7-CNP Gg-CNP (%)

5 0 0 12,5 76,9 10,6 23,1

40 6,2 15,5 39,6 32,0 6,7 68

100 30,9 26,2 28,8 11,5 2,6 88,5

500 28 26,6 33,5 10,2 1,7 89,8

1000 29 26,1 33,7 11,1 0 88,9

*Reakciokorilmények:5 mM G7,-CNP, pH 6,8, 10 E/ml enzim, 10 perc
® HPLC-vel meghatarozott teriilet% értékek

71



Az eredmények azt mutatjadk, hogy 100, 500 és 1000 mM foszfat koncentracio
alkalmazasaval szinte azonos termékeloszlas érhetd el, mikozben a lanchosszabbitas
elhanyagolhato. Ennek megfelelden a rovidebb termékek eldallitdsara 100 mM foszfat

A termékek preparativ méretben torténd elvalasztasara méret kizarasi kromatografis
elvalasztast alkalmaztam Toyopearl HW-40F oszloptolteteten. Bar ennek a toltet tipusnak az
elvalasztasi tartomanya 10°-10* koz¢ esik fehérjék elvalasztisakor, azt tapasztaltam, hogy
maltooligoszacharidok esetén 1-7 kozotti polimerizaciofok tartomanyban megfeleld az
elvalas, az ennél hosszabb oligomerek nem valnak el. A homoldgok csdkkend molekulatomeg
szerint eludlodnak. A kromatografias matrix masik nagy elénye, hogy mivel a foszfat ionok a
holttérfogat utan rogton megjelennek az eludtumban, az elvalasztds és a somentesités egy

elvalasztassal megoldhato, (39. 4bra).
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Frakciok

39. abra A foszforolizis reakcidtermékeinek SEC (Mért mg) ¢s HPLC (Area%) elvalasztasa
Koriilmények: SEC: oszlop: ToyopearlHW-40F, 180 * 15 mm, 30-60 pum, eluens: viz, 1,5
ml/perc, HPLC: kolonna: Amino 250 * 4 mm, 5 pm, gradiens elucio: MeCN 70% -r6l 20 perc
alatt 50%, detektor: DAD 302 nm.
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I11.2.1.2. 8-11 tagszamu szubsztratok eléallitasa transzglikozilezéssel

Az 1. egyenlet megfordithatosagat felhasznalva G7;-CNP mint akceptor és Glc-1-P
mint donor kiindulési anyagokbdl foszforilaz enzimmel magasabb tagszamu oligomerek is
eldallithatok. 40. dbra

OH

HO ©
HO o OH
O 0]

HO OH Cl

OHO e} glikogén foszforilaz b
HO 0] NO, + Glc-1-PO, =—————=Glcn-CNP + P;
OH

] g n=8-11

40. dbra Szubsztratok eldallitasa glikogén foszforilaz b enzim transzglikozilezési reakcidjaval

A lanchosszabbitasi reakciéra hasonlé megfontoldsok érvényesek mint a
lancroviditésre, igy a reakciokoriilményeket a Glc-1-P koncentracid, a hémérséklet és az
enzimkoncentraci6 valtoztatasaval optimalizaltam. Mivel foszfat jelenléte a reakciot a

cre

glicerofoszfat pufferben végeztem.

Akarboz hatasa a termékeloszlasra

A foszforildz enzim érdekes tulajdonsaga, hogy a G-1-P-bol felszabaduld szervetlen
fosztat az ellentétes iranyu reakcidoban felhasznalodhat. Ezért egy olyan reagens, ami a foszfat
eltavolitasat kontrolalni képes az oligoszacharidok képzddésének kedvez. Az akarboz (41.
abra) hatasos 4atmeneti dallapot analdg inhibitor az amildzok katalizalta keményitd

hidrolizisben'®’.

Mivel a maltooligoszacharidok az o-amildzoknak ¢és a glikogén
foszforilaznak is szubsztratjai, megvizsgaltam az akarboz hatdsat a glikogén foszforilaz
katalizalta transzglikozilezési reakcioban.

Vizsgaltam, hogy az akarbozt szubsztratja-e a glikogén foszforilaz enzimnek, de se a

lanchosszabbitas, se a lebontés iranyaban nem detektaltam 01j terméket.
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41. abra Az akarboz képlete

Az els6é kisérletsorozatban a G7-CNP foszforolitikus lebontdsa soran vizsgaltam az
akarboz hatdsat. Mint a 42. abran lathatd az akarbdz megvaltoztatja a termékeloszlast a
bontasi reakcidoban, gatolja a foszforolizist. Meg kell emliteni, hogy a foszforolizis
tobblépéses reakcio, a képz0dd termékek szubsztratjai az enzimnek, igy tovabbi reakcidoban

vesznek részt. Ez neheziti az eredmények értelmezését.

60
50 -+
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42. abra Termékeloszlas a foszforolizis reakcioban killonbozo akarbdz koncentraciok mellett

Reakciokoriilmények: 5 mM G7-CNP, 100 mM foszfat puffer pH=7,0, 37°C, 10 perc

Az akarbdz novekvd koncentracidja (25 mM, 100 mM) csokkentette a rovid termékek
(CNP-G4, CNP-G5) mennyiségét és novelte a maradék kiindulasi anyag és a hosszabb
termék (CNP-G6) ardnyat. A kovetkezd kisérletben 100 mM akarbdz hatdsat vizsgaltam
azonos, 5 mM donor és akceptor koncentracié mellett. A 43. dbran lathato, hogy az akarboz

eldsegiti az oligoszacharid szintézist.
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43. abra Termékeloszlas G7-CNP és G-1-P foszforilaz b enzim katalizalta reakcigjaban

akarboz jelenlétében és anélkiil

Reakciokoriilmények: G7-CNP 5 mM, G-1-P 5 mM, glicerofoszfat puffer pH=7,0,

Ez eddig nem volt ismert. A reakcid a hosszabb oligomerek képzdédésének irdnyaba
tolodik el, mig a CNP-G7-nél rovidebb reakcidtermékek aranya gyakorlatilag nem valtozik.
Az inhibicid hidnya a szintézis irdnyaban azzal lehet Gsszefiiggésben, hogy az inhibitor hatas
kifejtéséhez terner komplexre van sziikség az enzim-akarboz-fosztat egyidejii részvételével. A
tapasztalt aktivalo hatds felveti azt a kérdést, hogy vajon a foszfat eltavolitdsaval, vagy a az
enzim foszfatk6td helyéhez vald kotddéssel fejti ki hatasat az akarboz. Az akarboz itt leirt
hatasa enzimologiai szempontbo6l érdekes lehet, de mivel gyenge inhibitor, a megfeleld hatas
eléréséhez olyan magas akarboz koncentracidt kellene alkalmazni, ami a termékek
elvalasztasdsnal problémat jelenthet. Ezért a termékeloszlast a tobbi kisérleti koriilmény
valtoztatasaval optimalizaltam.

A kovetkezo kisérletben 37 °C-on 0,1 E/ml aktivitasi enzimmel, 50 mM Glc-1-P és 5
mM CNP-G; koncentracié alkalmazéasaval vizsgaltam a termékeloszlast. Az erdményeket a

10. tdblazatban foglaltam Ossze.
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10. Tablazat

Termékeloszlas 37 °C hémérsékleten, a reakcioidé fiiggvényében®

Id6 (perc)  G7-CNP lanchosszabbitas termékei (%)° Konverzid
G7-CNP Gs-CNP Go-CNP G1o-CNP G11-CNP (%)

5 94 6 - - - 6

20,5 76 22,2 0,01 - - 24

38 62,8 33,6 3,5 - - 37,2

55,5 51,7 41,9 59 0,5 - 48,3

74 44,5 46 8,3 1 0,08 55,5

*Reakciokoriilmények:5 mM G7-CNP, 50 mM Glc-1-P, glicerofoszfat puffer pH 6,8, 0,1 E/ml
enzim,

® HPLC-vel meghatérozott teriilet% értékek

A tablazat adataibol lathatd, hogy tobb mint egy 6ras reakcididd utan is a kiindulési
anyag csaknem fele valtozatlan maradt. Az enzim 40 °C-nal magasabb hémérsékleten nem
stabil, ezért nagyobb mennyiségli enzim alkalmazéasaval (az enzimaktivitds ndvelésével)
probaltam gyorsitani a reakciot.

37 fokon olyan mértékli reakcidsebesség novelést sikeriilt elérni, hogy husznal
nagyobb tagszamu termékek is képzdodtek. Mivel a Bacillus licheniformis o-amilaz
vizsgalatdhoz 9-10 tagszadmu szubsztratra volt sziikség, az ennél nagyobb termékek
veszteséget jelentenek. Ezért a lancroviditésnél tapasztaltaknak megfeleléen a
reakciosebességet alacsonyabb hémérséklet alkalmazasaval csokkentettem. Korabbi
eredményeim szerint a 10 fok alatti homérséklet a foszforildz enzim oligomerizaciojat,
inaktivalédasat okozza, ezért azonos rekciokoriilmények mellett, de 10 fokon megismételtem
a reakciot. A reakciosebesség lecsokkent, a Gg-CNP valt f6 termékké és a célvegytiletek (Go-
CNP, Gjo-CNP, G;;-CNP) kis mennyiségben képzddtek. A hdmérséklet 6t fokkal torténd
emelése céljaimnak megfeleld termékeket eredményezett. A kiillonbozéd hémérsékleteken,
azonos inkubacids 1d6 utan kapott termékelegyek amino kolonnan acetonitril-viz kiilonb6z6
gradienseivel késziilt HPLC kromatogramjai az 44. abran lathatéak. A kromatogramokon jol

lathat6 a fenn leirt termékeloszlas valtozas.
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44. abra Termékeloszlasok kiulonbozé hémérsékleten a G7-CNP és G-1-P foszforilaz b enzim
katalizalta reakcdjaban. Reakciokoriilmények: 10 ul 10 E/ml aktivitasa enzim, Glc-1-P

koncentracié 50 mM, a CNP-G; koncentracié 5 mM, 37 °C 30 perc inkubalési id6..
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Az enzimkoncentracid csokkentése is a reakcidsebesség csokkenésével jar. 1 E/ml
enzimkoncentracié mellett, 37 °C hdmérsékleten vizsgaltam a Glc-1-P koncentracio hatasat a

termékeloszlasra. Az eredményeket a 11. tablazat mutatja.

11. Tablazat

Termékeloszlas a Gle-1-P koncentracio fiiggvényében®

Glc-1-P G7-CNP lanchosszabbitas termékei (%)”

(mM) Gg-CNP  G7-CNP  G3-CNP  Gy-CNP  Gyo-CNP G;;-CNP G,-CNP G 3-CNP G4-CNP

50 - 4,5 21,8 26,7 22,3 14,5 6,8 2,4 0,7
25 - 12 35,2 284 15,5 6,4 1,9 0,46 0,2
10 1,2 9 27,2 43 15 3,5 0,6 - -

*Reakciokorilmények:5 mM G7-CNP, glicerofoszfat puffer pH 6,8, 1 U/ml enzim,
® HPLC-vel meghatérozott teriilet% értékek

10 mM Glc-1-P koncentracio nem elegendé annak biztositasara, hogy lancrovidités ne
torténjen. Az 50 mM Glc-1-P koncentracio esetén kapott termékeloszlas pontosan megfelel
céljainkra, a kiindulési anyag nagyrészt atalakult, f6 termékek a 8,9,10 tagszdmu oligomerek
kozel azonos molaranyban képzddtek, a G;;-CNP is kinyerheté mennyiségben keletkezik. A
hosszabb termékek miatti veszteség 10 % koriili.

A 12. tiblazatban foglaltam Ossze a két - szinte azonos termékelegyet add - kisérlet

koriilményeit, termékodsszetételét.

12. Tablazat

Termékeloszlas kiilonb6z6é hémérsékleten és enzimkoncentracional®

Enzim G7-CNP lanchosszabbitas termékei (%)°

konc.,

homérséklet G7-CNP Gg-CNP Go-CNP  G1p-CNP G;;-CNP G,-CNP G3-CNP G4-CNP G;5-CNP

1 E/ml, 4,5 21,8 26,6 22,2 14,5 6,8 2,4 0,7 0,2
37°C

10 E/ml, 3,9 22,3 26,0 23,8 15,4 6,6 2,0 - -
15°C

*Reakciokorilmények:5 mM G7-CNP, 50 mM G-1-P, glicerofoszfat puffer pH 6,8, 30 perc
®HPLC-vel meghatarozott teriilet% értékek
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A termékek azonositasara MALDI-TOF tomegspektrometriat alkalmaztam. A 45.

abran a termékelegy kromatogramjat ¢s MS spektrumat mutatom be.
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45. é4bra Enzimes szintézissel eldallitott CNP maltooligomer glikozid elegy HPLC
kromatogramja é¢s MALDI-TOF MS spektruma

79



A MALDI -TOF MS kiilonosen alkalmas elegyek komponenseinek azonositasara,
mivel a kiméletes ionizaciés modszerrel a fragmentacid elhanyagolhato, foként
molekulaionok keletkeznek. Oligoszacharidok spektrumaban foként az (M+Na)™ és (M+K)"
ionok jelennek meg, amint az a spektrumon is l4thatdé o m/z=16 kiilonbséggel. A
maltooligoszacharidok tagjai kozotti egy gliikkdz egység kiilonbség m/z= 162 Da kiilonbséget
megjelennek. A fragmentacido valdszinlileg azért kovetkezik be, mert az UV lézer
hullamhossza igen kozel van a a CNP-glikozid 302 nm hullamhossznal levd elnyelési
maximumahoz.

A preparativ mennyiségben eldallitott termékek elvalasztasa félpreparative HPLC
segitségével tortént, az analitikai elvalasztdsokhoz hasznalt kromatografids koriilmények
mellett, de félpreparativ oszlop €s nagyobb adramlasi sebesség alkalmazasaval.

A termékek kotéstipusanak igazolasira a HPLC retenciés 1d6k analizisét
alkalmaztam. A primernél hosszabb termékek koziil csak CNP-Gg allt rendelkezésemre, ezért
a termékek kotéstipusat egy -az oligoszacharid sorozatokra mar kordbban leirt,
maltooligoszacharid glikozidokra altalam is tanulmanyozott- Osszefiiggés alapjan
azonositottam. Az 0Osszefiiggés szerint, a homoldg oligoszacharid sorozatok tagjainak
izokratikus koriilmények kozott meghatarozott retencios ideje (Rt) vagy retencios faktora (k')
logaritmikus 0sszefiiggésben van az oligoszacharid tagszamaval. Vagyis ha az oligoszacharid
tagszamanak fiiggvényében abrazoljuk a retencios ideje, vagy kapacitasi faktora logaritmusat,
egyenest kapunk. Vizsgdlataim szerint az Osszefliggés diol és amino oszlopon igaz
maltooligoszacharid peracetatokra, amino oszlopon maltooligoszacharid glikozidokra
(CNP,PNP).

A 46. dbran CNP-G7 foszforilaz enzimmel katalizalt reakciojaban képzodott CNP—
G3-CNP-G12 termékek retencios idejének logaritmusat dbrazoltam az oligomer tagszdmanak
fliggvényében. A 7 tagszdmunal rovidebb termékek kotéstipusa sziikségszertien o(1—4),
hiszen ciklodextrinbdl eldallitott szubsztrat hasitasaval képzdédtek. Mivel a hosszabb termékek
IgRt értéke ugyanarra az egyenesre esik, ez valdszinisiti, hogy a képzddott termékek is

o(1—4) kotéstiek.
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46. dbra G7-CNP primerbdl glikogén foszforilaz b enzim segitségével eldallitott oligomerek

HPLC retencits idejének logaritmusa a tagszam (DP) fiiggvényében.
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III. 2. 2. Human nyal a-amilaz aktiv centrumanak vizsgalata

A human (nyal és pankredsz eredetli) a-amildzok klinikai kémiai szempontbodl
alaposan tanulmanyozott enzimek. Aktivitdsuk mérése kivalasztd szerviik megbetegedésének

(akut pankreatitisz, parotitisz) fontos indikatora®**

. A klinikai diagnosztikaban szamos
modszert alkalmaznak az amildz aktivitds mérésére, ezekben a szubsztratum tSbbnyire

valamilyen kromofor aglikont hordozé maltooligoszacharid*'*°. A nem redukald végen levé

7 160
I,

védSesoportok, mint az etilidén'’, 3-oxo-butilidén'®, benzilidén'’, galaktopiranozi
megvédik a szubsztitot az amilaz kitekben segédenzimként alkalmazott exo-glikoziddzok
katalizalta hidrolizistdl. Az aktivitds mérésére hasznalt legijabb, 3. generacids szubsztratot, a
2-klér-4-nitrofenil-o-D-maltotriozidot, kozvetleniil a kromofor felszabaditasaval hasitja az
enzim, ami segédenzim nélkiili aktivitasmérést tesz lehetévé'®'.

Az amildzok fontos szerepet jatszanak a szénhidrat anyagcserében, igy aktivitasuk
csokkentése inhibitorokkal anyagcsere betegségek (diabetes, elhizas) gyogyitasaban jatszhat
szerepet. A legujabb vizsgalatok szerint a nydl amildznak szerepe lehet a fogszuvasodas
kialakuldsdban is, hiszen kotddni képes a fogzomdnchoz ¢és feliiletén Streptococcus
baktériumok megkétésére alkalmas kotohely talalhato™.

A HSA szubsztratk6té helyének vizsgalata segitheti 1) diagnosztikumok ¢és

gyogyszerként alkalmazhat6 inhibitorok tervezését.

Kisérleteim 2-klor-4-nitrofenil-B-D-maltooligoszacharid (CNP), valamint a nem
redukald végen 4,6-benzilidén csoportot hordozd 4-nitrofenil-maltooligoszacharid (Bnl-NP)
glikozidok human nyal a—amilaz aktiv centrumhoz valé kotdédésének meghatirozasara
iranyultak. HPLC termékanalizissel vizsgéltam a bontdsi képet, a kromofor csoportot
tartalmazd termékeket 302 nm hullamhosszon detektaltam, azonositottam és aranyukat
hataroztam meg. A termékek koncentracidja linearisan valtozik a reakcidido fliggvényében, a
termékaranyokat a hidrolizis korai szakaszéban, 4 kiilonb6zd inkubacios idonél mért érték
atlagaként adtam meg. Tanulmdnyoztam a szubsztrat méretének, az aglikonnak, valamint a
nem redukald végen levd benzilidén csoportnak a kotéshasitasok gyakorisagara kifejtett
hatasat. Az eredményeket Phillips és munkatarsai altal bevezetett kotdhely elmélet alapjan

értelmeztem'®” .
Az a-amildz enzimcsaldd tagjainak szubsztrat kotéhelyét, mint egymast kdvetd

alhelyeket irhatjuk le, melyek geometriaja komplementer néhany gliikoz egységgel. Az enzim
aktiv helyének tanulmanyozésara hatdsos modszer az enzim és szubsztratja vagy inhibitora

altal 1étrehozott komplex rontgenkrisztallografiai vizsgélata. A sertés pankredsz amilaz (PPA)
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esetében szdmos felvétel késziilt a szabad enzimrél és az enzim oligoszacharid

komplexérél'®. Ezen kiviil kozoltek a HPA szubsztratanalog inhibitorokkal alkotott

% A HSA-rél azonban csak szabad formaban

185

komplexeinek rontgenkrisztallogramjat is
hozzaférhetd rontgenkrisztallografias felvéte fgy az altalunk hasznalt alacsony
molekulatomegili szubsztrat sorozatok bontasi képének meghatarozasa hasznos informaciokat
szolgaltathat az enzim aktiv helyérél. Korabbi vizsgéalatok szerint a HSA 5 alhellyel
rendelkezik, melybdl 3 glikon, 2 aglikon kot6 hely, a hasitas ezek kozott torténik. A harmadik
aglikon kot hely 1étezését kizartak®”.

Eredményeim szerint a HSA valamennyi vizsgalt szubsztratot tobb helyen képes
hasitani, a 4, 5, 6, 7 tagszamuakat 3, a hosszabbakat még tobb helyen. A produktiv
komplexeket a szubsztrat kotdhely sematikus dbrazolasaval a 47. abra mutatja.

A bontési kép alapjan, a rovid szubsztratok esetén a CNP elfoglalhatja a gliik6z helyét
a kotddés soran, kolcsonhatasba 1épve a +2 alhellyel, de ez kevésbé kedvezményezett mint a
gliikéz +2 alhely kapcsolat. Idedlis esetben a +2 alhelyen is gliikoz egység kotddik €s igy a
hidrolizis f6 terméke CNP-G2 lesz, amint ez a 4, 5, 6 tagszdmu szubsztratok bontasi képén
megfigyelhetd. A hexamer szubsztrat esetén ez maltotetradz felszabadulasat eredményezi a
nem redukald vég feldl. A hosszabb szubsztratok (DP 7, 8, 9) hasitdsakor is a tetramer termék
képzddése a legkedvezébb a nem redukdld vég feldl. Méréseink szerint tehat
kedvezményezett, ha 6 kotdhely van betdltve glikdz egységgel. Ha mind a hat kotOhely
betoltésére tobb kotdmodban is lehetdség van, az igy létrejovo produktiv komplexekbdl
képz6do termékek eloszlasa egyre inkabb kiegyenlitédik. A nem redukald végrdl a tetramer
hasitdisa DP 7 esetében domindns, de még a 9 tagszamu szubsztrat hasitasakor is a
maltotetradz képzddik legnagyobb szazalékban.

A tetramernél hosszabb termékeket a nydl amildz tovabb tudja hidrolizalni, igy
ezeknél a vizsgélatoknal a hidrolizis kezdeti stddiumaban kell elvégezni a méréseket, hogy az
ugynevezett masodlagos hasitds (secondary attack) elhanyagolhatdo legyen. A hidrolizis
reakciosebessége nd a szubsztrat ldnchosszanak novekedésével, ez a ndvekedés a legnagyobb
mértékil a tertamer/pentamer esetében. Ha a bontasi képet a kiindulési szubsztrat koncentraciod
80%-anal nagyobb szubsztradt koncentracié mellett hatarozzuk meg, a szubsztrat felesleg

biztositja, hogy masodlagos hasitas ne torténjen.
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4 3 2 1+ 42 % DP
2V VY VaNaWaN
G— G— G+ G—V 10
G— G-} G—G—V 85 4
G-t G—G—G—V 5
G— G— G— G4 G—V 2
G—G— G4 G—G—V 86 5
G— G-+ G—G—G—V 12
G—G—G— G+ G—G—V 51
G— G— G4 G—G—G—V 44 6
G— G-+ G—G—G—G—V 5
G—G—G—G— G} G—G—V 18
G—G—G— G+ G—G—G—V 50 7
G— G— G4 G—G—G—G—V 32
G—G—G— G—G— G+ G—G—V 16
G—G—G—G— G+ G—G—G—V 27
G—G—G— G+ G—G—G—G—V 41 8
G—G— G+ G—G—G—G—G—V 16
G—G— G— G— G— G— G+ G—G—V 17
G—G—G— G—G— G+ G—G—G—V 19
G—G—G—G—G+}+ G—G—G—G—V 26 9
G— G— G— G+ G—G— G—G—G—V 30
G—G—G}G—G—G—-G—G—G—V 8
NN PN

47. dbra Produktiv komplexek ¢és hasitasi frekvencidk CNP-glikozidok HSA enzim

katalizalta hidrolizisében

+1 2

G: gliikéz egység, V: 2-klor-4-nitrofenil csoport, —: glikozidos kotés

A nem redukéld végen benzilidén csoporttal modositott szubsztratok hasitasi képe

némileg eltér a nem moddositottakétol (48. abra). Az valdszinilinek tiint, hogy a benzilidén
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csoport nem helyettesitheti a gliikéz egységet, de azt tapasztaltuk, hogy a —3 és —4 alhelyet
elfoglalhatja. A hasitasi gyakorisag alapjan a —3 alhellyel kedvez6 kolcsonhatast alakithat ki,
amit a 4, 5 és 6 tagszamu szubsztratokbol 100% 83% és 25%-ban képzddd Bnl-G2 termék

mutat, a masik sorozatnal mért 85%, 12% és 5% G2 termékek helyett.

HSA

4 3 2 -1+ +2 %

2 Ve Ve VANV aNUaN

— G— G— G- G—NP 0

— G— G-+ G— G—NP 100

— G— G— G— G-+ G—NP 0
— G— G— G+ G— G—NP 17
— G— G-+ G— G— G—NP 83
"+ G—G— G— G+ G— G—NP 62
— G— G— G+ G— G— G—NP 13
" G— G-} G—G— G— G—NP 25
— G— G— G— G— G- G— G—NP 67
— G— G— G— G+ G— G— G—NP 12
— G— G— G4 G— G— G— G—NP 11
+—G— G-+ G—G—G—G—G—NP 10
— G— G— G— G— G— G-t G— G—NP 32
—G—G— G—G— G-+ G— G— G—NP 27

—G—G6G—G—G+G—G—G—G—NP 22
—G—G6G—G+G—G—G—G—G—NP 19

4 3 2 -1+ +2

48. abra A nem redukald végen 4,6-benzilidén csoporttal modositott szubsztratok
illeszkedése a HSA szubsztratkotd helyéhez. G: gliikoz egység, [ I: 4,6-benzilidén csoport,

NP: 4-nitrofenil csoport, —:kotés

Hasonl6 eredményt kaptak Nagamine ¢és munkatarsai, akik fenil-a-

maltooligoszacharidok a nem redukaldé végen jod és piridilamino csoporttal modositott
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szarmazékait vizsgaltak'®*'®. Ezek az eredmények apolaros csoportok jelenlétét
valoszintsitik a -3 alhely kornyezetében.

Ezzel ellentétben a benzilidén csoport kdlcsonhatdsa kedvezdtlennek latszik a —4
alhellyel, amit az alacsony hasitasi gyakorisdg mutat 0%, 17%, 23%, 11%, a 4, 5, 6, 7,
tagszamu szubsztratok esetén. A masik sorozatnal rendre 10%, 86%, 44%, 32% a képzodo
azonos tagszamu maltooligomerek aranya. A G2-NP hasitasa a redukalo vég feldl kedvezo,
amit a magas hasitasi frekvencidk jeleznek, 100%, 17%, 62%, 67%, 32% a 4, 5, 6, 7, 8
tagszamu szubsztratok esetén. Ez analég a CNP glikozidokkal kapott eredményekkel. A
kiugréan alacsony 17% hasitds a pentamer esetén a benzilidén csoport és a —4 kotdhely

kedvezdtlen kdlcsonhatasat mutatja.

Ha megvizsgaljuk a valamennyi alhely betdltésével 1étrejove kotdmodhoz tartozod
hasitasi gyakorisdgokat a G6-CNP ¢és Bnl-G5-NP esetében lathato, hogy az 51%-rol 17%-ra
csokken a G—Bnl csere hatasara. Hasonld6 moédon a G7-CNP és Bnl-G6-NP azonos kotd
modjaiban 50%—>13%, a G8-CNP ¢s Bnl-G7-NP esetében 41%—>11%, a G9-CNP és Bnl-G8-
NP esetében 30%—>19% a hasitasi gyakorisag valtozasa. Ez a —4 kotohely 1étezését igazolja,
hiszen egyértelmlien mutatja, hogy a —4 helyen gliikoz egység kotddése Bnl helyett
tobbszordsére noveli a hasitas valdszintiségét. A —4 kotdhely 1étezését igazold hasitasi

gyakorisdgokat a 13. tdblazatban foglaltam 6ssze.

13. tablazat
-4 alhely vizsgalata a tobbi alhely betoltésével 1étrejové kotémodokban
Szubsztratok Hasitasi gyakorisag %

1 2 3 1 2 3
G6-CNP Bnl-G6-NP G7-CNP 44 13 50+18
G7-CNP Bnl-G7-NP G8-CNP 32 11 41+27+16
G8-CNP Bnl-G8-NP G9-CNP 16 19 30+26+19+17

1. A -4 alhely nincs betoltve
2. A -4 alhely benzilidén csoporttal van betoltve
3. A -4 alhely gliikoz egységgel van betoltve

A tablazat adatainak Osszevetése mutatja, hogy a benzilidén csoport jelenléte a —4
kotdhelyen kedvezdtlenebb, mint akar annak iiresen maradasa, akar gliikoz egységgel torténd
betoltése. A gliikoz egység bekotddése kedvezobb a betoltetlenséghez és a benzilidén

bekotddéshez képest is.
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+1, +2 aglikon kétohely vizsgalata

A benzilidén csoporttal médositott szubsztratok bontéasi képének vizsgélata a glikon kotdhely
méretérdl, polaritasi viszonyairol adott informaciot. Az aglikon kotéhely alaposabb
megismeréséhez szabad maltopentadz (G5), G4-CNP, G5-CNP és a redukald végi glikoz
egység redukciojaval eldallitott maltopentaitol (G4-GOH) bontasi képét hasonlitottuk Ossze.
Vizsgaltuk két trioz bontasi képét is, melyben a CNP aglikon o—glikozidos kotéssel
kapcsolodott a gliikkozhoz. A produktiv komplexeket a 49. abran mutatom be.

Szubsztrat 4 3 2 1,41 42 %
Y aVaVaVaNaVaN
G5 G—G—G+G—G 100
G—G— G+ G——c 40
G4-GOH G— G+ G—G—c 60
G—G—GLG—V 10
G4-CNP G—GLG—G—V 85
G+ G—G—G—V 5
G—G—G— G|+ GV 2
G5-CNP G—G—-GLG—-G—V 86
G—GL+-G—G—G—V 12
G—G—GLV 77
G3-CNp'® G— G+ G—V 15
Gl G—G—V 8
Gal-G2-CNP & G— G-LV 100
NV VA VAV VAVA
4 3 2 -1 +1 +2

49. dbra Az aglikon kotohely vizsgélata kiilonb6z6 szubsztratokkal.G: gliikkoz egység, @:
galaktdz egység,c: szorbit egység, V: CNP csoport, — :glikozidos kotés
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A HSA csak egy helyen hasitja a maltopentadzt. A gliikdéz redukcidjaval képzddod
maltopentaitol az utolséd gytirlis gliikdéz egység helyett nyilt lancu szorbitot tartalmaz. A HSA
ezt az oligoszacharidot is képes hasitani, de a bontids terméke 40% maltitol és 60%
maltotriitol.

Ez azt mutatja hogy a szorbit képes bekotddni a +2 kotdhelyre, de a glikdz kotddése
erdsebb, kedvezményezettebb, tehat a kotddésben nemcesak a hidroxil csoportok, hanem azok
térbeli helyzete is fontos szerepet jatszik. Ha a redukalo végi gliikkozt CNP-re cseréljiik (G4-
CNP), a bontasi képbdl kitlinik, hogy a +2 kotohelyre bekdtddhet a CNP egység, de joval
kedvezdbb, ha ezt a helyet gliikkdz foglalja el, még annak aran is, hogy a —3 kotdhely iiresen
marad. A CNP-GS5 szubsztrat bontdsakor mar csak egészen kis mértékii (2%) az olyan hasadas
amikor a +2 kotdhelyen nem gliikoz kotddik.

Erdekes bontasi képet mutat az o helyzetii CNP aglikont tartalmazoé triéz szubsztratok
hidrolizise. Ezeket a-amildz enzim szérumbol és vizeletbdl valo klinikai meghatarozaséhoz
fejlesztették ki, mivel segédenzimek nélkiil, a felszabaduld kromofor fotometrids mérésével
gyors, egyszerli aktivitas mérést tesznek lehet&ve'®!-'.

A maltotrioz a huméan o-—amilaz enzimeknek '"rossz szubsztratja", hasitasanak
reakciosebessége 1ényegesen alacsonyabb a tobbi vizsgalt szubsztraton mérthez képest. Azid
vagy tiocianat ionok jelenlétében jelentds reakciosebesség novekedés figyelheté meg, igy az
aktivitasméréshez olyan puffert alkalmaznak, amely ezen ionok valamelyikét magas
koncentracioban tartalmazza. A tiocianat a bontasi képet is befolyasolja'®’, igy méréseinknél
nem alkalmaztuk ezt az aktivalast.

A G3-CNP bontasi képe szerint a CNP csoport a +1 kdtohelyre is képes bekotddni, sét ez
a kotdmod kedvezobb, mint ha a —3 hely iiresen marad, a +1 helyre gliikkoz kotddik és a +2
helyen CNP talalhaté. Tiocianat jelenlétében a kromofor hasitasa kizarélagossa valik'®”.

A nem redukdld végen B kotésli galaktozt tartalmazd szubsztrat csak egy helyen, a
kromofor csoport hidrolizisével hasad. Mivel a 40H csoport nem jatszhat szerepet az
enzimhez valo kotddésben (hiszen a természetes szubsztrat keményitében ezek glikozidos
kotésben vannak), ezért a galaktdz —2 helyrdl valo kizarddasanak csak a galaktdz -glikozidos

kotése lehet az oka.
Osszefoglalva: A HSA enzimnek méréseim szerint 6 alhelye van, 4 glikon és 2 aglikon

kotohely. A legkedvezdbb a hasitas szempontjabol, ha valamennyi kotéhelyen gliikoz egység
kotodik. A +2 kotéhelyre szorbit vagy CNP (NP) bekotodhet, a +1 kotéhely a CNP csoportot
képes megkdtni. A —3 glikon kotdhely kedvezd kolecsonhatast tud kialakitani az apoléaros
benzilidén csoporttal, mig a -4 kotéhellyel kedvezdtlen a benzilidén csoport kdlcsonhatdsa. A

kotéhelynél hosszabb szubsztratok esetén a termékeloszlas fokozatosan kiegyenlitédik.
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IIL. 2. 3. Bacillus licheniformis a-amilaz szubsztrat koto helyének vizsgalata

A Bacillus licheniformis altal termelt héstabil a-amildz (BLA) egyike az iparban
legelterjedtebben alkalmazott keményitdbonté enzimeknek. Bar a baktérium maga mezofil,
magasabb hémérsékleten héstabil a-amilazt termel'®. Az enzim eddigi vizsgalatai foként
kiemelkedd hdstabilitdsanak szerkezeti okait igyekeztek felderiteni. Rontgendiffrakcios

felvételét eddig csak szubsztrat és/vagy inhibitor nélkiil kozoltek™ ™

, 1gy a szubsztratktd
helyrél csak analdgidk alapjan vonhatunk le kovetkeztetéseket. Bontasi képét radioaktiv
jelzett 1-10 tagszdmG  maltooligoszacharidokkal, papirkromatografias moddszerrel
vizsgaltak'”. A modszer korlatai miatt pontos termékaranyokat nem kozoltek. Ujabb
eredmények szerint a BLA katalizdlta keményitd hidrolizis termékeloszlasa fiigg a

hémérsékletts]l'*

¢s az inkubdcidés kdzeghez adott etanol is megvaltoztatja a termékek
aranyat'””. Mivel az alhelyek szaméarél és természetérdl nem voltak adatok, ezeket az
eredményeket nem tudtak értelmezni.

Célul taztem ki a Bacillus licheniformis altal termelt hotiré a-amilaz (BLA) bontasi
képének, a CNP- és Bnl-NP glikozidok aktiv centrumhoz valé kotddésének meghatarozasat.
HPLC termékanalizissel vizsgaltam a bontasi képet, valamint a szubsztrat tagszdmanak ¢és a
nem redukalé végen levd benzilidén csoportnak a kotéshasitasok gyakorisagara gyakorolt
hatasat. A hasitasi frekvencidk alapjan lehetdség van az alhelyekre jellemz0 latszolagos kotési
energidk szamitasara, amelyek az alhely és a szubsztrdt monomer egysége kozotti kotés
erdsségét jellemzik.

A bontési képek alapjan feltételezett produktiv komplexeket az 50. abran mutatom be.
A nem redukald vég fel6l a pentamer hasitasa kedvezményezett a 6, 7, 8 tagszamu
szubsztratok esetén, mig a redukald vég feldl a G3-CNP hasaddsa dominans az 5, 8, 9, 10
tagszdmu szubsztratok bontdsakor. Ezek az eredmények megegyeznek azzal a kvalitativ
képpel, amit a papirkromatografias vizsgalat mutatott'”’. Ennek alapjan 8 alhelyet tartalmazo
kotéhelyet valoszintsitettem, 5 glikon és 3 aglikon kotohellyel. Eredményeim szerint,
ellentétben a korabbi vizsgilatokkal, a BLA a pentamer, s6t a tetramer szubsztratot is
hidrolizalja, bar a reakcio sebessége 1ényegesen kisebb. A G5-CNP {6 hidrolizisterméke G3-
CNP, de G2-CNP ¢és GI-CNP is jelentds mennyiségben keletkezik. Lathato, hogy ha a
szubsztrat hosszusaga lehetové teszi mind a 8 kotéhely betdltését, akkor a redukalo vég feldli

trimer hasitasa a legvaloszintibb.
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S5 4 -3 -2 -1 (41 2 43 % DP
VD NV NNV N NN
G—G+G6G—-G—V 87 4
G+G6G—G—-GC—V 13
G—G—-—G6G—-G+-G—V 18
G—G—G+G—-GC—V 34 5
G— G+ G6G—GC—-G—V 48
G—G—-—G—G—G+-G—V 68
G—G6G—-—G6G—-G+-G—-G—V 7 6
G—G6G—-G+G6G—G—-G—V 25
6G—G6G—-G6G—-G6—-GC—-G+-G—V 5
G—G6G—-G6G—-—G—-G+-G6G—G—V 84 7
G—G6G—-G6G—-G6+-G6G—GC—-G—V 11
G—G6G—-G6G—-G—G—-G—-G-G—V 2
G—G6G—-—G6G—-—G—G—G+G—-—G—V 13 8
G—G6G—-G6G—-G—G1+-6—G6G—G—V 85
G—G6G—-G6G—-—G6—GC—G—G—G+—-G—V 3
G—G6G—-G6G—-G6—-G—G—G-G—G—V 10
6G—G6G—-G6G—-—G6—GC—G+-G—G—-G—V 83 9
G—G—G—G—G+G—G—G—G—V 4
G—G—G—G—G—-G—G—G+G—G—V 6
G—G—G—G—G—G—G+G—G—G—V 83 10
G—G6G—-—G6G—-6—G6G—-G6+-G6G—-G6G—G6G—-G—V 6
¢—G6G—-6—-6—G6G4+G6G—G6G—-G6G—-G6G—-G—V 5
AV VA VA VA V) VA VA
S5 04 -3 -2 -1+ 2 13

50. é4bra Produktiv komplexek ¢és hasitasi frekvencidk a CNP-glikozidok BLA enzim
katalizalta hidrolizisében

G: gliikoz egység, V: 2-klor-4-nitrofenil csoport, —: glikozidos kotés

Nyolcnal révidebb szubsztratok bontdsakor a f6 hidrolizistermék a nem redukélo vég
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feldl a pentamer, kivéve a G5-CNP szubsztratot, ami a kromofor -glikozidos kotése miatt
nem képezhet olyan produktiv komplexet, amelyben mind az 5 glikon kodtdhely be van toltve,

¢és a G4-CNP szubsztratot amely semmiképpen nem tudja betdlteni mind az 6t alhelyet.
Az eredményeket a human amilazok bontasi képével Osszevetve a legfeltiindbb, hogy

az ott megfigyelt termékeloszlas kiegyenlitddés a BLA eset¢ben nem kovetkezik be a
kotdhelynél hosszabb szubsztratok esetében sem. Ha az enzim és a szubsztrat tobb olyan
kotdmodot tud létrehozni, amiben mind a 8 kotohely gliikkoz egységgel betoltott, mindig a G3-
CNP felszabadulds a dominans, sot a kdtéshasitas gyakorisaga is allando (83%). Ez a jelenség
felveti valamilyen energetikai, vagy sztérikus gat jelenlétének lehetdségét a +3 kotohely
kornyezetében.

Maltooligoszacharid szubsztratokon meghataroztam a BLA kinetikai paramétereit.

14. Tablazat

A BLA Kkinetikai paraméterei maltooligoszacharid szubsztratokon

Szubsztrat Ky (mM) Vmax (MM/perc)
Maltopentadz G5 2,5 0,0045
Maltohexadz G6 3,3 0,14
Maltoheptadz G7 4,0 0,33
Maltooktadz G& 5,0 0,5

A 14. tablazat adatai mutatjak, hogy a Ky €és v max egyarant n6 a lanchosszisag novekedésével.
A vmax ertékében legjelentésebb a ndvekedés a maltohexadz esetében, ami tobb mint
harmincszoros a maltopentadzhoz képest. A maltopentadz az egyetlen olyan szubsztrat a
vizsgaltak koziil, amely egyik produktiv kotémodban sem képes betolteni a —5 alhelyet. Ez is
ennek az alhelynek a kiemelt fontossagat igazolja. A kinetikai paraméterek és a hasitasi
frekvencia ismeretében lehetdség van kotohely térkép (subsite map) készitésére.

Egyetlen példat talaltam, ahol szabad maltoheptadz hasitasi frekvenciait kozolték'®. A
grafikonrol visszaszamolt értékek jo egyezést mutatnak a G7-CNP szubsztraton mért
értekekkel, igy feltételeztem, hogy a CNP csoport jelenléte nem befolyésolja a bontési képet.
A kovetkezd tablazatban feltlintettem a Bacillus licheniformis a-amildz altalam szamitott
latszolagos kotési energia értékeit, valamint dsszehasonlitasképpen az Allen és Thoma éaltal

szamitott Bacillus amiloliquefaciens a-amilaz alhely kotési energiakat.
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15. Tablazat Szamitott latszolagos kotési energiak

Alhely szama | Latszolagos alhely kotési energia AG (kJ/mol)
BLA BAA®
6 Z0.48 443
5 710,32 10,21
4 3,68 20,67
3 6,67 423
-2 -11,0 -9,54
| - 13,81
+1 - -14,39
+2 -3,33 -7,2
+3 -5,75 -4,02
) +7.05 +5,27

2 Allen és Thoma szerint'®®

A tablazatba huzott szaggatott vonal a hasitasi helyet jeloli. A szamitott energidk
igazoljak feltételezéslinket miszerint a BLA 8 alhelybdl all6 kotohellyel rendelkezik. A
kisérleti hibak miatt az alhely energidkat +£0,6 kJ/mo&l pontossaggal tudjuk meghatarozni, ezért
az ennél kisebb értékek nullanak tekinthetdk, vagyis nem valddi az ilyen energidval
rendelkezd kotohely.

A BLA ¢és BAA kozeli rokonsdgidt mutatja a kotési energiak hasonldsdga. A
legszembetlinObb a +4 alhely esetén mért pozitiv kotési energia, ami a gliilkdz egység €s az
alhely kedvezOtlen kolcsonhatasat mutatja. Ezt az alhelyet gat alhelynek (barrier subsite)
nevezik. Ez az energia gat az oka, hogy a kotéhelynél hosszabb (n>8 BLA ¢és n>9 BAA)
szubsztratok esetén a f6 termék G3 a redukalo vég fel6l mindkét enzim esetében. A —4 alhely
energiaja mindkét esetben kisebb mint a tobbi alhelyé. A BLA maltopentadz termeld, a BAA
pedig maltohexadz termeld enzim, ami a keményité hidrolizisekor dontden keletkezd
oligoszacharidot illeti. A glikon ko6td hely ezzel dsszhangban 5 alhelybdl all a BLA és 6
alhelybdl a BAA esetében.

Gat alhely hidnyéaban a hosszu szubsztratok esetében a kotéshasitds gyakorisaga egyre
jobban kiegyenlitédik (Id. HSA). Az alhely térkép grafikus képét az 51. abra mutatja, amelyen

jol lathato a két enzim szubsztratkotd helyének nagyfokt hasonlosaga.
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15 1 13.81
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7.05

HBLA
OBAA

Latszolagos kotési energia (kJ/mol)

-15 1 -14.39

-20

51. 4bra BLA ¢és BAA alhely térképe

Vizsgaltuk a bontasi képet két, a nem redukald végen benzilidén csoporttal modositott
szubsztrattal (52. abra).

Azt tapasztaltam, hogy a hasitasi gyakorisag kismértékben megvaltozott a megfeleld
nem modositott szusztrathoz képest. A f6 termék a nem redukald vég feldl a pentamer marad

a heptaozid szubsztratbol és a redukald vég feldl a G3-NP az oktamerbdl, de a hasitas

mutatja, hogy a -6 pozicibban nem kedvezd az apolaros benzilidén csoport jelenléte.
Kedvezdbb, ha az akér a -5 alhelyet, akar egy az aktiv centrumtdl még tavolabbi -7 poziciot
foglalja el. Hangsulyozni kell, hogy ezek a poziciok nem alhelyek, a szdmozast csak az
egyszerlibb érthetdség kedvéért alkalmaztam.

Ezek az eredmények is igazoljak a -5 kotohely létezését, és valdszinisitik a -6

pozicidban, vagyis a -5 alhely kdrnyezetében polaris aminosavak jelenlétét.

93



5 4 3 2 1|+ 2 43 % DP
VNNV NV N NN
G—G—G—G—G—G+ GNP 5
G—G—G—G—G+G—G—NP 85 7
G—G—G—G+G—G—G—NP 10
—G—G—G—G—G+G—G—NP 67 7
—G—G—G— G+ G—G—G—NP 33
G- G- G- G- G- G- GF GNP 4
G G G G G- GpE G GNP 10 8
G G G G Gp G G G- NP 86
G GGG GG G GNP 33
—G—G—G—G—G+G—G—G—NP 67 8
NVAVE VA VNS
3 4 3 2 117 2 B

51. abra A nem redukalo végen 4,6-benzilidén csoporttal mddositott szubsztratok illeszkedése
a BLA szubsztratkoto helyéhez. G: gliikoz egység, [ I: 4,6-benzilidén csoport, NP: 4-nitrofenil

csoport, —:kotés

A — 5 kotohely 1étezését igazold hasitasi gyakorisagokat a 15. tablazatban foglaltam

0ssze.

16. Tablazat

-5 alhely vizsgalata a tobbi alhely betoltésével 1étrejové kotémodokban

Szubsztratok Hasitasi gyakorisag %
1 2 3 1 2 3
G7-CNP Bnl-G7-NP G8-CNP 11 33 85
G8-CNP Bnl-G8-NP G9-CNP - - 4+83

4. A -5 alhely nincs betdltve
5. A -5 alhely Bnl csoporttal van betoltve
6. A -5 alhely gliikoz egységgel van betoltve

- nincs ilyen produktiv komplex
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A benzilidén csoport jelenléte-5 kdtOhelyen kedvezdbb, mint ha iiresen marad, de kevésbé
kedvezd, mint ha gliikkoz egység tolti be. Ha a szubsztrat mérete lehetévé teszi a —5 alhely
betoltddését, akkor nincs olyan produktiv komplex, amiben ez a kotShely akér iiresen
maradna akar benzilidénnel t6ltédne be.

Osszefoglalva: a BLA enzim aktiv centruma méréseim szerint 9 alhelybél épiil fel, 5 glikon
kotd és 3 aglikon kot helybdl és tartalmaz egy gat alhelyet. A legkedvezdbb a hasités
szempontjabol, ha a kotd helyekhez gliikoz egység kotddik, a gat alhelyen pedig nem talalhato
gliikoz egység. A CNP (NP) csoport a +2, +3 alhelyet elfoglalhatja, a -5 alhelyen benzilidén

csoport kotddhet. A -6 pozicioban nem kedvezd az apolaris benzilidén csoport jelenléte.

IV. Kisérleti rész

IV. 1. Felhasznalt anyagok:

A kisérletekhez hasznalt vegyszerek analitikai tisztasdguak, a HPLC elvalasztasokhoz
hasznalt oldészerek HPLC gradiens tisztasdguak voltak.

Enzimek:

- Glikogén foszforilaz b (EC. 2.4.1.1): Aktivitasa 1000 U/ml, fehérje tartalma 62 mg/ml.

A nyul vazizombodl izolalt kristdlyos enzim glicerines szuszpenzidojat a DE OVI —ben
preparaltak és Prof. Dr. Dombradi Viktor bocsatotta rendelkezéstinkre.

- Humén nyél a-amildz (EC. 3.2.1.1.): HSA Type IX.A. Sigma (Chem. Co. Ltd.) az
izoenzimek tisztitasa nélkiil hasznaltuk.

- Bacillus licheniformis a-amilaz (EC. 3.2.1.1.): BLA Type XII-A Sigma tovabbi tisztitas

nélkil hasznaltuk.

Szubsztratok:

- Maltooligoszacharidok: ciklodextrinbél késziiltek acetolizissel, majd dezacetilezéssel''.

- PNP glikozidok, CNP glikozidok, Bnl-PNP glikozidok: kémiai és kemoenzimatikus
szintézissel késziiltek'*>"*"13

-GalG2-a-CNP: TOYOBO Co. Ltd. , tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk.
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IV.2. Altalanos modszerek

A HPLC elvélasztasokat Hewlett-Packard 1090 SeriesIl folyadékkromatograf
segitségével végeztem. A késziilék szamitogép vezérelt (ChemStation) didodasoros (DAD) és
refraktiv index (RID) detektorral felszerelt. Folyadékszallitdé rendszere lineéris gradiens
képzésre alkalmas, az injektalas valtoztathatd térfogata (1-25 ul és 10-250 ul) automata
injektorral torténik. Az elvélasztdsokhoz a kdvetkezd kolonnakat hasznaltam:

Forditott fazis:

- analitikai: Spherisorb ODS2 5 um, 250 * 4 mm

- preparativ: LiChrosorb C18 7 um, 250 * 10 mm
HILIC:
Szilika:

- analitikai: LiChrospher Si 60 5 pm, 250 * 4 mm

- preparativ: Supelcosil SPLC-Si 5 um, 250 * 10 mm
Amino:

- analitikai: LiChrospher 100 NH; 5 um, 205 * 4 mm

- preparativ:Hypersil NH, (APS) 5 um, 250 * 10 mm
Modositott amino:

- analitikai: APS Hypersil 5 pm, 100 * 4,6 mm
Diol:

- analitikai: LiChrospher 100 DIOL 5 um, 250 * 4 mm

A MALDI-TOF MS spektrumokat Bruker Biflex III tomegspektrométerrel készitettem
2,5-dihidroxi-benzoesav, vagy 2,3,6-trihidroxi-acetofenon matrix alkalmazasaval. A minta
molekulak gaz fazisba juttatasa és ionizalasa nitrogén 1ézer, 3 ns impulzusidé alkalmazésaval
tortént. Tobbszori, altaldban 100 impulzust alkalmaztam 19 kV gyorsito és 20 kV reflektron
fesziiltség mellett. A késziiléket maltooligoszacharidok (DP 3-7) M+Na' ionjainak m/z
értékére kalibraltam kiilsé kalibraciét alkalmazva. A DHB matrixot szaraz racsoppentésel (dry
droplet) a THAP-t a mintaval felcseppentés eldtt 6sszekeverve (mixed droplet) hasznaltam. A
vegyiiletek azonositisa az M+Na" ionok csticsai alapjan tortént. A PSD spektrum analizisekor

Domon ¢és Costello altal oligoszacharidok fragmentacidjara javasolt nomenklatarat

alkalmaztam'®’.
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A forgatoképesség meghatarozdsa Perkin- Elmer 241 polariméterrel tortént,
szobahdmérsékleten nm huldmhosszon.

A grafikonok abrazolasdhoz ¢és gorbe illesztéshez a Grafit enzimkinetikai programot

, 170
hasznaltam .

IV.3. Vizsgalatok és szintézisek leirasa

Metil glikozidok eldallitasa: A megfeleld cukor (1 g) kevert metanolos oldatdhoz (50 ml)
szilard jodot (70 mg) adtam. Az elegyet reflux hdémérsékleten kevertem 6-8 oran keresztiil,
oranként mintat véve az elegybdl. A reakciot a minta lehiitése utan telitett vizes néatrium-
tioszulfat oldattal allitottam le, ami eltavolitotta katalizatorként hasznalt jodot. Az analizishez
15 pl-t injektaltam a minta oldatb6l szulfat formara hozott amino oszlopra ( APS 125 * 4,6
mm, 5 pum). Eluensként aacetonitril: viz=9:1 elegyet alkalmaztam 0,7 ml/perc aramlasi

sebességgel 0°C hémérsékleten, melyet a kolonna jeges vizzel torténé hiitésével biztositottam.

G4-CNP-G6-CNP oligomerek elodllitasa : G7-CNP (6,5 mg, 5 mM) foszfat pufferrel (1 ml 1
M, pH 6,8 , 10 mM B-merkaptoetanol, 2 mM EDTA, 4 mM AMP) késziilt oldatdhoz 10 pl
1000 U/ml glikogén foszforilaz b enzimet adtam. Az elegyet a megfelelé héfokon adott ideig
inkubéaltam, majd az enzim reakciot az elegy 1 perces forralasaval allitottam le, Hiités utan a
kicsapddott enzimet 0,2 pm-es porusméretti Millipore fecskenddszlirdvel kisziirtem és 20 pl-t
injektaltam a HPLC oszlopra.

A preparativ méretli szintézis a kovetkezé koriilmények kozott tortént. 65 mg G7-CNP
primert 10 ml pufferben oldottam, 100 ul enzimet adtam hozza és 10 °C hémérsékleten 10
percig inkubaltam, majd felforraltam. Hiités utan a kicsapodott enzimet kisziirtem, az oldatot
liofilizaltam, majd 1ml vizben val6 oldéas otdn Toyopearl HW-40F (30-60 pum, 180 * 15 mm)
oszlopon viz eluenssel (1,5 ml/perc) elvalasztottam. A frakciok 0Osszetételét VRK-val
ellendriztem Kieselgel 60 Fpss rétegen, aceton:viz=9:1 eluenssel, UV detektalassal. A
megfeleld frakciokat egyesitve liofileztem ¢és az igy kapott termékek azonossagat ¢és

tisztasagat HPLC-vel és 'H NMR vizsgalattal ellendriztem.

G8-CNP-G11-CNP oligomerek eloallitasa: G7-CNP (6,5 mg, 5 mM) és G-1-P (16,8 mg, 50
mM) glicerofoszfat pufferrel (1 ml 25 mM, pH 7,0 , 10 mM B-merkaptoetanol, 2 mM EDTA,
4 mM AMP) késziilt oldatahoz 10 ul 1000 U/ml glikogén foszforildz b enzimet adtam. Az

elegyet a megfeleld héfokon adott ideig inkubaltam, majd az enzim reakciot az elegy 1 perces
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forralasaval allitottam le, Hiités utan a kicsapodott enzimet 0,2 pum-es porusméretli Millipore
fecskenddsziirdvel kisziirtem €s 20 pl-t injektaltam a HPLC oszlopra.

A preparativ méretli szintézis a kovetkezé koriilmények kozott tortént. 65 mg G7-CNP
primert ¢s 168 mg G-1-P 10 ml pufferben oldottam, 100 ul,1000 E/ml aktivitasti enzimet
adtam hozza és 15 °C hémérsékleten 30 percig inkubaltam, majd felforraltam. Hiités utan a
kicsapddott enzimet kiszlirtem, az oldatot liofilizaltam, majd 1ml vizben valé oldas utan
félpreparativ HPLC-vel tisztitottam. Az elvalasztashoz amino oszlopot (250*10mm, 5 pm) és
acetonitril:viz=7:3 eluenst alkalmaztam 3 ml/perc &ramlasi sebességgel. A detektalas
diddasoros detektorral 302 nm hullamhosszon tortént. A megfeleld frakcidkat egyesitve
liofileztem és az igy kapott termékek azonossagat és tisztasagat HPLC-vel és MALDI —TOF

MS vizsgalattal ellendriztem.

Maltooligoszacharidok hidrolizise HSA enzimmel: 1,7 mM szubsztratot és 10 uM enzimet
glicerofoszfat pufferben (25 mM pH 7,0 CaCl, 5 mM, NaCl 50 mM) inkubaltam 37 °C
hémérsékleten 2, 5, 7, 10 percig. A reakcidt az enzim hozzaaddséval inditottam. A megadott
idépontokban a minta HPLC oszlopra torténd injektalasaval allitottam le a reakciot. A
termékelegyet amino és C18 oszlopon valasztottam el acetonitril:viz gradiens elucidval. A
bontasi képet a kromatogramon megjelend cslicsok standard anyagok segitségével torténd
beazonositdsa utan, a szamitott teriiletaranyok alapjan adtam meg. Az UV detektalas
molszelektiv, tehat az igy kapott aranyok megegyeznek a molaranyokkal. A maltoéz és
maltopentaitol bontasi képének meghatdrozdsakor RI detektort kellett alkalmazni. Ez a
detektortipus nem teszi lehetdvé a gradiens eluciot, masrészt tomegszelektiv detektor 1évén a
csucs alatti teriiletek az anyag tomegével aranyosak. A teriilet % értékeket a moéltomeg
ismeretében szadmitottam &t molardnyokkd. A maltopentaitol elvdlasztisa a hidrolizis
termékeitdl acetilezés utan (piridin/ecetsavanhidrid) diol oszlopon (250 * 4 mm, 5 pm)
hexan:etilacetat=1:1 olddszereleggyel tortént. A komponensek maltitol, maltotriitol, maltéz,

maltotridz, maltopentadz sorrendben elualddtak.

Maltooligoszacharidok hidrolizise BLA enzimmel: : 1,7 mM szubsztratot és 10 uM enzimet
glicerofoszfat pufferben (25 mM pH 7,0 CaCl, 5 mM, NaCl 50 mM) inkubaltam 50 °C
hémérsékleten 2, 5, 7, 10 percig. A reakcidt az enzim hozzaadédséaval inditottam. A megadott
idépontokban a minta HPLC oszlopra torténd injektalasaval allitottam le a reakciot. A
termékelegyet amino és C18 oszlopon valasztottam el acetonitril:viz gradiens elucidval. A
bontési képet a kromatogramon megjelend csucsok standard anyagok segitségével torténd

beazonositdsa utan, a szamitott teriiletaranyok alapjan adtam meg.
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IV. 4. Kotohely térkép (subsite map) szamitasa

Maltooligoszacharid szubsztrat sorozatok bontasi képének meghatarozasa utan, a

kiilonb6z6 lanchossziisagu szubsztratok hasitasi frekvencidinak ismeretében lehetdség van az

alhelyek ¢és a szubsztrat monomer egysége kozotti kotési energidk szamitasara. Ehhez Allen és

Thoma szerint a kovetkezd dsszefiiggések és feltevések sziikségesek'®*:

1.

A bontasi kép meghatarozasdhoz olyan szubsztratokra van sziikség, amelyek
redukalo6 és nem redukalo vége megkiilonboztethetd.
A bontasi képet olyan koriilmények kozott kell meghatarozni, hogy a
masodlagos folyamatok (transzglikozilezés, masodlagos hasitas)
elhanyagolhatoak legyenek.
A szubsztrat oligomer produktiv (hasitasi terméket ado) és nem produktiv (a
hasitési helyet 4t nem fedd) enzim-szubsztrat komplexet hoz létre.
Ha szubsztrat produktiv moédon kotddik a hidrolizis sebessége a hidrolitikus
sebességi koefficienstdl fiigg. Elso kozelitésben a kiilonbzd produktiv helyzeti
izomerek hidrolitikus sebességi koefficiense egyenld, igy a hidrolizis sebessége
csak a produktiv komplexek eléfordulési gyakorisagatol fiigg.
Valojdban a Ky €s vimax €rtékének a szubsztrat tagszamatol valo fliggése azt
mutatja, hogy ez a hidrolitikus koefficiens nem allandd, hanem a betoltott
alhelyek szamatol fligg.
Az enzim alhelyei a szubsztrdt monomer egységének kotddési szabad
energidjaval (AG) jellemezhetdek, ¢és ez fliggetlen a tobbi alhely
betoltottségétol.
Az alhely kotési energidk a kovetkezd Osszefliggés szerint hatarozzak meg az
adott mdédban kotédo n tagszamu szubsztrat asszociacids allandojat:
Y AGi+10=-RTInK,, (1)
ahol AG; az i alhelyre torténd kotddés szabad energidja, 10 kJ/mol a keveredés
szabad energiaja, K, , az n tagszdmu szubsztrat 1 koté modban vald kotddésének
asszociacios allandoja.
A polimer szubsztrat kotddése és hidrolizise a Michaelis séma szerint

Kitin  ke2un

E+A, <> EAy— B+ Py +Pp, )
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10.

11.

12.

Ki-in

Ahol E az enzim, A, az n tagszamu szubsztrat, ki»,, a mikroszkopikus
hidrolitikus koefficiens az EA, , produktiv komplexre, és P,., €s P, a hidrolizis
termékei a szubsztrdt nem redukdldo és redukdlo vége feldl n-m és m
tagszammal. A mikroszkopikus Michaelis konstans erre a produktiv komplexre:
Kin = (Kotams Koo/ Kot (3)

Ha kis,n « ki 0 @ Michaelis konstans reciproka egy asszocidcids konstans és a
mért Michaelis alland6 reciproka ezen mikroszkopikus asszocidcios allandok
Osszegével egyenld.

Ugyanazon szubsztrat két kiilonb6zo koté modjabol képzodd termékek

képzddési sebességének aranya felirhatd

(d[Pl,m]/dt)/(d[ P1+1,m+l ]/dt) = (k+2,1,n/ Kl,n)/ (k+2,1+1,n/ K1+1,n) (4)

Az (1) és (4) egyenletek 0sszevonasabol kovetkezik

RTIn(F n/ Fit1mt1) = AGit1-AGint1tRTIn(ki2 1410/ ki) (5)

ahol F,, a redukald végi glikoz egységével 1 pozicidoban kotédd m tagszamu
terméket ado hidrolizis kotéshasitasi gyakorisaga.

Az egyenlet leegyszerlisodik, ha olyan produktiv komplexre irjuk fel amelynek
redukalé (vagy nem redukald) vége nem valos kot helyre kotddik, mivel ekkor

AGin+1 (vagy AGiy ) nullaval egyenld.

Ha definidljuk a latszélagos kotési energiat AG;.; amely az alhely kotési energia
mellett a hidrolitikus koefficienseket is tartalmazza, ez a kotéshasitasi
gyakorisdgokbol meghatarozhat6. Thoma és mtsai azt talaltak, hogy egy jabb
monomer egys€g kotddése az aktivalasi energiat mindig azonos értékkel
csokkenti, vagyis AGiH:AGiHJrAGa,i ahol AG,; az un. akkceleracios energia és
értéke szamitasaik szerint BAA-ral,55 kJ/mol.

A hasitasi frekvenciakbol a hasitasi hely melletti két kot6hely kotési energidja
nem hatarozhaté meg, mivel ezek a produktiv komplexekben mindig be vannak

toltve.
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VI. Osszefoglalas

Dolgozatomban 0Osszefoglaltam a Biokémiai Tanszéken folyod szénhidratkémiai és
szénhidrat- biokémiai kutatdsokhoz kapcsolodd folyadékkromatografias eredményeket az
alabbi csoportositasban:

-Szintetikus munkahoz kapcsolddoé elvalasztasok:
- Preparativ elvalasztasok
- Analitikai elvalasztasok
— o—Amildz enzimek vizsgalata
- Amilaz szubsztratok eldallitdsa kemoenzimatikus modszerrel
- Human nyal a-amilaz aktiv centrumanak vizsgélata
- Bacillus licheniformis a-amilaz szubsztrat kotéhelyének vizsgalata

A perparativ elvalasztdsok az oligoszacharidok szintézisére iranyuld kutatdsok részét
képeztek, lehetdvé tették a reakciotermék szerkezetvizsgald modszerek (NMR, MS) altal
megkovetelt tisztasdgban vald kinyerését, igy a termékek szerkezetének igazolasat, néhany
esetben a tovabbi szintézist. Az elvalasztasok bemutatasaval a célom a felmeriil6 feladatok és
az azok megoldésara alkalmazott HPLC modszerek valtozatossdganak demonstralasa volt.

Pent6zok ¢és két 6-dezoxi-hex6z jod katalizdlta metil-glikozid képzddését
tanulmanyoztam HPLC termékanalizissel szulfat formaju amino allofazison. A kovetkezd
torvényszerliségeket figyeltem meg:

- A szabad cukrok esetében mindig az a-piranoz elualodik korabban, kivéve az
arabinézt. Ez a megfigyelés alatdmasztja Jager €s munkatarsai megfigyelését,
miszerint az ekvatorialis hidroxil csoportok szamanak novekedése retencids ido
novekedést okoz.

- Metil-furanozidok esetében az 1,2-transz izomer retencios ideje a kisebb.

- A metil-glikozidok képzddéséhez 4-5 ora sziikséges, a {6 termékek furanozidok,
melyek a reakcidé késObbi stadiumaban a termodinamikailag stabilabb
piranozidokka alakulnak.

- Az anomer szelektivitds alacsony, 1,2-transz  termékek  képzddése
kedvezményezett a riboz, lixdz és ramnoz esetében.

Szubsztratok kémiai és kemoenzimatikus szintézisének kovetésére €s enzim-szubsztrat
reakciok  termékanaliziséhez  dolgoztam ki HPLC  elvélasztdsokat.  Kiilonbozd
maltooligoszacharid sorozatok tagjait valasztottam el szilika, diol, amino és C18 all6fazison.
A normadl fazisu elvalasztasok esetében linearis 0sszefliggést talaltam a retencids id6 és/vagy
a kapacitasi faktor logaritmusa €s az oligoszacharid tagszama kozott. Forditott fazison
egyetlen vizsgalt esetben sem linedris az Osszefliggés. A tapasztalt torvényszertiségeket az
elvalasztasi mechanizmusok segitségségével értelmeztem.

Korabbi eredmények szerint a human a-amildzok legjobb szubsztratjai a 4-8 gliikoz

egységbol felépiilé maltooligoszacharidok, mig a bakterialis eredetli amilazok vizsgélatahoz
ennél hosszabb 5-11 tagszamu szubsztratok sziikségesek. A rendelkezésiinkre allo G7-CNP
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enzimatikus lancroviditése €s hosszabbitdsa szamos eldnnyel bir a kémiai szintézishez képest.
A glikogén foszforilaz szervetlen foszfat jelenlétében megfordithato reakcidoban katalizélja a
glikogén lebontasat, a forditott reakcidban a-D-gliikopiranozil-1-foszfat (Glc-1-P), mint
donor jelenlétében viszont képes a lanchosszabitasra. Ezért ezt az enzimet valasztottam a
szintézishez. 4-6 tagszamu szubsztratok eléallitasahoz a reakcidokoriilmények optimalizalasat
az enzim ¢és foszfat koncentracid, valamint a reakcididd és a homérséklet a termékeloszlasra
gyakorolt hatdsdnak vizsgalataval végeztem el. A végtermékeket méret Kkizarasi
kromatografids (SEC) modszerrel vélasztottam el egymastol. A lanchosszabbitasi reakcidra
hasonlé megfontolasok érvényesek, mint a lancroviditésre, igy a reakciokoriilményeket a Glc-
1-P koncentracid, a homérséklet €s az enzimkoncentracidé valtoztatasaval optimalizaltam.
Vizsgaltam egy ismert amilaz és gliikkoziddz inhibitor, az akarbdz hatasat a foszforolizis és
transzglikozilezési reakcid termékeloszlasara. Megallapitottam, hogy az akarbdz gatolja a
foszforolizist, és eldsegiti a transzglikozilezést. A végtermékeket félpreparativ. HPLC
alkalmazaséval tisztitottam.

Vizsgaltam human nyal amilaz bontasi képét CNP, Bnl-NP glikozidok aktiv centrumhoz
valo kotddésének meghatarozasaval, HPLC termékanalizis segitségével. Tanulmanyoztam a
szubsztrat méretének, az aglikonnak, valamint a nem redukal6 végen levd benzilidén
csoportnak a kdtéshasitasok gyakorisagara kifejtett hatasat. A bontasi kép alapjan a korabban
javasolt 5 kotéhelyes modell helyett a HSA aktiv centrumaban hat alhelyre tettem javaslatot,

4 glikon ¢és 2 aglikon kotohelyre. A —4 kothely 1étezését a nem redukald végen benzilidén
csoporttal védett oligoszaccharidok bontasi képe alapjan igazoltam. Az aglikon kotShelyet
rovid, a redukald végen modositott szubsztratokkal vizsgaltam. Megallapitottam, hogy a +2
kotohelyre szorbit €s CNP csoport bekotddhet.

Célul tiztem ki a Bacillus licheniformis altal termelt hotiiré o-amildz (BLA) bontasi
képének, a CNP- és Bnl-NP glikozidok aktiv centrumhoz vald kétddésének meghatarozasat.
HPLC termékanalizissel vizsgaltam a bontési képet, valamint a szubsztrat tagszdma és a nem
redukalé végen levd benzilidén csoport hatasat a kotéshasitdsok gyakorisdgara. A bontasi
képek alapjan 8 kotohelyet tételeztem fel, 5 glikon €s 3 aglikon kotohelyet. A BLA érdekes
kettos termék specifitast mutat, a rovid DP<8 szubsztratok esetén a f6 hidrolizistermék a
maltopentadz. A hosszu szubsztratok DP>8 esetén a f6 termék G3-CNP. A kettds termék
specifitdis a nem redukdld végen benzilidén csoportot hordoz6d szubsztratoknal is
megfigyelhetd. A —5 kotdhely kiemelt szerepet jatszik a hasitdsban, ezt a kinetikai mérések is
igazoljdk, melyek szerint a maltopentadz BLA katalizalta hidrolizisének sebessége
nagysagrendekkel kisebb, mint a maltohexadzé. A maltopentadz ugyanis nem képezhet olyan
produktiv komplexet, amelyben a —5 alhely is betdltott. A meghatarozott hasitasi frekvenciak
alapjan kiszamitottam a BLA szubsztratkoté alhelyeinek latszolagos kotési enrgidit,
elkészitettem az alhely térképet. A szamitasok igazoltak a feltételezett 8 kotOhely 1étezését és
egy un. gat alhely jelenlétét a +3 alhely mellett. Ez az energia gat okozza a kotdhelynél
hosszabb szubsztratok hasitasakor keletkezd 3 tagszamu termékek dominancidjat.
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The application of HPLC to carbohydrate chemistry and biochemistry

Summary

Introduction
Carbohydrates and glycoconjugates are very important biological species involved in
many life processes. Because of the structural diversities and the multilateral importance of
carbohydrates, the analytical methodologies used to analyse them continue to evolve. Over
the last two decades, high performance liquid chromatography (HPLC) has been extensively
used in the separation and isolation of carbohydrates. The objective of this work is to
demonstrate the use of HPLC in synthetic and enzymatic research of carbohydrates. The
results are classified to the next chapters:
Separations in connection with the synthetic work
- Preparative separations
- Analytical separations
- Synthesis of methyl glycosides
- Separation of maltooligosaccharides
Study of a-amylase enzymes
- Chemoenzymatic synthesis of substrates
- Examination of the active sites of Human Salivary a-Amylase

- Subsite mapping of Bacillus licheniformis o-Amylase

Preparative separations

The aim of preparative HPLC was to promote the goal of synthetic project with the means of
chromatography. A few mg oligosaccharide for NMR structural investigation or higher
amount for further synthesis were separated. The semi-preparative isolations of synthetic
oligosaccharides were carried out on silica, amino and C18 stationary phase. The separations
were presented in accordance with biological role of synthesised oligosaccharides:

- Synthesis of Sialil LewisX analogue

- Mycobacterium avium antigen

- Synthesis of core oligosaccharide of N-glycoproteins
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- Diagnosis of Shistosoma mansoni infection

- Preparation of vaccine against Shigella sonnei infection

- Synthesis of maltooligosaccharide substrates

These separations demonstrate the wide variety of the chromatographic problems in

connection with carbohydrate syntheses.

Synthesis of methyl glycosides

The product distribution of the iodine—catalysed methyl glycosidation of four pentoses
(D-ribose, D-arabinose, D-xylose, and D-lyxose) and two 6-deoxyhexoses (L-rhamnose, and
D-fucose) was studied by HPLC in an APS column (sulphate form) with different
acetonitrile—water mobile phases. In general, pentoses require 4-5 h to reach a nearly
complete conversion into glycosides, the major (and in some cases the exclusive) products are
furanosides, and the anomer-selectivity is rather low. In agreement with earlier results, a
temperature dependent on—column isomerization was observed for all the investigated

aldoses, except for ribose.

Separation of maltooligosaccharides

HPLC separation of maltooligosaccharide series synthesised in our department was
evaluated to check the purity of the compounds and to follow the enzyme-substrate reaction
between oligosaccharide glycosides and a-amylase. A linear relationship was found between
the logarithm of the retention time and number of monosaccharide unit on an APS and Diol
column when the elution mode was isocratic. The results were explained by means of

separation mechanism.

Study of a-amylase enzymes

o-Amylase (a-1,4-glucan-4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1) is a classical calcium-
containing enzyme, which constitutes a family of endo-amylases catalyzing the cleavage of -
(1,4) glycosidic bonds in starch and related carbohydrates with retention of the a-anomeric
configuration in the products. a-Amylase is one of the major secretory products of the

pancreas and salivary glands in humans, playing a role in digestion of starch and glycogen.

111



Human o-amylases, both salivary and pancreatic (HSA and HPA, respectively) have been
extensively studied enzymes from the view point of clinical chemistry because they are
important as indicators of dysfunction tissue from which they originate. Bacillus licheniformis
produces a highly thermostable o-amylase. Therefore, it is among the most important
enzymes and is of great significance in the present-day biotechnology. It is widely used in
alcohol, sugar and brewing industries for the initial hydrolysis of starch to dextrin, which are
then converted to glucose by glucoamylases. Enzymic hydrolysis of starch has now replaced
acid hydrolysis in over 75% of starch hydrolysing processes, due to the many advantages, not
least its higher yields. The homologous maltooligosaccharide substrates are indispensable
tools in the investigation of the binding site and the action of different depolymerising
enzymes. In these studies well defined, high purity, low-molecular weight substrates are
preferred because the purity of these substances and their reaction patterns can be exactly

determined.

Chemoenzymatic synthesis of substrates

In the course of our studies of convenient substrates for alpha-amylases, 2-chloro-4-
nitrophenyl (CNP) and 4,6-O-benzylidene modified 4-nitrophenyl (Bnl-NP) -
maltooligosaccharides, dp 4 to 10 and dp 4 to 8, respectively were synthesised and used for
the study of the active centre amylases. Unfortunately, there is no efficient chemical method
for carbohydrate chemists to form glycosidic linkages stereospecifically, or to generate
higher-molecular-weight oligosaccharide glycosides with chromogenic aglycons. Therefore,
we developed a chemoenzymatic procedure for the synthesis of CNP-f-maltooligosaccharide
glycosides.

Shorter chain length CNP-maltooligosaccharides in the range of dp 4 to 6 were
prepared using rabbit skeletal muscle glycogen phosphorylase b (EC 2.4.1.1). Detailed
enzymological investigations revealed that the conversion of G;—CNP was highly dependent
on the conditions of phosphorolysis. A 100 % conversion of G7—CNP was achieved during 10
minutes in 1 M phosphate buffer (pH 6.8) at 30 °C with the tetramer glycoside (77 %) as the
main product. Phosphorolysis at 10 °C for 10 minutes resulted in 89 % conversion and the

formation of G4—, Gs—, G¢—CNP oligomers were detected with the ratio of 29, 26, 34 %,
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respectively. The reaction pattern was investigated using an HPLC system. The preparative
scale isolation of G;,CNP glycosides was achieved by size exclusion column
chromatography on Toyopearl HW—40 matrix. The productivity of the synthesis was
improved in yields up to 70-75 %.

CNP-maltooligosaccharides of longer chain length, in the range of dp 8-11, were
obtained by a transglycosylation reaction using a-D-glucopyranosyl-phosphate (G-1-P) as
donor. Detailed enzymological studies revealed that the conversion of G;-CNP catalysed by
rabbit skeletal muscle glycogen phosphorylase b could be controlled by acarbose and was
highly dependent on the conditions of transglycosylation. The reaction pattern was
investigated using an HPLC system. The preparative scale isolation of Gs_,12-CNP glycosides
was achieved on a semi-preparative HPLC column. The productivity of the synthesis was
improved by yields up to 70-75%. The structures of the oligomers were confirmed by their
chromatographic behaviours and MALDI-TOF MS data.

Examination of the active sites of Human Salivary a-Amylase

The action pattern of human salivary amylase (HSA) was examined by utilising as
model substrates 2-chloro-4-nitrophenyl (CNP) B-glycosides of maltooligosaccharides of dp
4-8 and some 4-nitrophenyl (NP) derivatives modified at the non-reducing end with a 4,6-O-
benzylidene (Bnl) group. The product pattern and cleavage frequency were investigated by
the method of product analysis, using HPLC. The results revealed that the binding region in
HSA is longer than five subsites usually considered in the literature and suggested the
presence of at least six subsites; four glycone-binding sites (-4, -3, -2, -1) and two aglycone-
binding sites (+1, +2). The existence of —4 subsite was confirmed by the comparison of
cleavage frequencies of PNP- and benzylidene modified PNP —glycosides, in that binding

mode, which all subsite were occupied.

Subsite mapping of Bacillus licheniformis a-Amylase
The action pattern and product specificity of the amylase from Bacillus licheniformis
(BLA) was examined by utilising as model substrates the 2-chloro-4-nitrophenyl (CNP) [3-

glycosides of maltooligosaccharides of dp 5-10 and two 4-nitrophenyl (NP) derivatives
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modified at the nonreducing end with a 4,6-O-benzylidene (Bnl) group. The product pattern
and cleavage frequency were investigated by product analysis using HPLC. The results
revealed that the binding region of BLA is longer than that of human o-amylases and
suggested the presence of at least eight subsites; five glycone (-5, -4, -3, -2, -1) and three
aglycone binding sites (+1, +2, +3). In the ideal arrangement, the eight subsites are filled by a
glucopyranosyl unit. The release of maltopentaose (Gs) from the nonreducing end is dominant
in the shorter substrates (Gs—Gg), and in the case of the longer substrates (Gs—Gjg), the
cleavage of CNP/NP-G; from the reducing end becomes preferred. The binding modes of the
benzylidene derivatives indicated an unfavourable interaction between the Bnl group and
subsite (-6). The calculated subsite map energies confirm the eight subsite model of BLA.
There are a barrier subsite at the end of aglycon binding site. This barrier subsite causes the

intresting dual product specificity of BLA.
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