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Roviditések:

BCF — kotéshasitasi frekvencia

BLA — Bacillus licheniformis a-amilaz

BnlG,PNP — 4,6-benzilidén-2-(4-nitrofenil)-O-B-D-maltooligoszacharid
CNPG, — 2-kl6r-4-nitrofenil-O-B-D-maltooligoszacharid

CPB — burgonyabogar

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

ESI — elektrospray ionizacio

Et-4-G7-NP — 4,6-etilidén-4-nitrofenil-O-o-D-maltoheptaozid
GalG2CNP — 2-kl6ér-4-nitrofenil-4-O-p-D-galaktopiranozilmaltozid
GH - glikozid hidrolaz

HPLC — nagy hatékonysagu folyadékkromatografia

HSA — humén nyal a-amilaz

LDAmy — burgonyabogar a-amilaz

MES — 2-morfolinoetanszulfonsav

MS — tomegspektrometria

PNPG, — 4-nitrofenil-O-B-D-maltooligoszacharid

PPA — sertés pankreasz a-amilaz

SDS-PAGE — natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
SUMA — Subsite Mapping of a-Amylases

TLC — vékonyréteg kromatografia

TMA — kozonséges lisztbogar a-amilaz

TOF — repiilési id6 analizator



1. Bevezetés

A kartevd rovarok vilagszerte jelentds mezégazdasagi problémat
jelentenek. A larvak ¢és a kifejlett rovarok esszencialis energiaforrasa
szénhidrat. A novényevo rovarok egy része a ndvények termését fogyasztja,
mig vannak levélkartevok, mint pl. a burgonyabogar. Ezen rovarok f6
emésztéenzimei a glikozid-hidroldzok, amelyek mindségét és aranyat a rovar
¢lohelye és étkezési szokasai szabjak meg. Az a-amildz a {6 enzim, amely
szerepet  jatszik a  poliszacharidok lebontdsaban, a  szénhidrat
metabolizmusban. Vizsgélatokat eddig féleg a gabonamagvakat fogyaszto
rovarokkal végeztek. Az a-amilazok gatlasaval elérhetd, hogy a rovarok a
felvett taplalékot ne tudjak hasznositani, igy az altaluk okozott mezdgazdasagi
problémak csokkenthetok.

A Debreceni Egyetemen mar régota foglalkoznak a glikoenzimek
vizsgalataval, melybe 2017-ben csatlakoztam. A glikoenzim kutatdcsoport
mar tobb kiillonb6zd szervezetbdl szadrmazd a-amildz alhely térképezését
végezte el, mint példaul: a humén nyal, a sertés hasnyalmirigy, az arpa és egy
baktérium o-amildz. Egyes a-amildzok esetében vizsgaltak a vad és mutans
enzimek szintézis irdnyl reakciodit is. A vizsgélataim célja a burgonyabogar
szénhidrat emésztésének megismerése ¢és tanulményozéasa volt. A rovar
vilagszerte jelentOs karokat okoz a burgonyafélékben, rendkiviil invaziv, jol
alkalmazkodik szélsdséges koriilményekhez, a ndvényvéddszerekkel szemben
hamar kialakul a rezisztencia €s kevés természetes ellensége ismeretes. A
cé¢lom a burgonyabogar bél a-amilaz miikodésének megismerése, jellemzése,
aktivitasanak vizsgalata volt, mely a tovabbi kutatdsok soran segitséget nyu;jt
olyan természetes ¢és szintetikus inhibitorok felkutatdsaban, illetve
eléallitdsdban, amivel az 4altala okozott mezdgazdasagi problémak

megoldhatok lehetnek. A vizsgéalatokhoz elengedhetetlen volt a rovar eredetii



a-amilaz spektrofotometrids enzimaktivitds vizsgalata, valamint a bontési
képének meghatdrozasa folyadékkromatografias modszerrel kiilonbozo
tagszamu maltooligoszacharid szubsztratokon.

Mivel a vizsgalatok sordn kidertilt, hogy burgonyabogér eredetii a-
amildz vad tipusa transzglikoziddz aktivitdssal rendelkezik, tehat
potencialisan  alkalmazhaté lehet oligoszacharidok szintetizaldsara,
kisérleteket végeztem a transzfer aktivitas felderitésére is, melyhez kiilonb6z6

glikozidokat alkalmaztam szubsztratként.



2. Irodalmi attekintés

2.1. a-Amilazok

A legegyszeriibb modja az enzimek osztalyozasanak, ha a szubsztrat
specificitast, valamint a katalizalt reakcid tipusat vessziik figyelembe. Ez a
modszer az International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(IUBMB) ajanléasan alapszik [1]. Egy un. EC szdmot kap minden enzim, ez
alapjan az O-glikozid-hidrolazok szdma EC 3.2.1.x, ahol az elsé szam jelzi,
hogy az enzim hidrolaz, a mésodik, hogy glikozid4z, a harmadik, hogy O-
glikozidéaz, az x pedig a szubsztrat specificitast jellemzi. Az o -amilazok (o -
1,4-gliikan 4-gliikanohidrolaz, EC 3.2.1.1) a keményitoben 1évé amiloz és
amilopektin o-1,4-glikozidos kdotéseinek hidrolizisét végzik. Az amildzok
korében taldlunk exo-enzimeket, melyek konszekutiv modon lancvégi hasitast
végeznek (B-amilazok, glikoamilaz), 1ill. endo-enzimeket, melyek
véletlenszerti hidrolizist katalizdlnak a poliszacharid lanc belsejében (a-
amilazok) [2].

A kiilonbozd glikozid-hidroldzok osztalyozasa az aminosav sorrend
azonossagok és a katalitikus mechanizmusuk alapjan is lehetséges (GH
csaladok) [3]. Manapsag mar tobb mint 100 GH csaladot kiilonboztetiink meg,
a CAZy (Carbohydrate Active enZymes) adatbazis csoportositasa alapjan [4].
A kiilonboz6 csaladok alcsaladokba oszthatok, amelyekben a szekvencidk
nagyobb azonossdgot mutatnak. Az Osszehasonlitds az enzim azon
szerkezeteit mutatja meg, amelyek a polimer szubsztrat hasitasaért felelosek.
A glikozid-hidrolazok a katalitikus doménen kiviil rendelkeznek olyan
doménekkel, amelyek a szubsztrait megkdotéséért feleldsek. Ezek a kotd
domének nagyon fontos szerepet jatszanak a szubsztrat bontdsaban, azonban
katalitikus aktivitdsuk nincsen. A katalizis mechanizmusat tekintve is tobb

csoportot kiillonboztetiink meg a glikozid-hidrolazok kozott, ezek koziil a



legfontosabb két nagy csoport: az invertald, ahol a szubsztrat anomer centrum
konfiguracioja felcserélddik és a retencidos mechanizmus, ahol az anomer
centrum konfigurdcidja valtozatlan marad. Az invertdld glikoziddzok egy
egyszeri egy lépéses reakcioban végzik a hasitast, ahol a viz molekula
belépése direkt mddon birja tdvozasra a glikozidos tadvozé csoportot [3, 5]. A
reakcid egy oxo-karboniumion-szerli allapoton keresztiil halad, szemben a
retencidés mechanizmussal, ahol dupla atrendezddés torténik, vagyis eldszor
egy glikozil-enzim intermedier jon 1étre és a hidrolizis egy oxokarboniumion-

szerl allapoton keresztiil megy végbe (1. abra).
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1. abra: Az invertal6 (a) és a retencios (b) glikozidazok hidrolitikus
reakciojanak mechanizmusa. [3]

Az o-amilazok retencidos mechanizmusu hidrolazok, tehat az o-1,4-
glikozidos kotés hasitasat kovetden keletkezd szabad glikozidos hidroxil

csoportja axidlis helyzetli. Az a-amilazokat a GH13 csaladba soroljak a



glikozid-hidroldzok csoportositasa alapjan [6]. A GH13 csalad 0 jellemzdje a
jellegzetes (B/a)s katalitikus domén, kiilonb6z6 szamu plusz doménnel az o-
amildz tipusatol fliggéen. Az a-amilaz harom tipikus doménnel jellemezhetd.

A ,,domén A” maga az eldbb emlitett (B/o)s kozponti hordd6 domén (2. dbra).

Domain B

Domain C

2. abra: A humén pankreasz a-amildz szerkezete [7]

Ezt szakitja meg egy rendezetlen B-domén, a ,,domén B”, amely a TIM
(tridzfoszfat-izomeraz) hord6 harmadik B-reddje €s a harmadik a-hélixe kozé
van beékelddve. Emellett tartalmaz egy harmadik ,,domén C” szerkezetet,
amely egy gorog kulcs motivum a hurok masik oldalan. Az a-amildzok
legalabb egy kalcium(Il) kotOhelyet tartalmaznak, mely a ,,B domén” és a
kozponti hordo kozott helyezkedik el. [8] Az a-amilaz csalad tagjai szigortian
harom savas oldallancu aminosavat tartalmaznak a katalitikus hely részeként:
egy proton donor glutaminsavat, egy katalitikusan nukleofil aszparaginsavat
¢s még egy szubsztratk6td aszparaginsav oldallancot [9]. Az a-amildzok

szubsztratkotd régioja az alhelyek tandem tombjébdl all, ahol minden alhely



kolcsonhatasba 1ép egy glikkdzzal, a keményité szubsztrat monomer

egységével az alhely modell szerint [10].

2.2. Rovar eredeti amilazok vizsgalata

A novényevd larvak és kifejlett rovarok vildgszerte jelentds
mezdgazdasagi karokat okoznak. Oerke kutatomunkéja soran megallapitotta,
hogy globalis szinten évente a termény 50-80 %-a vész el. [11] Ennek egy
jelentds részét a kartevo rovarok okozzéak, aminek a 26-29% -a szdjabab, bliza
¢és gyapot, a 31-40%-a kukorica, rizs és burgonyafélék A kartevé rovarok
elleni kiizdelemhez tobb stratégiai modszert is kidolgoztak. Ezek fizikai,
biologiai vagy kémiai modszerek. A vegyszerrel torténd védekezésnek szdmos
hatranya van. A hasznalt kemikélia szennyezheti a talajt és a vizeket, nem elég
szelektiv és eléfordulhat a rovarfaj rezisztenciaja az adott vegyiiletre [12-15].
Ezért sziikségessé valnak a biztonsagos, az adott rovarfajra szelektiv,
kornyezetbarat és alacsony koltségvetésii védekezési modszerek kidolgozasa
[15]. Ennek egyik lehetOsége a természetben talalhato kiilonb6zd novények
extraktumanak vizsgalata, mivel a novények egyes hatdanyagai gatoljak a
kartevo fejlodését és mivel természetes anyagok, nem kérosak a kdrnyezetre
[15-17]. A ndvényi hatdbanyagok vizsgalata mellett folyamatosan torténnek
fejlesztések a szintetikus gatloszerek tertiletén is, melyek szintén igéretes
eredményeket mutatnak [18, 19]. Az utdbbi idében jelentds fejlodés
célrovarok emésztéenzimeinek vizsgdlatdhoz ¢és olyan inhibitorok
felderitéséhez, melyek 6tvozik a biologiai és kémiai novényvédelmi stratégia
modszereit. A ndvényevd rovarok esetén a szénhidrat esszencialis
energiaforras mind a larvak megfeleld fejlddése, mind az imagd fennmaradasa
szempontjabol. Ezek a rovarok kozvetlenil a ndvények szoveteivel

taplalkoznak, legtobb esetben a ndvény keményitében gazdag terméseivel



vagy magvaival. Ezen rovarok f6 emésztéenzimei a kiilonb6zo glikozil-
hidroldzok, melyek mindségét ¢és ardnyat a rovar ¢lohelye, valamint
taplalkozasi szokasai szabjak meg. A rovarokban a keményitd bontdsa az a-
glikozidazoktol és az a-amildzoktol fiigg [20]. Az amilazok a f6 enzimek,
melyek  szerepet jatszanak a  poliszacharidok lebontasaban, a
szénhidratmetabolizmusban [21]. Annak ellenére, hogy tobb tanulmany is
sziiletett a ndvényevd rovarok szénhidratemésztésérdl, hidnyos informaciok
allnak rendelkezésre a kiilonb6zé enzimekrdl és bontédsi képiikrél. Ezen
informaciok hianyaban nem lehetséges leirni, milyen molekularis folyamatok
jatszodnak le a keményitd bontdsa soran. Néhany korabbi tanulmany az
exo/endo amilazok jellemzését célozta. EbbOl a szemszdgbdl a kiilonbozo
zsizsik (Sitophilus) fajok enzimei azonosnak tekinthetdk a sertés pankreész
eredetli a-amilazzal (PPA) és kiilonboznek a burgonyabogér eredetii [3-
amilaztol, mely amildzokat endo és exo amilaz modellként valasztottak [22].

Néhany rovar amilaz szekvencigjat felderitették, azonban mostanaig
foként csak gabonafélék magvaival taplalkozo rovarok a-amiladzait vizsgaltak,
mint a mexikoi babzsizsik (Zabrotes subfasciatus) [23], amerikai
kukoricabogar (Diabrotica virgifera) [24], a kozonséges lisztbogar (Tenebrio
molitor) és a larvaja [25]. A késébbiekben Nahoum ¢s munkatarsai
meghataroztdk a  Tenebrio  molitor  o-amildz 3D  szerkezetét
rontgenkrisztallografias modszerrel [26]. A Tenebrio molitor eredetii a-amilaz
az egyetlen rovar eredetli amilaz, melynek ismert a teljes 3D szerkezete. Az
enzim szekvencidja 50% egyezést mutat az emlds eredetli a-amilazokéval,
mint példaul a sertés pankredsz vagy a human nyal a-amildzzal. Emellett
ismert az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) [27], a homoklepke
(Lutzomyia longipalpis) [28], a haziméh (Apis mellifera L.) [29] és két mezei
poloska faj (Lygus Hesperus és L. lineolaris) [30] eredetli o-amilaz

szekvencidja is. Ezen fajok az erjedd ndvényekben talalhaté gombakkal,



vérrel, nektarral és virdgporral, ill. gytimolcsokkel taplalkoznak. Channele €s
munkatarsai adzuki babzsizsik (tehénborsd zsizsik, Callosobruchus
chinensisa) és piros lisztbogar (Tribolium castaneuma) eredetii o-amilaz
mitkodését vizsgaltak [31]. A két rovarnak eltérd a taplalkozésa, mig a piros
lisztbogar foként a betakaritott gabonamagok kartevdje, addig az adzuki
babzsizsik a babfélék termését fogyasztja. A két enzim aktivitdsvizsgélatat a
keletkezd  redukdlé  cukor dinitroszalicilsav =~ moddszerrel  torténd
meghatarozasaval hajtottdk végre, majd HPLC modszer segitségével
vizsgaltak milyen termékek keletkeznek keményité hidrolizise soran. Az
adzuki babzsizsik amildz esetében keletkezd két f6 termék a maltotrioz és a
maltéz volt, emellett megjelent gliik6z is termékként, mig a piros lisztbogar
eredetll amilaz termékei maltdz, maltotridoz és maltotetradz voltak. Ez az
eredmény is alatamasztja, hogy a ndvényevl rovarok emésztOenzimei a
taplalékforrastol €s az ¢léhelytdl fiiggden valtoznak. Ezek a kiilonbségek az
enzim kotOhelyeinek ¢€s az aktiv centrum szerkezetének eltéréseibol
szarmaznak. Applebaum és munkatarsai a Tenebrio molitor amildzként
azonositott kozépbél enzimének bontasi vizsgalatat hajtottak végre [32].
Szubsztratként amilopektint, glikogént ¢és [B-ciklodextrint alkalmaztak. A
pentamer maltooligoszacharidtol a gliikozig terjedd termékeket vékonyréteg
kromatografids (TLC) moddszerrel valasztottak el és azonositottak. Hosszabb
inkubacios 1d6 utan a penta- és tetraszacharidok mennyiségének csokkenését
¢s a tri- és diszacharidok mennyiségének novekedését tapasztaltak. Nagaraju
and Abraham tisztitott tamar selyemhernyd (Antheraea mylitta) o-amilaz
bontasat vizsgaltdk keményitd szubsztraton és fotermékként maltoz, illetve
maltotrioz €s maltotetradz keletkezését tapasztaltdk [33]. Az ausztraliai
katicabogar (Cryptolaemus montrouzieri) pajzstetvekkel taplalkozik, azonban
az amildzok mégis fontos szerepet toltenek be a metabolizmusaban [34].

Ahmadi és munkatarsai a rovar fej-mirigy és bél eredetli a-amildzainak
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aktivitasat vizsgaltak, valamint az aktivitds pH és homérsékletfiiggését. A két
enzim pH optimuma eltér egymastol, a fej-mirigybdl szarmazd amildznak
pH4, mig a bél eredetiinek pH6 értéken maximalis a miikddése. Tovabbi
kisérleteket folytattak azzal kapcsolatban, hogy a kiilonb6z6 fémionok, ill.
EDTA jelenléte miképp valtoztatja az enzimek aktivitasat. A kisérletekben
natrium, kalium, magnézium, kobalt(Il), barium, cink(II), kalcium, vas(II),
higany(I), higany(II) és mangan(Il) ionok hatasat vizsgaltak. Az eredmények
alapjan a natrium, kalcium, magnézium ¢és vas(Il) ionok jelenléte mindkét
enzim esetében aktivitas csOkkenést okoztak, addig a barium ionok az
enzimek hozzavetdlegesen kétszeres aktivitds novekedését, a higany(I)
esetében pedig a bél enzim aktivitasanak jelentds novekedését, mig a fej-
mirigy amildz aktivitdsadnak jelentds csokkenését okoztak. Az EDTA jelenléte
jelentésen csokkentette az enzimek aktivitasat.

A burgonyabogarat a vilag leginvazivabb rovarjaként tartjadk szamon
¢s az ellene valdo védekezés évente vildg szinten monumentélis Osszeget
igényel [35]. A burgonyabogar rendszertani besorolasat 1. tdblazatban

tuntettem fel.
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Orszag Allatok (Animalia)
Torzs izeltlabaak (Arthropoda)
Osztaly Rovarok (Insecta)
Rend Bogarak (Coleoptera)
Mindenevo bogarak
Alrend (Polyphaga)
Alrendag Cucujiformia
= . Levélbogarszertiek
Oregesalad (Chrysomeloidea)
. Levélbogarfélék
Csaldd (Chrysomelidae)
Nem Leptinotarsa
Faj L.decemlineata

1. tablazat: A burgonyabogar rendszertani besorolasa [36]

A burgonyabogar elsO par kitin szarnya sarga szinii, melyen tiz fekete
csik talalhatd. A bogar ovalis alaku, szélessége 6,1-6,2 milliméter, mig
hosszusaga 11,1-11,2 milliméter lehet [37]. A burgonyabogar imagd koranak
elérése utan 6 héttel ivaréretté valik és egy ndstény példany egy levélen 20-30
petét helyez el. A vele szembeni védekezés igen nehéz, mert képes a széles
korben alkalmazott inszekticidekkel szembeni gyors rezisztencia elérésére,
valamint konnyen alkalmazkodik a szélsdségesebb abiotikus és biotikus
tényezokhoz is [35]. A burgonyabogar {6 taplalékforrasa a burgonyafélék
(Solanaceae) levelei. Ebbe a csaladba tartozik példaul a burgonya (Solanum
tuberosum), a padlizsan (S. melongena) és a paradicsom (S. lycopersicum). A
burgonyafélék levelei a novénynek azon szervei, melyek fotoszintézissel a
szénhidratok — gliikoz, szacharoz ¢s keményité — termeléséért felelosek. A
burgonyalevelek keményitOtartalma igen magas, a kapott fénytdl fliggden
2,9% ¢és 12,9% kozott valtozik [38]. Harcourt tobb éven at tanulmanyozta a

Kelet-Ontarioban ¢l6 burgonyabogarak populacidinak valtozasat [39-41].
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Vizsgalta a rovar pete, larva, bab és imagd koru allapotat is. Tanulméanyabol
kideriil, hogy a rovar haldlozési aranya sz€lsdséges iddjarasi koriilmények
kozott is kicsi, nincsenek természetes ellenségei €s miutan felfedezték az
¢lelmiszerforrast, gyorsan felélik, elpusztitjdk, majd tovabballnak uj
taplalékforrast keresve. A burgonyabogar larva formajaban hozzavetdlegesen
40 cm? levelet, mig imagd koraban naponta 10 cm? levelet fogyaszt, ezaltal
drasztikus kart okozva a névényekben [42].

A burgonyabogar eredetli a-amildzrél (LDAmy) mar néhany adat
rendelkezésre 4ll, azonban az enzim miikddésének mechanizmusa még nem
volt ismert. Khorram és munkatarsai az LDAmy aktivitasat vizsgaltak a pH és
a homérséklet fiiggvényében [43]. Az eredményeik alapjan az LDAmy
miitkodése pH6,4 értéken és 37 °C  homérsékleten maximalis. A
burgonyabogar genomjat 2018-ban publikaltak és felismerték a néhany GH13
csaladba tartoz6 fehérje C- és N-terminalisat a 182 GH fehérje kzott, azonban

az a-amilazanak szekvencidjat nem azonositottak [35].

2.3. Alhely térképezés

A szénhidratok valtozatos szerepeket toltenek be az €16 szervezetben,
mint példaul energiatarolas, jelatvitel, sejtfal ndvekedés és sejtciklus, valamint
viralis felismerés [44]. Ezen meglehetOsen valtozatos felépitésii és szerkezetii
szénhidratok atalakitasat a glikoenzimek végzik. A glikozid-hidrolazok a di-,
oligo- ¢és poliszacharidokban a glikozidos kotések hidrolizisét katalizald
enzimek, melyek minden €16 szervezetben megtalalhatok. Mivel a szervezetbe
juto, ill. a szervezetben 1év0 szénhidratok igen valtozatosak, igy ezen enzimek
szerkezete ¢s mikodése is eltérd. A glikozid-hidrolazok teljes szerkezetének
feltérképezése rontgenkrisztallografidval lehetséges. Néhany glikozid-
hidrolaz teljes 3D szerkezete ismert, mint példaul a papaja (Carica papaya)

eredetli kitindz [45, 46], a mezei katang (Cichorium intybus) eredetli fruktan-
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1-exo-hidrolaz [47], a Bacillus stearothermophilus eredetii o- L -arabino-
furanozidaz [48], a Bacillus licheniformis eredetii 6-foszfo-p-gliikozidaz [49]
¢s a-amildz [50],valamint a Bacillus subtilis [51], az Aspergillus oryzae [52],
az Aspergillus niger [53], az arpa [54], a human pankredsz [55], a sertés
pankredsz [56, 57] ¢és a Tenebrio molitor o-amildz [32]. A
rontgenkrisztallografias modszer hatranya, hogy az aktiv hely feltérképezése
sordn kapott eredmények eltérhetnek egymastdl attol fiiggden, hogy a vizsgalt
enzim szabad allapotban, vagy komplexben szubsztrattal vagy inhibitorral van
jelen [58].

Az utobbi idében a glikozid-hidrolazok miikodését az alhely
modellezéssel definidljadk [59-66]. Ez a modszer, megfeleld szubsztratok
hasznalataval alkalmas az alhelyek szamanak ¢és az energidinak
meghatarozasara [58]. Az elsé 1épés az enzimatikus reakcid soran a szubsztrat
kotédése az enzim kotOhelyeihez specifikus kolcsonhatasokkal [59]. A
specificitast ¢s a bontasi képet a kdthely és az aktiv centrum jellege hatarozza
meg. Ahhoz, hogy ezeket a tulajdonsagokat jellemezni tudjuk, sziikség van
egy nomenklatirara, mellyel a szénhidrat kotohelyeket jelolhetjiik [44]. A
glikozid-hidroldzokban az alhely rendszerek eltérnek egymastol, ezért a
kotohelyek szdmat, a kolcsonhatdsok energidit és a hidrolizis sebességi
allandojat kisérletesen kell meghatarozni [67]. Az exo-glikoziddzok esetében
hasznalhat6 a Hiromi altal kidolgozott nomenklatara, melyben a kotéhelyeket
¢s az aktiv helyet pozitiv egész szamokkal jeloli [68]. Az egyes kotdhelyek és
a szubsztratok monomer egységei kozott kdlcsonhatasok jonnek 1étre. Az exo-
enzimek esetében az aktiv hely egyféleképpen képes a szubsztratot megkdtni
produktivan, gy, hogy a glikozidos kotés bekeriil az aktiv helyre és
megtorténik a hidrolizis. Létezik tobb nem-produktiv kotési mod, mikor

hasithat6 glikozidos kotés nem fed at a katalitikus aminosavakkal (3. dbra).
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3.abra: A szubsztrat kotédésének abrazolasa exo-glikozidazok esetében a
Hiromi féle nomenklatura alapjdn (monoszacharid egység: O, az
oligoszacharid tagszdma: n, az alhely szama: j)

A modell hatranya, hogy csak exo-glikozidazokra alkalmazhato, mivel
ebben az esetben az enzim mindig a nem redukal6 vég feldli egymast kdvetd
hidrolitikus 1épésekben végzi a hasitést, és mindig ugyanazon két alhely kozott
torténik [44]. Az endo-enzimek ezzel a modszerrel nehezen modellezhetok,
mivel ebben az esetben tobb produktiv kétddés johet 1étre, ami egy komplex
termékeloszlast eredményez. Davies és munkatarsai ezért dolgoztak ki egy 1j
nomenklatirat, melyben a hasitasi helyt6l szamolva a nem redukald véget kot
alhelyek sorszamai negativ, mig a redukal6 végi részt kotd alhelyek szamai
pozitiv eldjelet kaptak (4. abra) [44].

glikon kotdhelyek aglikon kotéhelyek
|

~ O—O—O—C II: ~
5 4 3 2 4 ﬁﬂ +2
Hidrolizis helye

4. abra: Alhelyek szamozasa a Davies nomenklatira alapjan, ahol a nyil a
hidrolizis helyét, a negativ értékek a glikon kotOhelyeket (nem redukalod végi
rész) €s a pozitiv értékek az aglikon kotdhelyeket (redukalo végi rész) jelolik

(monoszacharid egység: O)

crer

teljes feltérképezése, az alhelyek szdmanak meghatdrozasa, a katalitikus
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aminosavak helyzetének megallapitasa az alhelyeken beliil, valamint az egyes
alhely szubsztrat-monomer egységek kotési energidinak szdmolasa. Tobb
glikozid-hidroldz enzim természetes szubsztradtja nagy molekulatomegii,
elagazo lancu poliszacharid. Ezek szerkezete rendkiviil bonyolultta teszi az
enzim mikodésének vizsgalatat. A vizsgalatokat praktikusabb olyan
oligoszacharidon végezni, melynek szerkezete jol definidlhatd. A bontasi kép
meghatarozasat olyan oligoszacharid sorozatokon kell végezni, amelyek
teljesen lefedik az enzim kotérégiojat, ellenkezd esetben nem megbizhat6 az
alhely térkép. Ahhoz, hogy a hasitasi termékek kvalitativan és kvantitativan
meghatarozhaték legyenek, sziikséges a szubsztratként alkalmazott
oligoszacharid sorozat redukalé végének jeldlése, ami torténhet '*C izotoppal
[59] vagy a glikozidos hidroxil csoport kromofor csoporttal torténd
szarmazékképzésével [63-66]. A mellékreakciok elkeriilése érdekében a
szubsztratnak kis koncentracioban kell jelen lennie. A termékek
mennyiségének ardnya megadja a kotéshasitasi frekvencia (BCF: Bond-
Cleavage Frequency) értékeket [65]. A mért kotéshasitasi frekvencia értékek
alapjan az alhely térkép szamitogépes program segitségével meghatarozhat6 a
Gyémant €s munkatarsai altal fejlesztett SUMA (Subsite Mapping of o-
Amylases) nevii program segitségével [58]. A szoftveres kiértékeléssel
meghatarozhatok az egyes alhelyekhez tartozd energiak értékei, kivéve a
hasitas helye melletti +1 és -1 alhelyét. Ha az adott alhely energidja negativ
érték, akkor a kialakuld kotéhely-monomer kdlcsdnhatas kedvezd, ha pozitiv,

akkor nem kedvezé.

2.4. Transzglikozilezés

A glikozid-hidrolazok reverzibilis enzimek, oligo- és poliszacharidok
lebontasat ¢és szintézisét is képesek katalizdlni megfeleld kisérleti

koriilmények kozott. A szénhidratok kémiai uton torténd eldallitasa rendkiviil
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bonyolult €és iddigényes, a regio- €s sztereospecifikus szintézisek kivitelezése
komoly nehézségeket jelent. A kivant termék eldallitasa kis hozammal
torténik. Ezzel szemben az enzimes modszerek megfeleld koriilmények kozott
gyorsabbak, sztereoszelektiv termék keletkezik egy 1épésben és az enzimek a
szintézis végén rendszerint visszanyerhetok. A szintézis hatékonysaganak
novelésére optimalizalni kell a kisérleti koriilményeket, a donor-akceptor
aranyt, a reakcioidot, a reakcid hoémérsékletét, pH-jat és az enzim
mennyiségét. Az enzimes szintézisek soran altaldban az exo-glikozidazok
transzferaz képességét hasznaljak ki, mig az endo-glikozidazok alkalmassagat
ritkdbban tanulmanyozzak. Az exo-glikoziddzok szintézis irdnyban képesek
konszekutiv . médon glikozid donor molekula és mono-, oligo- vagy
poliszacharid akceptor kozott 1,4-glikozidos kotés kialakitasara, példaul a
Bacillus circulans és a Kluyveromyces lactis [69] eredetli f-D-galaktoziddzok
segitségével monomerjeibdl N-acetil-lakt6zamint, illetve N-
acetilallolaktozamint szintetizaltak. A sertés tiid6 eredetli B-D-galaktozidaz
[70] Kkatalizisével galaktoz egységekbdl diszacharidokat Aallitottak eld
regioszelektiv modon. A Macrotermes subhyalinus termesz faj extraktumaban
tobb exo-glikozidazt is izolaltak, példaul: B-galaktozidaz, B-gliikozidaz, B-
fukozidéz, B-xilozidaz, B-mannozidaz, B-fruktozidaz, B-N-
acetilgalaktozaminidaz, B-N-acetilglikozaminiddz, o-galaktoziddz, o-
gliikozidaz, o-mannozidadz, a-fukoziddz, «-arabinoziddz — amelyek
potencialisan alkalmasak szénhidratok szintézisére megfeleld kisérleti
koriilmények kozott [71]. Az a-amildzok az exo-glikozidazokkal szemben
oligomer donor molekuldkbol di- és oligoszacharidokat képesek az akceptor
molekuldhoz kapcsolni. Egyes a-amilazok szénhidratok eldallitasara valo
hasznalatarol tobb tanulmany is késziilt. Az enzimes szintézisek esetében meg

kell hatdrozni az optimalis pH-t és hdmérsékletet a legjobb hozam elérésére.

cyey
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aminosavak cseréjével hogyan lehet befolyasolni az a-amilazok mukodését.
Ezen mutacidk célja lehet a pH tlirés és a termostabilitds ndvelése [72-77],
melyeknél az aktiv centrumtol és a kotohelyektdl fiiggetlen aminosav cseréje
torténik, vagy éppen a bontasi/transzglikozilezési reakcid aranyanak
modositasa, ahol a kotéhelyben vagy a kotdhely kozelében 1évé aminosav
cser¢je torténik meg, ezaltal az enzim aktivitasa jelentésen megvaltozik.

A transzglikozilezési reakcidt sikeresen hasznaltdk glikozid-hidrolaz
inhibitorok szintézisére. A Bacillus stearothermophilus eredetli a-amilazzal
katalizalt reakcioban egy a-amildz inhibitort, az akarb6z donort és tobb
akceptor molekulat vizsgaltak meg, példaul: metil-a-D-gliikopiranozt, D-
gliikozt, D-xilozt, D-galaktozt, D-mannozt és fruktozt [78]. Az enzimatikus
reakcid soran az akarbdozbol egy pszeudotriszacharid keletkezik, melyhez
aztan a kiilonbozé akceptor molekuldk kapcsolodnak transzglikozilezési
reakcioban. A hasznélt kromatografias és '°C NMR modszerrel 1athaté volt,
hogy mindegyik akceptorral lejatszodik a transzglikozilezési reakcio,
valamint gliikoz jelenlétében az akarboz mellett izoakarb6z megjelenését is
tapasztaltak, tehat a vizsgalt a-amilaz az a-1,4-glikozidos kotések mellett az
a-1,6-kotések kialakulasat is katalizalta. Tovabbi vizsgélatok bizonyitottak,
hogy egyes akceptorok esetében a pszeudotriszacharid a-1,3-glikozidos
kotéssel kapesolodik az akceptorhoz, valamint a transzglikozilezés lejatszodik
di- és triszacharidokat — maltoz, laktoz, gentiobidz, cellobidz, szukroz,
raffindz, maltotridéz — alkalmazva akceptorként.

Rivera és munkatarsai Bacillus licheniformis eredetli a-amilaz bontasi
¢s transzglikozilezési reakciojat vizsgaltdk [79]. Ezt a bakterialis eredetli a-
amilazt rendkiviil széles korben alkalmazzak a keményitd iparban a
termostabilitdsa miatt. Ezen amilaz segitségével a keményitobdl magas
hémérsékleten kozepes lanchosszusdgii maltooligoszacharid termékeket

allitottak eld. A hasonld szekvencidju amilazok tanulmanyozasa alapjan arra
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a megallapitasra jutottak, hogy az aktiv centrum hidrofobicitdsanak novelése
a transzglikozidaz aktivitast. Ezek alapjan cserélték a Bacillus licheniformis
eredetll a-amilaz Val286 aminosavat fenilalaninra, illetve treoninra. A két
mutans enzim teljesen eltérd tulajdonsagot mutatott. A Val286Thr mutans
Otszor aktivabbnak adodott a keményitd hidrolizisét tekintve, mint a vad tipus.
Ezzel szemben a Val286Phe mutans, ami egy aromas oldallancot jelent a
polaris oldallanccal modositott Val286Thr mutans enzimhez képest, harmad
akkora hidrolitikus aktivitdst mutatott, mint a vad tipus, viszont sokkal
nagyobb volt az aktivitasa a transzglikozilezési reakcid esetében. Az
eredmények azt mutattdk, hogy hidrofob ¢és elektrosztatikus kdlcsonhatasok
lényegesen befolyasoljdk az enzim aktiv helyének affinitasat.

A korabbiakban mar elvégezték a Bacillus stearothermophilus eredetli
a-amildz mutans tipusainak vizsgalatat is [80]. Az enzimben az Ala289
aminosavat cserélték fenilalaninra és tirozinra. Kisérleteik hasonl6 eredményt
mutattak a Bacillus licheniformis eredeti o-amildz eseté¢ben kapott
eredményekkel, emellett megfigyelték, hogy az enzim alkoholizist is katalizal,
ami a vad tipusu enzim esetében nem tapasztalhato [79].

Ugyancsak a transzglikozilezési reakcid aktivitdsanak novelése érhetd
aminosavat glutaminra cserélik [81], a Glu235 ugyanis fontos szerepet jatszik
a masodik szubsztrat kotddésében, ami azutdn akceptorként viselkedik. A
vizsgalatokat '*C izotoppal jeldlt maltooktadzzal végezték el. Az elsd
maltooktadz molekula a -5-t6] a +3-ig alhelyeket t6lti be az enzimben. A
hidrolizis mechanizmusa szerinti elsé 1épés utan a glikozil-enzim intermedier
+1 alhelyére egy masodik maltooktadz 1ép be. Ez a kotddés egy széles nyitott
geometriai teret biztosit a -5-t6l -1 alhelyekig, amely lehetdséget nyujt az
akceptor molekula fogadasara. A mutacié hatdsossaga azon alapszik, hogy a

His235 nagyon kozel van a +1 kotOhelyhez, igy a cseréjével drasztikusan
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modosithatd az enzim aktivitdsa. A Glu235 stabilizalja az akceptor kotodését
a transzglikozilezési reakcidban. A transzglikozilezési aktivitds novelése
¢rhetd el a Thermus baktérium eredeti a-amilaz Glu332 hisztidinre torténd
cseréjével is [82].

Az OPMA (Oligosaccharide-Producing Multifunctional Amylase) a
Bacillus sp. extracellularis enzime, melyet kinai talajbol izolaltak [83]. Az
enzim képes a keményitdben 1év0 o-1,4- és a-1,6-glikozidos kotések
hidrolizisére, melynek f6 termékei maltdz, maltotriéz és izomaltotrioz, de
megtalalhatok a termékei kozott a maltotetradz €s a gliikoz is. Az OPMA egyik
eldnyos tulajdonsaga, hogy aktivitasa viszonylag magas hdmérsékleten, 50 °C-
n optimalis. Ezen tulajdonsagai miatt tartjdk az egyik Ilehetséges
oligoszacharid eldallitasara alkalmas enzimnek az élelmiszer- ¢és a
gyogyszeriparban. Wang ¢és munkatarsai az OPMA eldny0s tulajdonsagai
miatt az enzim transzglikozilezési aktivitasat vizsgaltak [84]. Tapasztalataik
alapjan az enzim képes olyan rendszerben izomaltooligoszacharidok
szintézisére, melyben szubsztratként csak maltdéz és gliikéz van jelen. Az
OPMA N-termindlisin modositott enzim az OPMA-N, egy termofil
multifunkcionalis amilaz [85]. Az OPMA-N az OPMA-t6l az N-terminalis
doménban kiilonbozik. Ennek “csonkolasaval” allitottak elé az OPMA-hoz
hasonl6 AOPMA-N-t. A moddositott enzimet a vad tipusi enzim
hostabilitasanak novelése, valamint a hidrolitikus ¢és transzglikozilezési
aktivitasanak novelése céljabol hoztdk I1étre. A modositott enzimek
hémérséklet optimuma 60 ‘C, amely magasabb, mint a vad tipusi enzim
esetében. Az OPMA-N, valamint a AOPMA-N esetében viszont a
transzglikozilezési reakcid aktivitdisa nem ndtt az N-terminalis domén
jelenléte miatt az OPMA-hoz képest. Az 1j domén kis mértékben modositotta
a maltéz-izomaltoz termékaranyt ugy, hogy a megvaltoztatott N-termindlis

domén jelenlétében az enzim némileg jobban katalizalja az a-1,4-glikozidos
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kotés hidrolizisét és az a-1,6-glikozidos kotés transzglikozilezését, tehat no az
izomaltooligoszacharid termék arany. Azt is megfigyelték, hogy egyes
fémionok jelenléte 1 mM koncentracioban befolyasolja az OPMA-N ¢s
AOPMA-N aktivitasat. A kalcium, magnézium, kalium, vas(Il) és vas(III)
ionok hatasara nem torténik szignifikdns valtozas, mig a réz(Il) esetében
jelentds csokkenés, addig nikkel(Il) és cink(II) ionok jelenlétében ~10-20%
aktivitas novekedés tapasztalhato.

Usui és Murata Pseudomonas stutzeri NRRL B 3389 mutans amilaz
transzglikozilezési aktivitasat vizsgaltdk maltopentadz donor €s p-nitrofenil-
a-D-gliikkopiranozid akceptor molekulakkal [86]. A pH és a homérseklet
fiiggés mellett a reakcidelegy szerves oldoszer tartalméanak fiiggését is
vizsgaltak és arra a megallapitasra jutottak, hogy a szerves olddszer (MeOH)
koncentracioja jelentdsen befolyasolja a transzglikozidaz aktivitast. A
végre, melyben megallapitottdk, hogy 50% metanol tartalom mellett
maximalis a reakcid sebessége, majd a tovabbiakban a szerves oldoszer
mindségének befolyasoldo hatdsat vizsgaltak. A  metanollal azonos
koncentracioban (50-50%) adtak etanolt, 1-propanolt és t-butanolt a
reakcidelegyekhez. A  hosszabb lancti alkoholok minden esetben
csokkentett¢tk a  transzglikozilezési  reakcid  sebességét. Késobbi
tanulmanyukban elvégezték a Streptomyces griseus eredetlii o-amildz
transzglikozidaz aktivitdsanak optimalizalasat is [87].

A Thermotoga maritima eredetli a-amildz, amely szintén bakterialis
amildz, vad tipusaban is jelentds transzglikozidaz aktivitast tapasztaltak [88].
A vizsgalatokhoz kiilonb6z6 szubsztratokat alkalmaztak. Az egyik esetben
maltozt alkalmaztak egyediili szubsztratként, igy mind a donor, mind az
akceptor maltdéz volt, a masikban pedig G3-G7 maltooligoszacharidokat

hasznaltak fel szubsztratként. A reakciokat TLC és HPLC modszerekkel
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kovették. Eredményeik alapjan a vad tipusi enzim esetében egyszerre megy
végbe a transzglikozilezés és a hidrolizis, mivel a maltéz szubsztrat tartalmu
reakcidelegyben megjelentek a paratlan gliilkdz tagszamt maltooligoszacharid
termékek. A nagyobb tagszamu maltooligoszacharidok esetében a reakcid
kezdeti id6szakaban keletkeztek transzglikozilezett termékek, azonban két
nap inkubalast kovetden minden transzglikozilezett termék elhidrolizalt, a {6
termékek a gliik6z és a maltdz voltak. A diszacharid termék azonban a TLC
mérések sordn két jelet adott. Tovabbi HPLC vizsgalatokkal, standardok
segitségével bizonyitottak, hogy a maltéz mellett a1-B1 kotésii neotrehaldz (a-
D-gliikopiranozil-B-D-gliikopiran6z) jelent meg termékként a
transzglikozilezési és hidrolitikus reakcidk sordnak eredményeképpen.

Az utdbbi idészakban mar sziiletett olyan tanulmany is, amely a rovar
eredetli a-amildzok transzglikozilezési reakcidjaval foglalkozik. Kouadio és
munkatarsai tropusi tiicsok (Gryllodes sigillatus) eredetli a-amilazl és 2
(AMY1 és AMY?2) segitségével allitott eld transzglikozilezett termékeket,
ahol donorként keményitét, akceptorként pedig fenolt hasznaltak, majd a
keletkezett 0sszes termékre allapitottdk meg a hozamot [89]. Az AMY1 ¢és az
AMY?2 is mutatott transzglikozidaz aktivitast, de az AMY1 esetében nagyobb
hozamot kaptak, mint az AMY?2 vizsgalatakor. A két enzim kozotti aktivitas
kiilonbség viszont igaz a hidrolitikus iranyban is. Tanulmanyukbdl kideriil az
beallitasa is, mivel az optimumtol valo eltérés a hozamot csokkenti.

A Debreceni Egyetem glikoenzim kutatdcsoportjaban is torténtek mar
a transzglikozilezéssel kapcsolatos kutatasok. Kandra és munkatarsai mutans
huméan nyal a-amildz (HSA) transzglikozidaz aktivitasat vizsgaltak [90, 91].
Az enzimben a Tyrl51-et cserélték metioninra. A mddositas csokkentette az
Osszes kotdhely energia értékét. A legfeltiindbb csokkenés a +2 alhelynél

jelentkezett, ahol a muticio tortént. A vizsgalatokhoz PNP-glikozidokat
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alkalmaztak akceptorként €s maltotetradzt donorként. Az eredmények azt
mutattdk, hogy az aminosav csere megnoveli a HSA transzglikozidaz
aktivitasat és a mutans enzimnek jobb akceptorai a PNP-glikozidok. Harom
PNP-glikozid akceptort probaltak ki: a PNP-B-D-gliikopiranozidot, PNP-a-D-
gliikopiranozidot ¢s PNP-1-tio-fB-D-gliikopiranozidot, melyek mind jo
hozammal adtak transzglikozilezett termékeket. Azt is megallapitottak, hogy
a homérséklet is nagyban befolyasolja a termékaranyt. A PNP-1-tio-p-D-
gliilkopiranozid esetében 8°C hdomérsékleten a fétermék PNP-1-tio-B-D-
maltotetraozid, mig 15°C hémérsékleten PNP-1-tio-B-D-maltotriozid volt.
Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a homérséklet némileg modositja a
hidrolizis és a transzglikozilezés aranyat. Tovabbi vizsgalatokat folytattak
PNP-B-D-mannopiranozid ¢és PNP-B-D-xilozid akceptorokkal, viszont
ezekben az esetekben a transzglikozilezett termékek nagyon kis mennyiségben
jelentek meg. Ennek oka a gliikoztol valo szerkezeti eltérések.

Motyan ¢és munkatarsai arpa eredeti AMY1 ¢és mutansainak
vizsgalataval foglalkoztak [92]. Az 4arpa eredeti AMYIl és AMY2
transzglikozidaz aktivitasat kordbban mar bizonyitottdk, azonban a folyamat
elhanyagolhat6 a hidrolizis iranya reakcidé mellett [93], ezért az enzim csak
mutacioval alkalmazhatd szénhidratok szintézisére. A vizsgalatokat nyolc
mutans enzimen hajtottak végre kiilonb6z6 kromofor tartalmti monoszacharid
akceptor és maltopentadz donor molekulédkkal [92]. Az enzim mutacidja soran
a Tyrl05-t alaninra, fenilalaninra, triptofanra vagy a Thr212-t tirozinra,
triptofanra, prolinra cserélték, illetve volt olyan moddositas, ahol mindkét
aminosav cseréje megtortént. Ezek az aminosavak a szubsztrat kotdhelyek
kozelében helyezkednek el, igy cseréjiik szignifikdns valtozast jelent az enzim
mukodésében. Az eredmények azt mutattdk, hogy minden mutans enzim
nagyobb transzglikoziddz aktivitassal rendelkezik, mint a vad tipus. A

vizsgalatok soran tobb kromofor csoport tartalmi monoszacharidot is
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kiprobaltak — PNP-B-D-galaktozid, PNP-B-D-fukozid, PNP-a-L-arabinozid,
PNP-B-D-N-acetil-gliilkozaminid, PNP-B-D-N-acetil-galaktozaminid, PNP- 3-
D-galakturonid, PNP-f -D-gliikuronid, klorogénsav —, de egyik sem bizonyult
megfeleld akceptornak. A probléma oka a kiilonb6zé monoszacharidok és
szarmazékaik hidroxil-csoportjainak téralldsaban van. Tapasztalataik alapjan,
ha a 4. hidroxil csoport axialis térallasu, mint példaul a galaktéz, a fukédz €s az
arabin6z esetében, akkor az enzim nem képes a transzglikozilezési reakciora.
Emellett a monoszacharid szarmazékok, mint példaul az N-acetil-gliikdzamin
sem alkalmazhatoak akceptorokként a mutans arpa eredetii a-amilaz1 enzimek

esetében.
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3. Ceélkitiizés

o Elsédleges célom volt a burgonyabogar szénhidrat emésztésének
vizsgalata a rovar bél extraktumabol. Ehhez aktivitds és bontasi kép
vizsgalatokat terveztem kiilonb6z6 kromofor aglikonnal rendelkez6 mono- és
oligoszacharid szubsztratokkal spektrofotometrids ¢s HPLC modszereket
hasznalva.

o Terveztem megvalositani a kozépbél extraktum a-amilazanak tiszta
formaban valdé kinyerését és az ehhez sziikséges tisztitdsi modszer
kidolgozasat.

o A tisztitott rovar bél eredetli a-amilaz birtokaban lehetséges az aktiv
centrum szerkezetének vizsgalata HPLC bontasi kép meghatarozassal. Az igy
kapott adatokbdl alhely térkép szamithato, melynek Osszevetését terveztem
mas, kordbban mar vizsgalt amilazokéval.

o A vizsgalatok kozben tapasztalt transzglikozilezési reakcio részletes
tanulmanyozasa is felmeriilt. Kérdéses volt, hogy mekkora lanchosszsagu,
illetve milyen monoszacharidokat tartalmazhat az a szubsztrat (donor,
akceptor), mellyel ez a reakcid végbe megy. Terveztem a transzglikozilezési

reakci6 koriilményeinek vizsgalatat is.
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4. Sajat eredmények

4.1. A burgonyabogar a-amilaz aktivitasanak
vizsgalata

A korabbiakban Khorram ¢s munkatarsai leirtak a burgonyabogar
eredetli a-amildz mikddésének pH és homérséklet optimumat keményitd
szubsztraton, a felszabadul6 redukal6 végek dinitroszalicilsav modszerrel vald
meghatarozasaval [43]. Mivel a sajat vizsgéalataimhoz 4-8 tagszamu
maltooligoszacharid szubsztratokat terveztem hasznalni, az
aktivitasméréseket pedig rovid, kromofor aglikon tartalmazé 2-klor-4-
nitrofenil-4-O-f-D-galaktopiranozil-maltozid  (GalG2CNP)  szubsztrattal
végeztlk, ezért a rovar kozépbél extraktum a-amilaz pH és homérsékelt
optimumat a révid szubsztrat esetén is meghataroztam.

Az aktivitdsméréseket a Moroshita és munkatarsai altal leirt modszer
alapjan végeztiik natrium-azidot (NaN3) tartalmazo pufferben [94]. A NaNs
szerkezete hasonlit a hisztidin bazikus imidazol részéhez, emiatt a szubsztrat
koté helyen aminosavszerti funkciot tolthet be. Igy fontos szerepet jatszik a
szubsztrat megfeleld pozicioban vald bekotddésében és az elsd glitkkdz egység
felismerésében a nem redukald vég feldl. Emellett a NaN3 antibakterialis
hatasa is ismeretes, mint a bakterialis eredetli katalaz enzim inhibitora [96].

Meghataroztuk a rovar amilaz optimalis miikodési paramétereit ezen a
rovid szubsztraton, melyek: pH6,0 és T=30-40°C. A burgonyabogar kdzépbél
extraktum tisztitatlan allapotdban igen bonyolult dsszetételii, tobb enzimet
tartalmaz. Az oa-amildz mikodésének vizsgalatat az olyan szénhidratbontod
enzimek zavarhatjdk, melyek a gliikoz egységek kozotti 1,4-glikozidos
kotések hidrolizisét katalizaljak, ezért a tovabbi vizsgalatokban az a- és [3-
gliikozidaz jelenlétének és aktivitasanak meghatarozasara fokuszaltunk. A két

enzimet az a-amilaz aktivitismérése soran hasznalt koriilmények kozott
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vizsgaltam pH6 értékii natrium-azid tartalmi MES pufferben, a hdmérséklet
pedig 37°C volt. Az a- ¢és B-glikkoziddz exo-enzimek, a GalGoCNP nem
redukdlo végén 1évo galaktdz egység hasitdsdra nem képesek [96]. A két
enzim vizsgalatdhoz ezért 4-nitrofenil-a- ¢és B-D-gliikopiranozidot
alkalmaztunk szubsztratként. Kiemelendd, hogy az o- ¢és [-gliikozidaz
aktivitasmérését nem az enzimek sajat pH ¢és homérséklet optimuman
hajtottam végre. Az a-amildz optimuman kapott adatok azért érdekesek, mert
arra voltam kivéancsi, vajon a két glilkozidaz jelenlétét el lehet-e hanyagolni a
késObbi bontasi kép vizsgalatok soran. Az aktivitasmérések soran az
abszorbancia valtozast kovettiik az idé fliggvényében (5. abra). Az abran
lathato, hogy mindharom enzim aktiv a kozépbél extraktumban és az aktivitas
értéke a harom enzim esetén nagysagrendileg azonos, tehat a tovabbi

vizsgalatokban az a- és B-gliikozidaz jelenléte nem elhanyagolhato6.
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5. abra: A burgonyabogar kdzépbél extraktum o-amildz, illetve a- és B-
gliikozidaz aktivitasanak vizsgalata

Mivel az aktivitds mérések az a-amilaz szubsztratra optimalizalt koriilmények
kozott torténtek, ezért a kapott dA/perc értékek nem tiikrozik az enzimek

aktivitasanak ardnyat. Az a-amildz tulajdonsagainak tovabbi vizsgéalataihoz
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olyan maltooligoszacharid szubsztratokat kivantunk alkalmazni, melyek a

redukalo, illetve mindkét végen kromofor csoportot tartalmaznak.

4.2. A burgonyabogar kozépbél extraktum a-amilaz
bontasi képének vizsgalata

A szénhidrat-bonté enzimek bontasi képének vizsgalataval
informaciok nyerhetok, melyek segitenek megérteni a katalizis hatterében
zajloé molekularis folyamatokat. Az a-amildzok endo-enzimek, vagyis az
oligoszacharid lancban véletlenszertien hidrolizaljak a glikozidos kotéseket.
Emiatt tobb termék keletkezik, melyeket el kell valasztani egymastol, ezért a
bontasi kép vizsgalatdhoz olyan maltooligoszacharid szubsztratokra van
sziikség, melyek kromofor csoporttal vannak ellatva. A szubsztrat hasitdsa
utan igy azonosithatéak a redukdldé végi termékek ¢és aranyuk is
meghatarozhat6.

A bontasi kép vizsgalatokat 2-klor-4-nitrofenil-O-B-D-maltoheptaozid
(CNPG7) szubsztrattal kezdtem. A szubsztrat bontas fotermékei a 2-klor-4-
nitrofenil-O-B-D-maltozid (CNPG;), -maltotriozid (CNPG3) ¢és —
maltotetraozid (CNPG4), azonban jelentés mennyiségben keletkezik CNP-O-
B-D-gliikopiranozid (CNPG), -maltopentaozid (CNPGs) és —maltohexaozid
(CNPGe) is. A fotermékek mellett a CNPG, CNPGs és CNPGg keletkezésének
oka a bél extraktum gliikkoziddz aktivitdsa. Mivel az o-gliikozidaz egymast
kovetd 1épésekben hasit a-1,4-glikozidos kotéseket a szubsztrat nem redukalo
végérol, ezért a CNPGg €s CNPGs csucstertiilete novekszik, majd idével elkezd
csokkenni, mivel ezek a termékek szubsztratjai az o-amildznak és az a-
gliikozidaznak is (6. dbra). Bizonyos id6 utan megjelenik a CNPG termékként,
amely szintén az a-gliikkozidaz hidrolitikus aktivitdsa miatt keletkezik CNPGo2-
bol. A CNPG viszont a B-gliikozidaz szubsztratja, melynek a termékei gliikkdz

¢s CNP. Az a-amilaz és az a-gliikozidaz egyiittes jelenléte bonyolultta teszi a
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6. abra: A CNPG7 bontasa soran keletkez6 termékek csucsteriiletének
abrazolasa az id6 fliggvényében (CNPG7: +, CNPGs: m, CNPGs: « CNPGs:

m, CNPGs: ¢, CNPG2: o, CNPG: A).

A redukélo vég feldl 2-klor-4-nitrofelnil (CNP) csoporttal védett

maltooligoszacharid szubsztratok esetén az a-amildz véletlenszertien, a lanc

belsejében katalizdlja az a-1,4-glikozidos kotések hidrolizisét, az -

gliikoziddz a nem redukald vég felél konszekutiv mddon hasit glikéz

egységet, mig a B-glilkozidaz a bontds termékeként megjelend CNP-O-B-D-

gliikopiranozid B-glikozidos kitésének hidrolizisét katalizalja. A harom enzim

tamadasi helyeit a CNPG7 szubsztrat esetében a 7. dbra mutatja be.
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7. abra: A burgonyabogar kdzépbél extraktum glikozidos kotések
hidrolitikus hasitasat végzd enzimeinek tdmadasi lehetéségei CNPG7
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soran  kapott
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Osszehasonlitottam mar vizsgalt, més szervezetbdl szarmazd a-amildzok

bontasi kép eredményeivel (2. tablazat). Az Gsszehasonlitas soran a kapott

fotermékek aranyat vettem figyelembe, mivel ezek keletkezése az a-amilaz

aktivitas eredménye.

2. tablazat: A rovarbél extraktum-CNPG7 bontési kép vizsgalataval kapott
eredmények 0sszehasonlitasa mas a-amilazok bontasi képével (PPA: sertés
pankredsz a-amildz, HSA: human nyal a-amilaz, BLA: Bacillus
licheniformis eredetli a-amilaz, arpa AMY1 és AMY2: arpa eredetii a-

amilazl és 2.)

Engim Redukal6 végi termékek (%) Referenciak
CNPG CNPG:; CNPG; CNPG4
extraktum 0 39 36 24 [sajat eredmény]
PPA 0 41 33 26 [63]
HSA 0 18 50 32 [65]
BLA 5 84 11 0 [64]
arpa AMY1 95 2 2 1 [66]
Arpa AMY2 68 8 12 11 [66]
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A téblazat alapjan lathatd, hogy a rovarbél extraktum bontasi képe a

CNPG7 szubsztraton legjobban a PPA bontéasi képéhez hasonlit, ez alapjan
feltételeztiik, hogy a két enzim aktiv centrum szerkezete hasonlo lehet.
A vizsgalat alapjan kapott eredmények azt mutatjak, hogy az extraktumban
talalhatd harom enzim egyiittes jelenléte rendkiviil bonyolultta teszi az a-
amildz mukodésének leirdsat. Ennek megfelelden célszeri a tovabbi
vizsgalatokhoz olyan szubsztratot hasznalni, mellyel a gliikozidazok
aktivitasa részlegesen kizarhatd. A 4,6-benzilidén-4-nitrofenil-O-B-D-
maltooligoszacharid (BnlG,PNP) szarmazékok a nem redukald végi
benzilidén véddcsoport miatt nem szubsztratjai sem az o-, sem a f3-
gliikozidaznak, kizarolag az a-amildznak.

Elséként a  4,6-benzilidén-4-nitrofenil-O-B-D-maltoheptaozidot
(BnlG7PNP) hasznaltam szubsztratként, mivel ennek a szerkezete a
véddéesoportok kivételével azonos a CNPG7 oligomerével. A reakcidelegy 1
mg BnlG7PNP-t tartalmazott 1 ml azid mentes MES pufferben. A reakciot 5
pl rovarbél extraktum hozzdaddséval inditottam. Az enzimatikus hidrolizis

soran keletkez6 termékek csucsait a 8. abran mutatom be.
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8. abra: A BnlG7PNP bontasi kép meghatarozasa soran kapott
kromatogramok (kék: 0 perc, piros: 215 perc)
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A kromatogram harom jol elkiilonithetd részre oszthatd. Az elsd
szakaszban a redukald végi PNP szarmazékok csucsai, a k6zEépso részben a
nem redukaléo végi Bnl véddécsoportot tartalmazod termékek csticsai és a
gradiens elicid utolsd 1épcsdjében pedig a kiinduldsi BnlG7PNP cstcsa
talalhatdo. A Bnl termékek atfedd csucsot adnak, a cstcsok kiértékelése és
mindségi meghatarozasa emiatt nehézségekbe iitkozik. A kiértékelések soran
emiatt a redukalo végi termékek mennyiségi valtozasat vettem figyelembe. A
BnlG7PNP mellett megfeleld inkubacios i1d6 elteltével egy nagyobb
visszatartdsu csucs teriilete is jelentdsen megnovekszik, amely a mindkét
végén kromoforral jelolt maltohexaozidhoz tartozik, ami annak a
kovetkezménye, hogy a rovarbél extraktum a hidrolitikus reakcié mellett a
hasitasi termékek transzglikozilezését is katalizalja. Ezt a terméket standard
injektalasaval sikeriilt azonositani. A termékek csucsteriileteit az 1d6

fliggvényében abrazoltam (9. dbra).

800
00
*
BOO AT &
500 - @

a0 e
100 - o

Csucsteriilet
[~}

"
L N
® = A EEEEENN
s s EEAEE =B8R

) 100 200 300 400 LT 600 Jon

Ido (perc)

9. abra: PNP-maltooligoszacharid termékek cstcsteriiletének valtozasa az
1d6 figgvényében (PNPGs: m, PNPG3;: ¢, PNPG2: o, PNPG: A)
A reakcid elsé részében csak az LDAmy hidrolitikus aktivitasa
érvényesiil a nem redukald végi véddcsoport miatt. Ebben a szakaszban a
CNP-maltozid és maltotriozid a fétermék, mennyiségiik jelentésen novekszik.

Az a-amilaz altal katalizalt hidrolitikus hasitas kovetkeztében keletkezd PNP-
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maltooligoszacharidok viszont szubsztratjai az o-gliikozidaznak, emiatt a
nitrofenil-4-O-f-D-maltotriozid (PNPG3) és nitrofenil-4-O-B-D-
maltotetraozid (PNPG4) termékhez tartozd csucsok teriileteinek novekedése
lassulni kezd, a PNP-B-D-gliikopiranozid mennyisége pedig ndvekedni kezd.
Mindemellett 100 perc inkubaciot kovetden a 4,6-benzilidén-4-nitrofenil-O-
B-D-maltohexaozidot (BnlG¢PNP) csticsa is megjelenik a kromatogramokon,
mivel ekkor mar a hidrolitikus reakcioban keletkezd termékek mennyisége
megfelelden nagy ahhoz, hogy a hidrolizis mellett transzglikozilezési reakcid
is lejatszodjon. Ezen okokbdl kifolyolag célszerinek tartottam a reakcio
kezdeti szakaszaban — ahol a kiinduldsi szubsztrat csucsteriiletének
csokkenése nem ¢éri el a 10%-ot - kapott eredményeket haszndlni a
termékaranyok megallapitasara. A kapott értékeket 6sszehasonlitottam a mar
vizsgalt, mas szervezetekbdl szarmazd a-amildzok bontdsi vizsgalata soran

kapott eredményekkel (3. tablazat).

3. tablazat: A rovarbél extraktum BnlG7PNP bontasi kép vizsgalataval
kapott eredmények 6sszehasonlitdsa mas a-amildzok bontasi képével (PPA:
sertés pankredsz a-amildz, HSA: human nyal a-amilaz, BLA: Bacillus
licheniformis eredetli a-amilaz

Enzim Redukal6 végi termékek (%) Referenciak
PNPG | PNPG; | PNPG; | PNPG4 | PNPGs

Extraktum 8 26 64 2 0 [sajat eredmény]

PPA 0 20 80 0 0 [63]

HSA 0 67 12 11 10 [65]

BLA 5 67 33 0 0 [64]

A CNPG7 bontasi vizsgalatdhoz hasonléan a BnlG7PNP vizsgalata soran

kapott eredmények is a PPA bontési képével mutatja a legjobb egyezést. Ez
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az eredmény alatamasztja, hogy a két enzim aktiv centruma hasonlosagot
mutathat.

Tovabbi vizsgalatokat végeztem BnlG,PNP szubsztratokon, melyek
n=4, 5, 6 és 8 glikoz egységet tartalmaztak. A reakcioelegyeket minden
esetben a 4,6-benzilidén-4-nitrofenil-O-B-D-maltoheptaozid (BnlG7PNP)
szubsztrat esetében alkalmazott Osszetétellel megegyezd modon allitottam
Ossze. Az egyes szubsztratok bontdsi vizsgalataval kapott eredmények
segitségével kinetikai gorbék veheték fel. A tovabbi kiértékeléshez a
kiilonb6z6 szubsztratok esetén reakcid modelleket hoztam létre a rovarbél
kivonatban jelen levd a-amiléz, valamint a- és B-gliikozidaz enzimek hatasat
feltételezve. A PB-gliikkoziddaz enzim csak a monomer szubsztraton hat (az
4,6-benzilidén-4-nitrofenil-O-f-D-maltotetraozid  (BnlG4PNP)  szubsztrat
bontasanak fétermékei a PNPG ¢és a 4-nitrofenil-4-O-B-D-maltozid (PNPG,),
de emellett megjelenik a PNPGs is. A kiinduldsi szubsztrait PNPG4
szennyezddést tartalmazott, emiatt a modell Osszedllitisdhoz ennek a
komponensnek a bontasat is figyelembe kellett vennem. A 4,6-benzilidén-
maltotetradz (BnlG4) szubsztrdtban az a-amilaz harom glikozidos kotés
hidrolizisét végezheti. A kiindulasi PNPG4 mennyisége folyamatosan
csokken, amely az a-amilaz véletlenszerti és az a-gliikozidaz egymast kdvetd
hasitasanak kovetkezménye. A BnlG4PNP hidrolizisébdl keletkez6 redukalo
végi termékek szubsztratjai az a-gliikkozidaznak, tehat a hidrolitikus
aktivitdsaval ezen termékek esetében szamolni kell. A két enzim kombinalt
bontasi termékeként keletkezd PNPG tovabbi hidrolizisen megy keresztiil a 3-
gliikozidaz aktivitasnak koszonhetden.

A feltételezett modell alapjan felirtam a reakcidsebességet leirod
differencidlegyenletet minden komponensre, és ennek felhasznéalasaval

végeztem gorbe illesztést a mért pontokra, aminek a valtoztathatd paramétere
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a reakcidsebességi alland6. A kinetikai gorbék illesztését a Scientist program
segitségeével végeztem. Az illesztésekhez hasznalt differencidlegyenleteket és
a kinetikai gorbékre torténd illesztéseket a 1-5. fiiggelékben tiintettem fel.

A 4,6-benzilidén-4-nitrofenil-O-B-D-maltopentaozid (BnlGsPNP)
eggyel tobb glikozidos kotést tartalmaz, mint a BnlG4PNP, emiatt tobbféle
termék keletkezését vartam. A kiindulasi szubsztrat 4-nitrofenil-4-O-B-D-
maltopentaozid (PNPGs) szennyezddést tartalmazott, ezért a kiértékelés alatt
ennek a szubsztratnak a jelenlétét is figyelembe kellett vennem. Az 6t
cukoregységet tartalmazo szubsztratok hidrolizisének féterméke PNPGsz. A
termékek kozott megjelend PNPG4 a reakcidelegyben 1évé PNPGs az a-
gliikoziddz 4ltal katalizalt konszekutiv hidrolitikus reakciobol keletkezd
termék. A PNPG, PNPG; és PNPGs keletkezése az a-amilaz ¢és az -
gliikozidaz egyiittes aktivitdsanak a terméke, ezért a reakcido kezdeti
szakaszaban még a PNPG keletkezése lassabban torténik. A keletkez6 PNPG
szubsztratja az extraktumban levd B-gliikkozidaznak, emiatt a mennyiségének
novekedése az hosszabb inkubacids idd esetében csokken.

A BnlG¢PNP szubsztrat 4-nitrofenil-4-O--D-maltohexaozid 4-
nitrofenil-4-O-f-D-maltohexaozidot (PNPGe) tartalmazott kis mennyiségben
szennyezoként, tehat a modellalkotasnal figyelembe kellett venni jelenlétét. A
BnlGsPNP hidroliziséhez hasonloan, ezesetben is a PNPG: jelentkezett
fotermékként, amely keletkezhet egy Iépésben az a-amildz katalizalta
hidrolizissel, a-amilaz hasitasa utan PNPGs;, illetve PNPGs termék o-
gliikozidaz katalizélta hidrolitikus reakcidban vagy tobbszori egymast kvetd
a-gliikozidazzal torténd hidrolizis sordn PNPGs szubsztratbdl kiindulva. A
PNPG4 masodik dominans termékként jelenik meg. A PNPGs kizardlag a
PNPGs konszekutiv hasitdsdnak terméke lehet. A hidrolitikus reakciok

sorozataban, ebben az esetben is megjelenik a PNPG, mint termék.
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A BnlG7PNP mintat a rovarbél kivonat hozzaadasa el6tt injektalva kis
mennyiségli PNPGg jelenlétét detektaltam. A szennyezo jelenléte ez esetben
is befolyéasolja a bontasi eredményeket, ezért figyelembe kellett vennem a
jelenlétét. A maltoheptaozid szarmazék bontasa sordn a dominéndrolitikus
termékek a PNPG> és PNPGs. Kis mennyiségben megjelenik a PNPGy és
PNPGs is, melyek foként a PNPGs a-gliikkoziddz katalizalt egy, illetve két
Iépéses hidrolizis termékei. A tobblépéses hidrolizis eredményeképpen,
szintén megjelenik a PNPG termékként, amely a tovabbiakban p-nitrofenolla
¢s gliik6zza hidrolizal az extraktum B-gliikozidaz aktivitasanak koszonhetden.
Az illesztés ebben az esetben mar nem adott til jo egyezést, ami valdsziniileg
a transzglikozilezési reakci6 elhanyagolasanak is koszonheto.

A 4,6-benzilidén-4-nitrofenil-O-B-D-maltooktaozid  (BnlGsPNP)
kiindulési szubsztrat PNPG7 és PNPG4 szennyezot is tartalmazott. A nyolc
cukoregységet tartalmazo oligoszacharid hidrolizise sok elsédleges terméket
eredményez, melyek koziil a megfeleld hosszusaguak mind az a-gliikkozidaz
¢s az a-amilaz szubsztratjai lehetnek. A tobbszords hidrolitikus Iépések
sorozata ¢és a kevert mechanizmus rendkiviil bonyolultta teszi a kiértékelést.

Az oktamer szarmazék megfeleléen hosszi ahhoz, hogy a bontési
termékei a sokszoros kétféle enzim katalizalt hidrolizis mellett
transzglikozilezési reakcioban is részt vegyenek. Amint az a 10. abran l4thato,
a szubsztrat fogyasaval parhuzamosan ezek a transzfer termékek a
szubsztratnal nagyobb ¢és kisebb retencios iddvel is megjelennek, ¢és

mennyiségiik jelentds.
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10. abra: A BnlGsPNP enzimatikus reakcidjaban keletkezd termékek
elvalasztasa €s azonositasa forditott fazisu folyadékkromatografias
modszerrel (A: 35 perc, B: 280 perc).

A nyolc tagt oligoszacharid szarmazék bontasi képének bonyolultsaga
lehetetlenné tette az eredmények preciz kiértékelését. A keletkezd
transzglikozilezett  termékeket standardok  injektalasdval  sikeresen
azonositottam. A szintézis irdnyt reakcioban BnlG7PNP, BnlGsPNP,
BnlGsPNP és BnlG4PNP keletkezik.

A tobbi szubsztrat esetében szamolt reakciosebességi allandok értékét

a 4. tablazatba gytijtottem.
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4. tablazat: A kinetikai gorbék illesztésével kapott sebességi allandok 4-7

tagszamu maltooligoszacharid szubsztratok esetében

Szubsztrat
BnlG4sPNP | BnlGsPNP | BnlG¢PNP | BnlG7PNP
A'75 - - - 4,400'107
A'74 - - - 3,600'107
A'73 - - - 6,700-10*
A'72 - - - 2,900'10*
A'64 - - 5,811:10° -
A'63 - - 1,490'107 -
A'62 - - 1,294:10* -
A'53 - 5,223'107 - -
A'52 - 2,224'107 - -
A'42 | 55091073 - - -
g A64 - - 4811-10° | 4,5001078
5| A63 - - 5,490'10° 5,000'10*
A62 - - 3,409-10* 3,500'10*
A53 - 6,561'107 6,812:10* 4,000'107
A52 - 2,807:107 481110 3,000'10
A42 5,409-107 1,192:10* 1,490'1073 9,000'10*
G65 - - 7,040-10* 2,700'10*
G54 - 1,235107 9,123'107 3,000'10*
G43 | 2,627103 4266107 3,922:10* 3,700'10*
G32 1,241:1073 3,33810 1,922:107 1,800'1073
G21 1,92510° 1,999-1073 2,996'107 2,850'107
BG1 1,466'107 1,233:107 7,100'10 6,500'10

A tablazatban az ,,A” jeloli az LDAmy sebességi allandoit a redukalo
végen kromofor csoporttal jelolt szubsztrat esetében, melyeket a mindkét
végén kromofor csoportot tartalmazo maltooligoszacharid hasitasa soran
kaptam, a ,,G” az a-gliikkozidaz, mig a ,,/G” a B-gliikozidaz reakciosebességi
allandoait jelolik. A szdm jelolések a kiindulasi szubsztrat tagszamat és a beldle
keletkez6 redukalo végi termék tagszamat adjak meg. Az eredmények alapjan
az LDAmy minden szubsztrat esetében legaldbb egy maltéz vagy annal
nagyobb tagszdmu maltooligoszacharid egységet hasit a nem redukald vég

feldl. A vizsgalt szubsztratok mindegyikénél a PNP-maltozid és maltotriozid
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a dominans redukald végi termék. A BnlG,PNP szubsztratok elsddleges
hidrolizisének termékei szubsztratjai az a-glilkozidaznak, emiatt azok tovabbi
hidrolizisen mennek keresztiil. A bontasi reakcidkban kivétel nélkiil
megfigyelheté a PNPG keletkezése és B-gliikozidaz katalizalta hidrolitikus
reakcioja, melyben PNP ¢és gliikoz keletkezik.

A kiilonb6z6 lanchosszsagu szubsztratok bontdsa soran kapott
reakcidsebességi allandok aranyait, vagyis a kotéshasitasi frekvencia értékeit
Osszehasonlitottuk a PPA vizsgalata soran kapott termékaranyokkal és bar a
CNPG7 és a BnlG7PNP esetében a kapott értékek hasonldsagot mutattak, a
tobbi szubsztrat esetén jelentds eltérést tapasztaltunk. Ez alapjan a PPA ¢s az
LDAmy aktiv centruméanak szerkezetének eltérését valdszinisitettiik (11.

abra).

BCF

PPA  LDAmy

1 1 Bnl—G—G+G—G—NP

03 - Bnl—G—G—G—G—G—NP

03 03 Bnl—G—G—G+G—G—NP

03 07 Bnl—G—G+G—G—G—NP

1 0.64 Bnl—G—G—G—G+G—G—NP
0.07 Bnl—G—G—G1G—G—G—NP
0.29 Bnl—G—G+G—G—G—G—NP

Bnl—G—G—G—G—G1+G—G—NP

0.2 0.28

0.8 0.64 Bnl—G—G—G—G+G—G—G—NP
0.03 Bnl—G—G—G+G—G—G—G—NP
0.07 Bnl—G—G—G—G—G—G—G—NP

11. abra: A rovarbél extraktum és a PPA mindkét végen védett
szubsztratokon meghatarozott kotéshasitasi frekvencia értékeinek (BCF)
Osszehasonlitdsa

A kiilonb6zd szubsztratok bontasa soran kapott reakcidsebességi
allandok értékei az LDAmy, illetve az a- és P-glikoziddz esetében
nagyagrendileg megegyezd értékek, emiatt a gliikozidazok aktivitisa nem
hanyagolhatok el az o-amildz aktivitasdhoz képest. Mindemellett a nyolc

gliilkozegységet tartalmazd szubsztrat vizsgalata soran kapott eredményekbdl
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a sebességi allandok értékét a talzottan sok mellékreakcid miatt mar nem
tudtam meghatarozni. Az eredmények alapjan az a-amildz aktiv centrumanak
pontos feltérképezéséhez az enzim kinyerése sziikséges a rovarbél

extraktumbol.

4.3. A rovarbél a-amilaz tisztitasa

Esetemben a rovarbél extraktum két olyan szénhidratbontod fehérjét
tartalmazott, mely az LDAmy bontasi képének vizsgalatat zavarta. A két
gliikozidaz LDAmy-tol valo elvalasztdsaval az extraktum mar megfeleld
tisztasagu lehet ahhoz, hogy a célenzim mikddése egyértelmiien vizsgalhatd
legyen.

A fehérjék tisztitdsahoz szamos modszer alkalmazhato, mint példaul a
kisozas, dializis, illetve az elektroforetikus és kromatografias modszerek, a
gélelektroforézis, izoelektromos fokuszalas, hidroféb kolcsonhatasi
kromatografia (HIC), vizes mozgd fazisi méretkizarasos kromatografia
(SEC), ioncser¢ld kromatografia (IEC) és az affinitas kromatografia [97]. A
HIC, SEC ¢és IEC modszereket altaldban kombinaltan alkalmazzak a célfehérje
kinyeréséhez, ezért ez a tisztitdsi folyamat tobb 1épéses. Bar a kis6zas
bonyolult, tobb fehérjét tartalmazé rendszer esetén nem mindig célravezetd,
elOtisztitasi 1épésként kiprobaltam, de nem sikeriilt szamottevé eredményt
elérni.

Az a-amildz tisztitdsanak masik lehetsége az affinitds kromatografia.
Kobayashi ¢s munkatarsai keresztkotott keményitd gélen valasztottak el a-
amilazokat [98]. A 2.3. részben targyaltam, hogy a glikozid-hidroldzok
produktiv és nem produktiv kotést képesek létesiteni a szubsztrattal. Ha az
elvalasztani kivant a-amilaz produktiv kotést 1étesit a keményitd géllel, akkor

crer

soran a nem produktiv kétésmodok az eldnydsek. Az elvalasztashoz hasznalt
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allofazis sajat készitésli volt. Mivel az allo6tazisként alkalmazandd keményitd
szubsztratja az a-amildznak, ezért vizsgaltam az 4all6fazis stabilitasait PPA
enzimmel szemben az enzim koncentracid és a pH valtoztatisaval. A
keményitégél degradacidja a  hidrolitikus  reakcioban  keletkezd
oligoszacharidok mennyiségének valtozasaval monitorozhato, amit TLC
modszerrel kovettem. Az oligomer termékek mindségi azonositasat 5-7
gliilkoz egységet tartalmaz6 maltooligoszacharid keverékkel végeztem. Az
eredmények alapjan, csak nagyobb PPA koncentracié mellett szamottevd a
keményitd hidrolizise. A teljes inkubdacios iddt tekintve a 5; 2,5; 1,25; 0,625
mg/ml PPA-t tartalmazd oldatok esetében tapasztalhaté az oligoszacharid
termékek megjelenése, azonban a reakcié elég lassi ahhoz, hogy még az 5
mg/ml enzim tartalom se okozzon jelentds kart az all6fazisban a kromatografia
ideje alatt.

Az eluens pH hatdsanak vizsgalata sordn a mintak mindegyikében
megfigyelhetd volt a hidrolitikus reakcidban keletkezett oligoszacharid
termékek jelenléte. A termékek mennyisége pH4 esetében kisebb, mig pH6; 7
¢s 8 értéken nem tapasztalhatd nagy kiilonbség. A keményitdgél hidrolizise
tehat pH7+1 nagyobb, mint pH4 ¢értéken, de figyelembevéve a hossza
inkubacios idot és a termékek kis mennyiségét megallapithatd, hogy az
allofazis megfelelden stabil a célenzim elvélasztdsdhoz.

Az LDAmy elvalasztasat spektrofotometrias modszerrel kovettem. A
frakciokban 1évo fehérjék mennyiségét 280 nm, mig a frakciok a-amilaz
aktivitasat 400 nm hullamhosszon vizsgaltam GalG2CNP szubsztraton (12.

abra).
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12. abra: Az LDAmy affinitds kromatografias tisztitdsdnak kovetése
spektrofotometriaval (piros: az dsszes fehérje tartalom kovetése 280 nm
hullamhosszon, kék: a frakciok a-amilaz aktivitdsanak vizsgalata soran
kapott dA/perc értékek GalG2CNP szubsztrattal 400 nm hulldmhosszon

Az 1-17 frakciok 280 nm hulldmhosszon magas abszorbancia értéket
mutattak, amely annak k&szonhetd, hogy az extraktumban jelenlévd
szennyezOk visszatartas nélkiil jutnak végig az oszlopon. Ezeknek a
frakcioknak egy részében tapasztalhato volt a-amilaz aktivitas. Ez azt jelenti,
hogy atléptem az allofazis kapacitdsat, kis mennyiségli a-amildz nem tudott
megkdtddni a gélen. Az elicios puffer hozzdadasa a 25. frakcid begytijtése
utdn indult. A 27-40 frakcidk jelentds a-amilaz aktivitdssal rendelkeztek,
ezeket 0sszeOntdttem, majd ismételten ultrasziirével sziirtem, toményitettem
¢s mostam azid-mentes MES pufferrel. Az LDAmy oldat végsé térfogata 250
ul, a koncentracioja 18 uM volt. Annak érdekében, hogy meggydzddjek arrdl,
hogy a célenzim a tisztitasi folyamat soran nem veszitette el aktivitasat és nem
tartalmazza az a- és a B-glilkozidazt a tisztitott mintan tovabbi vizsgalatokat

végeztem, melyben ezen enzimek aktivitdsat mértem GalG2CNP és PNP-a- és
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-B-D-gliikopiranozidot alkalmazva szubsztratként. A mérések sordn az o-
amilaz aktivitasra 0,029 dA/perc értéket kaptam, ami nagysagrendileg
megegyezett a rovarbél extraktumban mérhet6 0,031 dA/perc értékkel, mig az
a- és a P-gliikoziddz vizsgalata soran nem tapasztaltam aktivitast, tehat az

LDAmy-t tiszta allapotban sikeriilt visszanyerni.

A tisztitott enzim oldat tisztasigit SDS-PAGE modszerrel is
ellendriztem (13. abra). A fehérje savok eldhivasa Coomassie Blue festékkel

tortént.

250

170
140
100
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55

1 2

13.abra: Tisztitott fehérjeoldat tisztasag ellendrzése SDS-PAGE modszerrel.
(1) Standard fehérje elegy (Mt - kDa) (2) Tisztitott rovar amildz minta.

A minta savjaban 55 kDa értéknél lathaté az amilaz jelenléte, a

gliikkoziddzok ~ 100 kDa molekulatomeg értékénél viszont nem latszik sav.
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4.4. Transzglikozilezés vizsgalata

4.4.1. Megfelel6 donor molekula keresése

A glikozid-hidrolazok reverzibilis enzimek, bizonyos koriilmények
kozott képesek glikozidos kotések kialakulasanak katalizalasara. Az irodalmi
attekintésb6l  kideriil, hogy néhany a-amilaz vad tipusa jelentOs
transzglikozidaz aktivitassal bir [78, 83, 88], de sok esetben csak az enzim
aktvitassal rendelkezzenek [79-82, 85-87, 90, 92]. Az altalam vizsgalt
burgonyabogar eredetli a-amilaz bontési képének meghatirozédsa sordn arra a
megallapitasra jutottam, hogy az enzim vad tipusa is képes transzglikozilezést
katalizalni.

Elsd 1épésben a transzglikozilezési reakciot az a-amildz természetes
szubsztratjaval, keményitdvel vizsgaltam gy, hogy a keményitd oldatot egy
napig eléemésztettem LDAmy jelenlétében annak érdekében, hogy a
keményitobdl kisebb tagszamu oligoszacharidok keletkezhessenek, melyek
donor molekulaként szolgdlhatnak a szintézis irdnyl reakcioban.
Akceptorként CNP-B-D-gliikopiranozidot (CNPG) hasznaltam. Az enzim
reakciot egy napon at kovettem (6. fiiggelék). A reakcio kovetése soran 2-5
tagszamu maltooligoszacharid termékek megjelenését tapasztaltam. Ezek a
termékek a hidrolitikus ¢és a transzglikozilezési reakcidk sorozatabol
keletkeznek. El6szor a keményité bontasa torténik meg kisebb tagszamu
maltooligoszacharidokra, melyek a kromofor csoport tartalma akceptor
jelenlétében transzglikozilezési reakcioban vesznek részt. Azonban a
transzglikozilezett termékek szubsztratjai az a-amilaznak, emiatt Ujra részt
vesznek a hidrolitikus reakcidban is. A keletkezett, kromofor csoportot
tartalmazd termékek csucsteriileteit dbrazoltam az idé fliggvényében (14.

abra).
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14. abra: Az LDAmy transzglikozilezési reakciojanak vizsgalata CNPG
akceptor ¢és egy napig eldemésztett keményitd tartalmu reakcioelegy
esetében (CNPGs: « CNPG4: m, CNPGs3: ¢, CNPG;: o).

A maltopentaozid ¢és a maltotetraozid mennyisége elér egy
maximumot, majd csokken. Ez arra utal, hogy a keletkezett transzglikozilezett
termékek hidrolizise torténik, melyben maltozid és maltotriozid keletkezik,
melyek mennyisége folyamatosan nd. A bontési kép vizsgalatok soran fény
deriilt arra, hogy a maltozidot az LDAmy nem képes tovabb hidrolizalni,
emiatt fotermékként fog jelentkezni. Mindemellett megallapithatd, hogy az
altalam hasznalt kromatografids moddszerrel a keményitébdl keletkezd
hidrolitikus és szintetikus utvonalon keletkezd termékek jol azonosithatok és
mennyiségiik meghatarozhatd, mig a korabban a Kouadio ¢s munkatarsai altal
publikdlt moddszer esetében csak Osszes termék csucsteriiletének
meghatarozasara van lehetéség [89]. A méréssorozatot megismételtem

ugyanazon koriilmények kozott, de eldinkubalés nélkiil (15. abra).
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15. abra: A transzglikozilezési reakcid forditott fazisu
folyadékkromatografias modszerrel torténd kdvetése soran kapott
kromatogramok 1%-0s keményitd-tartalmi reakcidelegy esetében CNPG
akceptor jelenlétében (kék: 0 perc, piros: 100 perc, zold: 200 perc, rézsaszin:
300 perc).

Ebben az esetben is a transzglikozilezés ¢és a hidrolizis egyarant
lejatszodik, kis tagszamu maltooligoszacharid termékek keletkeznek. Az egy
napig eldinkubalt rendszerrel szemben, ebben az esetben megjelenik a CNP-
maltohexaozid termékként, valamint a CNP-maltopentaozid keletkezése is
Iényegesen megnd. A keletkezett termékek csucstertiileteit abrazoltam az 1do

fliggvényében (16. abra).
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16. abra: Az LDAmy transzglikozilezési reakciojanak vizsgalata CNPG
akceptor ¢és keményito tartalmu reakcioelegy esetében (CNPGg: m, CNPGs: «,
CNPG4: m, CNPGs: ¢, CNPGa: o)

A CNP-maltozid mellett a CNP-maltopentaozid fétermékként jelenik
meg, ami azt jelenti, hogy a keményité bontas nem redukald végi féterméke
maltotetradz, mivel a CNPGs a maltotetradz és a CNPG szintézis iranyu
reakcigjaban johet 1étre egy 1épésben. A CNP-maltopentaozid a bontasi kép
vizsgalatok alapjan hidrolizis reakcidban egyféle produktiv kotddést képes
l1étrehozni az enzimmel, aminek foterméke a CNP-maltozid, mely az inkubalt
reakcioelegy esetében is nagy mennyiségben keletkezik, mint a masodlagos
hidrolizis terméke.

A vizsgalatok kovetkezd részében a célom az volt, hogy kideritsem,
melyik az a legkisebb molekula, amely egy szintézis reakcioban donorként
alkalmazhat6. A gliikoz és maltdéz nem szubsztratja az amildznak, ezért itt
,reverz hidrolizisrél” beszélhetiink, vagyis a megfordithatd hidrolizis reakcio
a szintézis iranyba jatszodik le. Els6 1épésben a gliikdz vizsgalatat végeztem
el. A vizsgalatok soran nem keletkezett transzglikozilezett termék, tehat a

monoszacharid nem alkalmazhat6 donor molekulaként.
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A kovetkez0 potencialis donor jeldlt a két gliikoz egységet tartalmazo
maltoz volt. A maltdéz természetes inhibitora az a-amildzoknak. Els6 1épésben
olyan reakcioelegyet allitottam Gssze, melyben a maltéz koncentracioja 10

mM volt (17. abra).
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17. abra: Az LDAmy szintézis iranyt reakcidjanak forditott fazist
folyadékkromatografias modszerrel torténd kdvetése soran kapott
kromatogramok10 mM maltéz donor és CNPG akceptor esetében (kék: 20
perc, piros: 100 perc, zold: 200 perc, rézsaszin: 400 perc).

A maltoz esetében mar lejatszodik a reakcio, tehat ahhoz, hogy az
enzimhez torténd kotddés és a szintézis megtorténjen, legalabb két cukor
egység tartalmu donor sziikséges. A reakcioban f6 termékként CNP-maltozid
keletkezik. Az OPMA esetében is vizsgaltdk a glukozt és a maltozt
szubsztratként szintézis iranyd reakcidoban, melyben maltooligoszacharid
termékek keletkeztek, azonban egyik szubsztrat sem volt kromofor csoporttal
jeldlve, emiatt nem definidlhato, hogy melyik molekula a donor és melyik az
akceptor [84]. Az altalam végzett vizsgalatokban a detektalhatd termékeknél
az akceptor molekula szerepét mindig a kromofor csoportot tartalmazé CNPG
toltotte be. Természetesen a szabad glikoz ¢és maltoz molekuldk is
kotddhetnek akceptorként az LDAmy aktiv centrumaba, de a detektalt

termékek esetében kizardlag donor molekulaként vehetnek részt az enzim
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reakcioban. Egy maltdéz molekula CNPG akceptorhoz vald kotddése soran
keletkezhet a legkisebb tagszamu kondenzacids termék, a CNP-maltotriozid,
azonban a hidrolitikus reakcio ezt a terméket bontja. Ez az oka annak, hogy a
hosszabb tagszamu maltooligoszacharidok is csak elenyészd mennyiségben
vannak jelen. Az egyensulyi reakciot befolyasold tényezd a reaktansok
novelni probdlva a szintézis iranyu folyamatot. Az eldbbi kisérletet
megismételtem ugy, hogy a reakcidelegy 25 mM maltozt tartalmazott.

jobban érvényesiil. A CNP-maltozid mellett CNP-maltopentaozid jelenik meg
fotermékként. A maltopentaozid keletkezhet CNP-maltotriozid maltdz
egységgel torténd kondenzacidja sordn, mar Osszekapcsolt maltdz
egységekkel 1étrejott maltotetradz és CNPG 6sszekapcsoldsaval vagy nagyobb
tagszamu szintézis iranyt termék kondenzéacids ¢és transzglikozilezési
reakcigjaban. Emellett a CNPGs rész vehet kondenzécios reakcioban, melyben
maltoz egységgel 6sszekapcsolodva CNPG7 keletkezik, illetve a kotddése utan
transzglikozilezési reakcidban is rész vehet. A maltopentaozid egyféle
produktiv kétés modot tud kialakitani, tehat a nem redukéld vég feldl egy
maltotridz egység vehet részt donor molekulaként a transzglikozilezésben
valamilyen szabad vagy kromoforral jelolt akceptor molekuldval és a
transzglikozilezett termék mellett CNPG; keletkezik. A keletkezett termékek

csucsteriileteit abrazoltam az 1d6 fiiggvényében (18. abra).
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18. abra: Az LDAmy szintézis iranyu reakcidjanak vizsgalata soran kapott
termékek csucsteriiletének 1d9 fiiggése 25 mM maltoz tartalmu reakcioelegy
esetében (CNPGe: m, CNPGs: + CNPGas: m, CNPG3s: ¢, CNPGa2: o).

A vizsgalatok kovetkezd részében megkiséreltem 25 mM
reakcioban, azonban a reakcio kovetés soran nem detektaltam terméket.

Abban az esetben, ha nagyobb tagszami maltooligoszacharidokat
alkalmazunk donorként, nagyobb tagszami transzglikozilezett termékek
varhatok, ezért vizsgéalatokat végeztem egy a rendelkezésemre 4ll6 szabad
maltooligoszacharid sorozat segitségével, mely 5-7 gliik6z egyégbdl felépiild
oligomereket (Gs-G7) tartalmazott (40. dbra). A Gs-G7 keveréket alkalmazva
donorként megjelennek nagyobb tagszdmu maltooligoszacharid termékek. A
CNPG2-Gs termékek a masodlagos hidrolitikus reakcio termékei. A termékek

cstcsteriiletének idobeli valtozasat a 19. dbra tartalmazza (7. fliggelék).
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19. abra: Az LDAmy szintézis iranyt reakcidjanak vizsgalata soran kapott
termékek csucsteriiletének 1do fiiggése 10 mg/ml Gs-G7 tartalmu
reakcidelegy esetében: A) A hétnél tobb gliikdz egységet tartalmazd CNP-
maltooligoszacharid termékek cstcstertiletének idébeni valtozasa (CNPGi4:
e, CNPGi3: , CNPG2: m, CNPGy1: », CNPGio: m, CNPGo: ¢, CNPGgs: @),
B) A nyolcnal kevesebb gliikoz egységet tartalmazo CNP-
maltooligoszacharid termékek csucsteriiletének idébeni valtozasa (CNPG7:

, CNPGg: m, CNPGs: = CNPG4: m, CNPG3: ¢, CNPGa2: o).

A CNP-maltozid ilyen reakcio koriilmények kozott is fotermékként
jelentkezik. A CNP-triozid és tetraozid nagy mennyiségben keletkezik, mivel
ezek a  hasitdsi  termékei a  hosszabb  tagszamu  CNP-
maltooligoszacharidoknak. A reakcioidd novekedésével megjelennek egyre
nagyobb tagszamu oligomerek novekvé mennyiségben. Ez azt jelenti, hogy a
transzglikozilezés dominans. Minden megjelend termék potencialis
szubsztratja az LDAmy-nak szintézis és hidrolitikus irdnyban is. Az egyetlen
termék, amelynek a hidrolizise nem lehetséges, a CNP-maltozid, viszont
akceptor molekula lehet transzglikozilezési reakcioban.

A maltotridzzal torténd sikertelen kisérlet miatt a Gs-G7 tartalmu
reakcioelegybdl Osszeallitottam két parhuzamos mintat, melyek egyikébe 25
mM maltotriézt oldottam. A reakcid elegyeket 30 perc inkubacids id6 utan

injektaltam (8. fliggelék). A tapasztalataim alapjan a maltotriéz természetes
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inhibitora az LDAmy-nak, a hdrom tagii maltooligomer hozzdadasaval a

transzglikozilezett termékek csucsteriiletei drasztikusan csokkennek.

4.4.2. A transzglikozilezési reakcio optimalasa

A burgonyabogar eredetli a-amilaz hidrolitikus aktivitasdnak pH
optimumat ¢és termostabilitdsat meghataroztuk kis tagszamu, kromofor
csoportot tartalmazé maltooligoszacharid szubsztratok esetében, azonban
kérdéses volt, hogy ezek a koriilmények megfeleldek-e a transzgikozilezési
reakci6 szdmara. Az optimalast CNPG akceptor €s Gs-G7 donor reakciojaban
végeztem el. A pH optimum meghatarozéasahoz a kiilonb6z6 pH értéken kapott
termékek Osszesitett csucsteriiletét az id6 fliggvényében abrazoltam és kezdeti

sebességeket hataroztam meg (5. tablazat).

5. tablazat: Az LDAmy katalizalta CNPG akceptor ¢s Gs-G7 donor
molekulak jelenlétében lejatszodo transzfer reakcid sebességének pH
fliggése a kiilonbozdtermékekre, ahol a CNPG, termékek legnagyobb

képzddési sebességei kiemelve szerepelnek.

Termék képzOdés sebessége (csucsteriilet/perc)
Termék | pH4 pHS pH6 pH7 pHS8
CNPG, | 0,72 1,03 1,61 0,24 0,00
CNPGs | 0,36 0,25 0,33 0,06 0,00
CNPGy | 0,77 0,40 0,58 0,14 0,04
CNPGs | 0,19 0,12 0,23 0,17 0,07
CNPGes | 0,07 0,04 0,09 0,06 0,02
CNPG7 | 0,03 0,02 0,04 0,02 0,00

A pH valtoztatasa jelentds valtozast okoz a szintézis iranyu reakcio
esetében is. Semleges és enyhén lugos pH értéken a termékek keletkezésének
jelentds csokkenése lathatd. Savas pH értékeken a csucsteriilet értékekben kis
valtozés tapasztalhato. A termékek csucsteriilet 6sszege pH6 értéken 1035,4,
pHS5-n 777,6 és pH4-n 827,5 a 400 percnél torténd mintavétel esetében, tehat,

ha az 6sszes termék keletkezését nézziik, akkor az optimum pH6 érték. A pH
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valtozasa azonban befolyasolja a termékaranyt is. Mig CNPGs-G7 és CNPG»
termékekbol pH6 értéken keletkezik a legnagyobb mennyiség, addig azonos
kozel azonos mennyiségli CNPGs3 keletkezik pH6 és pH4 értékeken és a
CNPG4 termék a legnagyobb mennyiségben pH4 esetében keletkezik. Ezek
alapjan a pH bizonyos mértékben befolyasolja a hidrolitikus ¢és a
transzglikozidaz aktivitds ardnyat, tehat az enzimreakcié termékaranya
szabalyozhat6 a pH megvalasztasaval.

A hidrolizis soran az enzim-szubsztrat intermedier hasitasa egy viz
molekula részvételével torténik. A viz koncentracid csokkentésével elérhetd
lehet, hogy a transzglikozilezési reakcid dominans legyen a hidrolizissel
szemben. Az irodalmi attekintés sordn fény deriilt arra, hogy egyes szerves
oldészerek meghatarozott koncentracioban jotékony hatdst gyakorolnak a
vizsgaltak és eredményeik alapjan a Pseudomonas stutzeri NRRL B 3389
mutans o-amilaz 50% metanol tartalomnal maximalis az enzim aktivitas,
azonban mads alkoholok esetében az enzim aktivitasa csokken [86]. Ez alapjan
kijelenthetd, hogy a szerves olddszer mennyisége €s mindsége is befolyasolja
az enzimatikus szintézis sebességét. Az alkoholok hasznalata olddszerként
hatranyos lehet, mivel az alkoholos hidroxil csoport lehetdséget ad, hogy részt
vegyenek a szintézis irdnyl enzim reakcidban, melyben alkil-glikozid
keletkezhet. Ez a mellékreakcid befolyasolhatja a mérési eredményeket, de a
termékei UV detektalassal nem lathatok. Ennek elkeriilése érdekében
acetonitrilt valasztottam a szerves olddszer hatasanak vizsgéalatdhoz. A
kisérleteimben az acetonitril koncentracié enzim reakciora gyakorolt hatasat
vizsgaltam. A kiilonb6z6 ACN (V/V)%-k esetén kapott termékek

csucsteriiletét az 1d6 fiiggvényében abrazoltam (20. 4bra).
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20. abra: Az LDAmy szintézis irdnyu reakcidjanak vizsgalata sordn kapott
termékek csucsteriiletének szerves oldoszer (V/V)% fiiggése 10 mg/ml Gs-
G7 és 10 mM CNPG tartalmu reakcioelegy esetében: A) CNPG2 B) CNPG3
C) CNPG4 D) CNPGs E) CNPGgs F) CNPG7 termék csucsteriiletének iddbeni
valtozasa (kek: 0 (V/V)% ACN, narancssarga: 5 (V/V)% ACN, sziirke: 10
(V/V)% ACN, sarga: 15 (V/V)% ACN, vilagoskék: 20 (V/V)% ACN, zold:
25 (V/V)% ACN).

Az ACN koncentracid ndvelésével a transzglikozilezési reakcioban egyre

nagyobb mennyiségli termék keletkezik 20 (V/V)%-ig. A 25 (V/V)%-0s minta
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esetében a termékek keletkezésének romldsa tapasztalhatdo. Ez a szerves
olddszer mennyiség mar csokkenti az a-amilaz aktivitdsat. A tapasztalataim
alapjan tehat a transzglikozilezési reakcié pH6 értéken €s a reakcioelegyben
20 (V/V)% ACN jelenlétében éri el a legnagyobb hozamot, 400 percnél
kétszer nagyobb az dsszes termék csucsteriilet értéke, mint a szerves olddszer
nélkiili rendszerben. Figyelembe véve, hogy a kisebb tagszamu CNPG; és
CNPGs; keletkezésének sebessége azonosnak tekinthetd a szerves oldoszer
nélkiili és a 20 (V/V)% acetonitril tartalm( rendszer esetén és hogy 20 (V/V)%
szerves oldoszer alkalmazasdval a nagyobb tagszamu CNPG, (n=4-7)
termékek keletkezése kedvezobb, kijelenthetd, hogy ennél a szerves oldoszer
koncentracional a legnagyobb a szintézis/hidrolizis ardny. Mivel a célom a
szintézis irdnyu reakcid ndvelése volt a tovabbi vizsgalatokhoz célszerti ezeket

a reakcio kortilményeket alkalmazni.

4.4.3. Fémionok hatasa a transzgikozilezési reakcioban

A kiilonbozo alkali-, alkalifold- és atmenetifémek valtozatos hatast
gyakorolnak az a-amildzok mukodésére, novelhetik, illetve csokkenthetik is
az enzim aktivitdsat [85]. Ipari méretli szintéziseknél a reaktorbol
bekeriilhetnek az oldatba, ezért vizsgaltam néhany fémion - réz(II), vas(Il),
cink(II) és mangan(Il) - hatasat a reakcio lefutasara. Ezek az atmenetifémek
fontos szerepet tOltenek be az ¢€l6 szervezetekben. Tobb fehérjében
szerkezetalakitd hatastiak, emellett egyes enzimek aktiv centrumanak a részei.
A vizsgalatokhoz az 5.4. fejezetben optimalt modszert hasznéltam. A négy
fémion tartalmu oldat mellett kontrollként vizsgaltam egy fémiont nem
tartalmazo reakcioelegyet is. Az LDAmy 340 uM réz(I1) koncentracio mellett
denaturalodik, aktivitdsa teljesen elvész. Ez az eredmény egyezést mutat az
OPMA-N ¢és AOPMA-N vizsgalata soran kapottakkal, ahol igaz a teljes

aktivitds nem veszett el, de drasztikusan csokkent réz(Il) jelenlétében [85].
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Cink(II) jelenlétében az enzim aktivitasa jelentdésen lecsokken, a keletkezett
termékek mennyisége a kontroll rendszer 15,2 %-a (6. tablazat), ami nagy
eltérést mutat a Wang €s munkatérsai altal kapott eredményektdl, amelyben a
két moédositott OPMA aktivitas ndvekedést mutatott cink(II) jelenlétében [85].
Vas(Il) hatdsara szintén az aktivitds kismértékli romlasa figyelhet6 meg, a
termékek keletkezése a kontrollhoz képest 70,8 %-ra csokkent. Az imént
emlitett két enzim nem mutatott szignifikdns aktivitdsvaltozast vas(II)
jelenlétében [85].
6. tablazat: A transzglikozilezési reakcio soran keletkezett kromofor

tartalmt maltooligoszacharid szubsztratok csucsteriilet értékei 300 perc
inkubaciot kovetden kiilonbozo fémionok mellett.

Termékek csucsteriilet értékei
Osszes
termék
mennyisége
CNPGy CNPGg CNPG; | CNPGs | CNPGs | CNPGs | CNPG; | CNPG; a
kontrollhoz
képest (%)
kontroll 7,7 16,7 422 160,3 4440 443,0 100,2 562,8 100,0
Fe(II) 4,0 9,3 25,1 95,4 276,8 326,8 67,3 4543 70,8
Zn(1I) 0,6 1,4 49 31,5 80,8 70,5 2,9 78,2 15,2
Mn(II) 8,0 17,6 432 132,1 388,0 508,3 174,4 801,9 116,7

A mangan(Il) az 6sszes termékkeletkezést tekintve jotékony hatassal van a
reakciora, azonban a termékek csucsteriileteit tekintve lathatd, hogy a
legnagyobb tagszamu termékek jelenléte kis mértékben nétt és inkabb a kisebb
tagszamu termékek, maltozid, maltotriozid és maltotetraozid keletkezését
novelte meg, melyek a masodlagos hidrolitikus reakcid termékei, tehat
Osszességében a mangan(Il) mindkét iranyt reakcid sebességét noveli,

azonban a hidrolizisét jobban.

Az elozé kiséretekben alkalmazott fémionok tobbsége az aktivitas
csokkenését vagy teljes megsziinését okozta, azonban kérdéses volt, hogy

kisebb koncentracioban milyen hatast valtanak ki, ezért vizsgalatokat

56




végeztem kisebb, mikromodlos fémion koncentraciok mellett. A

mintasorozatot szintén kontroll jelenlétében vizsgaltam. A kis fémion
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21. abra: A forditott fazist folyadékkromatografiads modszerrel kovetett
transzglikozilezési reakcié kromatogramjai 300 perc inkubéciot kovetden
kiilonboz6 fémion tartalom mellett (kék: kontroll, piros: réz(11), zold: vas(Il),
rozsaszin: cink(Il), sargaszold: mangan(Il)).

crer

crer

veszitett, viszont kevesebb CNPG; keletkezett és kicsivel tobb nagyobb
tagszamu termék, tehat a reakcid irdnyat kissé eltolta szintézis iranyba (7.

tablazat).
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7. tablazat: A transzglikozilezési reakcid soran keletkezett kromofor
tartalmt maltooligoszacharid szubsztratok csucsteriilet értékei 300 perc
inkubéciot kovetden kiilonb6z6 fémionok mellett

Termékek csucsteriilet értékei Osszes
termék
teriilete a
CNPG, | CNPGs | CNPG; | CNPGs | CNPGs | CNPGs | CNPGs | CNPG: | yonirollhoz
képest (%)
Kontroll 7,7 16,7 42,2 160,3 444.0 4430 100,2 562,8 100,0
Cu(In) 10,1 20,7 46,7 162,6 458,7 512,5 112,8 497,6 102,5
Fe(1I) 7,0 14,8 35,3 138,1 398 4373 87,4 491,2 90,6
Zn(1I) 5,7 12,8 30,9 104,7 337 516,5 117,3 656,5 100,3
Mn(1I) 5,8 11,9 27,9 106,3 333,8 406,5 79,5 4584 80,5

A vas(Il) 28 mM koncentrécidban is az aktivitds 10%-os romlasat okozza.
Ezzel szemben a cink(Il) az Osszes termék mennyiségén nem valtoztat,
azonban noveli a CNP-maltozid, CNP-maltotriozid és CNP-maltotetraozid
keletkezésének aranyat a hosszabb tagszdmu CNP-maltooligoszacharid

termékekkel szemben, tehat eltolja a reakcidt a hidrolizis iranyaba.

A mérési eredmények alapjan a 100 pM nagysagrendii &tmenetifémion
koncentraciok  altaldban  nagymértékben csokkentik az  a-amilaz
transzglikozidaz aktivitasat, ezzel szemben a 10 uM nagysagrendben
jelenlévok kismértékii valtozast jelentenek. A kisebb koncentracioban
jelenlévd fémionok koziil a réz(Il) és a cink(Il) kismértékben képes

befolyasolni a termékaranyt.

4.4.4. Kiilonboz6 glikozidok mint potencialis akceptor
molekulak

Az eddigiekben gliik6z egységekbdl felépiild maltooligoszacharid
enzimatikus szintézisét vizsgaltam. Szintetikus szempontbol értékes lenne
olyan di- és oligoszacharidok létrehozasa enzimatikus reakcidban, melyek
kiilonb6zé cukor egységekbdl épiilnek fel. A kisérleteim sordn vizsgalt

vegyiiletek a 4-nitrofenil-B-D-mannopiranozid, 4-nitrofenil-p-D-
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galaktopiranozid, 4-nitrofenil-B-D-xilopiranozid és 4-nitrofenil-B-D-N-Ac-
gliikozaminid, melyek szerkezetét a 8. tablazatban tiintettem fel. Ezeket a
molekuldkat a Debreceni Egyetemen mar kordabban alkalmaztak
transzglikozilezési vizsgalatokban mutdns o-amildzokon [90]. Emellett

felmeriilt a paranitrofenol alkalmazasa is akceptorként.

8. tablazat: A transzglikozilezési reakcidban akceptor molekulaként
alkalmazott cukor szarmazékok neve és szerkezete

Név Szerkezet
Cl
HO
2-klor-4-nitrofenil- o
B-D-gliikopiranozid eV © No:
OH
HO
4-nitrofenil-p-D- OH
. . -0 o NO
mannopiranozid HOTG 2
HO,

HO
4-nitrofenil-B-D- o
. . O NO
galaktopiranozid HO :

4-nitrofenil-p-D- o OONOZ
xilopiranozid 05,%/

Ac-gliikozaminid

HOH,C
4-nitrofenil-p-D-N- %OON%
O

NH-Ac
(Hidroxmetil) fenil- " )
B-D-gliikopiranozid el o
(szalicin) -

Ezek a monoszacharid szdrmazékok a CNPG-vel ellentétben 4-nitrofenil
(PNP) csoportot tartalmaznak, emiatt kromatografias szempontbol eltérd
tulajdonsaguak. A reakcid kovetéséhez hasznalt modszerben ezért meg kellett

valtoztatni az eluens Osszetételt. Vizsgélatot végeztem paranitrofenollal is, de
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nem tapasztaltam termék keletkezését, tehat szintén nem akceptor molekula a
szintézis iranyu reakcioban. A PNP-xilopiranozid a gliikopiranoziddal
hasonlo térszerkezetii, a kiralis hidroxil csoportok térallasa azonos, emiatt a

megfeleld oligoszacharid termékek megjelennek (22. 4bra).

18]
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22. abra: Az LDAmy szintézis iranyu reakcidjanak vizsgalata forditott
fazisu folyadékkromatografiaval, ahol az akceptor PNP- 3-D-xilopiranozid.
A kromatogramok az enzim reakcidban keletkezd oligoszacharid termékek

csucsait abrazoljak (kék: 90 perc, piros: 690 perc, zold: 2880 perc).
A PNP-B-D-mannopiranoziddal, B-D-galaktopiranoziddal és p-D-N-Ac-
gliikozaminiddal tovabbi kisérleteket végeztem, melyekben a fémionok
modositod hatasat vizsgaltam. Ezekhez az 1 ml térfogatu reakcidelegyeket az
5.4. fejezetben leirt modon allitottam Ossze. A PNP-B-D-galaktopiranozid
ezekben az esetekben sem muikodott akceptorként. A PNP-B-D-N-Ac-
gliikozaminid vizsgalata sordn ndvekvO csucsot tapasztaltam, azonban
standard injektalasaval bizonyitottam, hogy a PNP-B-D-N-Ac-gliikkozaminid
lassu izomerizacidja kovetkezik be PNP-a-D-N-Ac-gliikozaminiddd, amelyet
a forditott fazisi oszlop a polaris utdszilanizalds biztositotta hidrofil
kolcsonhatas miatt képes elvalasztani. A PNP-galaktopiranozid 4. hidroxil
csoportjanak térallasa nem megfeleld, hogy az LDAmy képes legyen akceptor
molekulaként befogadni. A PNP-N-acetil-gliikozamidin az N-acetil csoport
miatt nem megfelelé akceptor molekula. A PNP-galaktopiranozid és N-acetil-

gliikozamidin korabbi vizsgalatai soran ugyanilyen eredményre jutottak
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mutans o-amilazok esetében [90]. A PNP-B-D-mannopiranozid bizonyos
fémionok  jelenlétében  akceptor  molekulaként  viselkedik. A
transzglikozilezési reakcio vas(Il), cink(Il) ¢és mangan(Il) jelenlétében
végbemegy. A folyamat lassu, egy nap inkubaciot kovetden a keletkezett
termékek Osszes csucsteriilete az akceptor molekula teriiletének a 0,03%-a (9.
fliggelék).

A tovabbi vizsgalataimban kiprobaltam egy glikoziddz inhibitort, a
szalicint ((hidroxmetil)fenil-p-D-gliikopiranozid), mint akceptor molekulat a
transzglikozilezési reakcidoban, melynek szerkezetét a 8. tablazat mutatja be.
A szalicin megtalalhat6 a természetben, mint ndvényi hormon [99]. A szalicin
egy PB-D-gliikopiranozid egységet tartalmazd monoszacharid szarmazek,
hasonld szerkezetli a vizsgalataim soran eddig alkalmazott CNPG-vel, ezért
varhaté volt, hogy az akceptor molekulaként fog viselkedni a
transzglikozilezési reakcioban. A vegyiilet kromatografias szempontbol eltért
az eddigiektdl, az alifas hidroxil csoport megndveli a polaritasat, igy az eddig
alkalmazott modszerek megvaltoztatdsa volt sziikséges. A szalicint
akceptorként alkalmazva a szintézis iranya reakcid esetében 6t terméket

detektaltam (23. ébra).
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23. abra: Az LDAmy szintézis irdnyu reakcidjanak vizsgalata forditott
fazisu folyadékkromatografias modszerrel, ahol az akceptor szalicin. A
kromatogramok az enzim reakcioban keletkez6 oligoszacharid termékek
csucsait abrazoljak (kék: 5 perc, piros: 325 perc, zold: 1440 perc).

A detektalt ismeretlen termékeket frakcioba gyiijtdttem és meghataroztam az
m/z értékiiket ESI-TOF (elektrospray ionizacid — repiilési idé analizator)

tomegspektrometrias modszerrel (9. tablazat, 10. fliggelék).

9. tablazat: Az LDAmy szintézis irdnyl reakcidjanak soran kapott termékek
frakciojanak ESI-TOF vizsgalata sordn kapott m/z értékei, valamint az
azonositott termékek dsszegképletei. (A ,,szal” jelzés a redukald végi szalicin
egységet jeloli, a ,,Gn”(n=1-5) pedig a kapcsolt gliikdz egységeket)

Vegyiilet Osszegképlet Szamolt molaris m/z
tomeg (g/mol)

Szalicin [Ci3H1307]Na" 309,10 309,34
szal-g [C1oH23012]Na”" 471,15 471,15
szal-G> [C2sH33017]Na” 633,20 633,20
szal-G3 [C31H4s022]Na”* 795,25 795,25
szal-G4 [C37Hs3027]Na” 957,31 957,31
szal-Gs [C43HesO32]Na” 1119,36 119,36

A tomegspektrometrias analizis eredményei alapjan a szalicin alkalmazhato
akceptorként az LDAmy katalizalt szintézis irdny reakcioban. Sikeresen
azonositottam a 2-6 gliikkoz egység tartalmu termékeket. A gliikoz egységek

szaméanak novekedésével a molekulak polaritasa novekszik, emiatt forditott
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fazisu kromatografidban az akceptor molekulandl kisebb visszatartasi
csucsokat kellene kapni, azonban a polarisan utészilanizalt all6fazison a

hidrofil k6lcsonhatasok jobban érvényesiilnek.

A szalicin bizonyitottan a-gliikozid4z inhibitor. Ha a vegyiiletben levo
cukor rész tagszamat noveljik, azok a vegyiiletek képesek kdlcsonhatasba
1épni az a-amildzok aktiv centrumaval, ezaltal potencialis amil4z inhibitorok
lehetnek, ha az enzimes szintézis soran a-(1,6)-glikozidos kotést sikeriil az

oligomer lancba épiteni.

4.4.5. Nem redukalo végi alifas és aromas védocsoportok
hatasa

Az LDAmy transzglikozidaz aktivitasat el6szor a kozépbél extraktum
bontasi kép vizsgalatai soran tapasztaltam BnlGsPNP szubsztrat esetében. A
hasitott nem redukéald és redukald végi termékekbdl transzglikozilezési
reakcioban kiilonb6zo tagszdmi mindkét végén kromofor csoporttal jelolt
maltooligoszacharid szarmazékok jottek 1étre, BnlG,PNP (n=4-7) termékek
voltak detektalhatok. A tovabbi vizsgalatok célja az volt, hogy kideritsem, a
nem redukald végi véddcsoport mindsége befolyasolja-e a kapcsolt termékek
keletkezésének aranyat. A  vizsgalatokhoz rendelkezésemre allt a
korabbiakban mar hasznalt BnlG7PNP ¢és a vele azonos tagszamu, klinikai
diagnosztikaban alkalmazott 2,4-etilidén-4-nitrofenil-O-a-D-maltoheptaozid
(Et-4-G7-PNP). A két szubsztrat a szénhidrat lanc nem redukald végén 1évo
véddcsoport mindségében kiilonbozik. A BnlG7PNP esetében egy benzilidén
csoport az Et-4-G7-NP egy etilidén csoport 1étesit kotést a hetedik gliikoz
egyseég 4. és 6. hidroxil csoportjaval.

A vizsgalatok soran mindkét esetben a kiinduldsi szubsztrat adja a
donor ¢és az akceptor molekulat is. Mindkét szubsztrat esetében megjelentek a

redukalo végi hidrolizis termékek (PNPG,), valamint a nagyobb visszatartasu
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mindkét végén véddcsoportot tartalmazo transzglikozilezett termékek is. Ezen
termékek azonositasa érdekében haromszor 50 ul mintatérfogatot injektaltam

¢s frakciokat gytijtottem (24. abra).
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24. abra: A BnlG7PNP (A) ¢és az Et-G7-PNP (B) bontasi és
transzgikozilezési reakciojanak kovetése soran kapott kromatogramok 302
nm ¢és a BnlG7PNP (C) termékei 200 nm hullamhosszon (kék: 0 perc, piros:
1440 perc). Az ESI-MS méréshez gytijtott frakciok piros vonallal,
szamozassal jelolve.

Négy kiilonbozé frakciot gyljtottem: a BnlG7PNP-nél kisebb
visszatartasu termékeket, melyek varhatéan nagyobb tagszamuak (1), mint a
kiinduldsi szubsztrat, a BnlG7PNP nagyobb visszatartasti termékeit (2),
melyekben vérhatéan a gliikoz egységek szama kisebb, mint hét, az Et-Gp-
PNP termékeket (3) és a BnlG7PNP hidrolizise soran keletkezé nem redukalo
végi termékeket (4). Az ESI-TOF tomegspektrometrids analizis soran kapott
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m/z ¢értékeket ¢és a hozzajuk tartozd Osszegképletet ¢€s szamitott

molekulatomeget a 10. tablazatba gytijtottem (Spektrumok: 11-14. fiiggelék).

10. tablazat: A reakcidelegyekbdl gytijtott frakciok ESI-TOF analizise soran
kapott m/z értékek, az azonositott termékek és a hozzajuk tartozo

Osszegképletek.
. Szamolt
Frakcio Ajgg;éigt)tt Osszegképlet molaris m/z
tomeg

BnlGoPNP [C73H109053NNa" 1870,58 1870,58
BnlGoPNP [Co7H99O4sN]Na" 1708,52 1708,53
BnlGsPNP [C61Hg9O43N]Na" 1546,47 1546,48
BnlG¢PNP [C49Hg9O33N]Na" 1222,36 1222.36

2 BnlGsPNP [C43Hs5902sN]Na* 1060,31 1060,31
BnlG4PNP [C37H49023N]Na" 898,26 898,26
Et-4-G1o-NP [CosH106053N]Na" 1807,55 1807,55
Et-4-Go-NP [Co2HocOssN]Na" 1645,50 1645,50
Et-4-Gs-NP [Cs6HgsO43N]Na" 1483,45 1484,45

3 Et-4-G7-NP [Cs0H76033sN]Na* 1321,39 1322,40
Et-4-G6-NP [C44He6033N]Na" 1159,34 1157,84
Et-4-Gs-NP [C3sHs5602sN]Na* 997,28 998,30
Et-4-G4-NP [C32H6023N]Na" 835,24 836,24

BnlGs [C43He6031]Na” 1101,35 1101,35

BnlGs [C37H56026]Na” 939,30 939,30

4 BnlG4 [C31H46021]Na" 777,24 777,24
BnlG3 [C25H36016]Na” 615,19 615,19

BnlG» [C19H26011]Na" 453,14 453,14

A termékeket Na' ionnal ionizalt formaban sikeriilt azonositani. A
vizsgalt szubsztratokbol azonos tagszamu mindkét végén véddcsoportot

tartalmaz¢ transzglikozilezett termékek keletkeztek.

Vizsgaltam a rovarbél extraktum transzferdz aktivitdsat 7 ¢és 8
tagszamu oligomereken. A transzglikozilezéssel keletkezd Bnl-PNP termékek
aranyat szamitottam az Osszes termékhez viszonyitva a reakcio kovetésére

hasznalt HPLC kromatogramok csucsteriiletei alapjan (25. abra).
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. abra: A rovarbél extraktum szintézis iranyl reakcidjanak vizsgalata A)
BnlG7PNP és B) BnlGgPNP szubsztratokon

A rovarbél extraktum szintézis irdnyl reakciojanak vizsgélata soran
kapott eredmények alapjan 630 perc inkubacids idét kovetéen a BnlG7PNP
esetében 20% a transzglikozilezett termékek Osszteriiletének aranya az dsszes
termék Osszterliletéhez képest, mig BnlGsPNP szubsztraton 12%, tehat a
mindkét végén kromoforral jelolt hét tagu szubsztraton a transzferaz aktivitas
kifejezettebb. A transzglikozilezési reacid folyamatat a 26. dbra mutatja be.
Amikor a szubsztrat produktivan kotddik az a-amilaz aktiv helyéhez, a
gliikozegységek kolcsonhatasba 1épnek az alhelyekkel. A glikozidos kotés
hasadésa atmeneti allapoton keresztiil megy végbe. A redukéld végtermék
disszocial, és kovalens intermedier keletkezik a nem redukalo végtermék ¢és

az enzim részvételével, a glikozid-hidrolazok retenci6s mechanizmusa szerint.
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-4 3-2 -1 #1+42
LO&rmy aktiv centrum

Elsdként disstociibl termék
Bal—G—G—G—G—5—G—G—PNF szubsztrit A nem redikild végl intermedier
Bal —6—G—6—G—G—0G +G—PNP kbt dik ar enzimhez
Bol —6—8—G—0—0G +» G—G—FPNFP
Enl —G—G—G—G +G—G—G—PNP
Bal —G—G—0G + G—G—G—G—PNP

intermedier + akceptor teansrglikorie sett termékek

Bl —=G—=G—0G + G—PNP Bnl —G—G—hG—G—PNP

Bnl = G—G—G—G + G—PNP Bal —G—0—G-—G—G-—-FNP

Bl —G—G—G—0G +G—G—PNPF Bnl —G—G—G—G—G—G—PNP

BNl = G G G G G # G G G PN Bl == G e G G (o G (o = PN

Bl =G GG G=G=G +G—G—G—PNP Bnl —G—G—G—G—G—G—G—G—G—PNP
BNl =G G GG =G # (GG == G== PN P Bl = GG = G === = G= =G = PNP

26. abra: Az LDAmy transzglikozilezési reakcidjanak sematikus abraja,
melyben BnlG7PNP szubsztratbol és az abbol hidrolizissel keletkezd PNPG,
akceptorbol BnlG,PNP transzfer termékek keletkeznek. Az LDAmy aktiv
hely glikonk6td alhelyeit negativ, mig az aglikonk6td helyeket pozitiv
szammal jeldltem.

A heptamer szubsztrattal a kisérletet a tisztitott enzimmel 20 (V/V)%

acetonitril jelenlétében is megismételtem (27. abra).
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27. abra: Az LDAmy szintézis iranya reakciojanak vizsgalata BnlG7PNP
szubsztraton 20 % ACN jelenlétében

A transzglikozilezett termékek csucsteriilet 6sszegének ardnya a teljes termék

keletkezéshez képest 14% 420 perc inkubdcios idét kovetden. Ezen a
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szakaszon nincs lényeges eltérés a tisztitas nélkiili rovarbél extraktumhoz
képest a termék ardnyokban. Négy napos inkubécié utdn az ardny 36%-ra
novekedett. A tobb napos reakcidelegy kromatogramjanak elsé részén
talalhatok a PNPG, hidrolizis termékek, mig a madasodik részében a
szubsztratként alkalmazott BnlG7PNP ¢és a transzglikozilezett BnlG,PNP
(n=4-9) termékek (28. &bra). Az Aaltalam alkalmazott kromatografias
modszerrel a szintézis és hidrolizis iranyu termékek jol llkiilonithetdk

egymastol.
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28. abra: Az LDAmy szintézis iranyu reakcioja BnlG7PNP szubsztraton
négy napos inkubaciot kovetden forditott fazisu folyadékkromatografias
modszerrel vizsgalva
Hogy magyaréazatot taldljunk a megndvekedett traszferaz aktivitasra

Osszevetettik emlds és rovar amildzok szekvencidjat (29. ébra). Az
Osszevetésbe bevontuk azt az amildzszerlinek tekintett rovar eredetli enzimet
(AMYR _DROME), amely az ecetmuslicabdl szarmazik ¢és amelyrdl a
kozelmultban kozoltek transzglikoziddz aktivitdst és ennek magyarazatat a

szekvencia eltérésére vezették vissza [100].

1sMD_1 WGEGWGFMPSDRALVFVDNHDNQRGHGAGGASILTFWDARLYKMAVGFMLAHPYGFTRVM 339
AMYP_PIG WGEGWGFMPSDRALVEVDNHDNQRGHGAGGASILTFWDARLYKVAVGFMLAHPYGFTRVM 354
AMYR_DROME WGTDWGFLPSGQALTEFVDNHDNQRDA---G-AVLNYKSPRQYKMATAFHLAYPYGISRVM 344
lviw WGPEWGLLEGLDAVVEVDNHDNQRTG---GSQILTYKNPKPYKMAIAFMLAHPYGTTRIM 323

XP_023015287.1 WGPGWGLLESGDAVVFIDNHDNQRUD———DNRILTYKNPKPYKAAIAYMLAHPLYTTRIM 342

** K,k e Kou kg ko ok ok ok sokKk k. Kok ok kK

29. abra: A HSA (ISMD) PPA (AMY PIG) az Amyrel, a TMA (1viw) és
az LDAmy (XP 023015287 ) ammosavszekvenmajanak osszehasonhtasa a

crer

konzervalt régio a HSA szekvenciaban aldhtzva.
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Az emlds a-amildzok tartalmaznak egy olyan rugalmas, glicin gazdag
hurkot (C®GHGAGGA?!?), amely a maltooligoszacharid szubsztratok
kotodésekor rendezodik és elmozdul a szubsztrat felé [101]. Ramasubbu és
munkatarsai a flexibilis hurok szerepének felderitése érdekében a HSA-bol
egy delécios mutanst hoztak 1étre, amely ezt a hurkot nem tartalmazta. A hurok
szerepébe betekintést nyerhetink a két enzim akarbozzal kotott
kristalyszerkezete alapjan, amelyek atmeneti allapot analdg strukturat
mutatnak. Az akarbdzt mindkét enzim hidrolizissel, kondenzécidéval vagy
transzglikozilezési reakciokkal modositja. A kinetikai adatok arra utalnak,
hogy a mobil hurok részt vehet a katalizis eldsegitésében az dtmeneti allapot
alatt, a kristalytani adatok pedig azt mutatjak, hogy a hurok szerepet jatszhat
a termékek felszabaduldsdban az aktiv centrumbdl. A 28. &bran lathatéd
szekvencia részletek mutatjak, hogy ez a mozgékony hurok régio hianyzik a
rovar eredetii enzimekbdl, ami egyik oka lehet a megfigyelt transzferaz
aktivitasnak. A mobil hurok hidnyaban a termék kovalens koztitermékbdl
torténd felszabadulasa gétolt/lassu, lehetévé téve az akceptor kotést az aglikon
kotési helyén és a transzglikozilezést. A korabbi irodalmi adatok azt mutatjak,
hogy a His235Glu szubsztitcid az aktiv hely kozelében transzferaz aktivitast
hozott 1étre a Bacillus licheniformis a-amilaz szdmara, amely nem volt
kimutathat6 a vad tipusti enzimben [81]. A szekvencia illesztés azt mutatja,
hogy az Aspl01, ami eredetileg a vad tipusu LDAmy -ban van jelen, és
megfelel a -1 alhelyen taldlhato His101-nek a HSA szekvencidban. Ez a
szubsztitiicid szintén hozzajarulhat az LDAmy megfigyelt transzglikozilacios
képességéhez. Kordbban Ramassubu ¢s munkatarsai leirtdk a Trp58 aminosav
tobb alhelyen bekovetkezd koordinald szerepét a HSA-ban, ahol a TrpS8Leu
mutacid6 csOkkentette az Osszes alhely energidjat ¢és  fokozott
transzglikozilacids aktivitast okozott [102]. A CNPGs szubsztraton kozel 0,5
transzglikozilezés/hidrolizis aranyt talaltak. Az Ala307 és a Gly308 jelenléte
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a mobil hurok részeként sziikségesnek bizonyult a hidrolizishez sziikséges
vizcsatorna kialakitasahoz. A Trp58 az LDAmy szekvencidban is jelen van,
de a mobil hurok Osszetevéi teljesen hidnyoznak. Az LDAmy-ban Asp altal
felvaltott His305 helyzete és megfeleld konformécidja szintén fontosnak
bizonyult a hidrolizis szempontjabol [102]. Ezenkiviil néhany polaris
aminosavat (pl. Tyr232 és Asn250) a HSA aglikonkoté helyei kézelében Phe
helyettesit az LDAmy-ban. A polaris aminosavak az aktiv hely kérnyezetében
sziikségesek a hidrolizishez vizmegkotd determinansokként, mig a Phe
oldallanc felelés lehet a transzglikozilacidért [103]. Erdekes, hogy a
Tyr232Phe helyettesités jelen van az AMYR DROME-ban is, de nincs jelen
a TMA-ban. Ezek az eredmények felvetik annak lehetdségét, hogy a rovar a-

amildzok transzferaz aktivitasa gyakoribb lehet, mint azt korabban gondoltak.

4. 5. A tisztitott LDAmy bontasi képének
meghatarozasa

A tisztitott LDAmy bontési kép vizsgalatat 4-8 gliikkdzegység tartalmua
CNP-B-D-maltooligoszacharid szubsztratokon hajtottam végre [106]. A
szubsztratok bontdsabol keletkezd termékek mindségi €és mennyiségi
meghatarozasat, valamint mennyiségiik idobeli valtozasat forditott fazisu
folyadékkromatografias modszerrel hatdroztam meg. A CNPG, szubsztratokat
1 ml azid-mentes MES pufferben oldottam és a reakciokat mindig 1 pl
LDAmy oldat hozz4adasaval inditottam, melynek koncentracidja 18 uM volt.
A szubsztratok kiinduldsi koncentracioit minden esetben 100 uM korili
értékre allitottam be, hogy a kondenzécios ¢s transzglikozilezési folyamatok
elhanyagolhatok legyenek. A keletkezd termékek aranya megadja a hasitott
glikozidos kotések helyét €s azt, hogy az enzim az adott glikozidos kotést
milyen gyakorisdggal hasitja, tehat a BCF értékét. A BCF értékek

megmutatjak a vizsgalt szubsztratok produktiv kotddési modjait. A bontasi
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kép meghatarozasa soran csak a kromogén, redukalo végi termékek valtozasat
lehet idében kovetni, melyek aranyat a 11. tdblazatban tiintettem fel.

11. tablazat: Az LDAmy katalizalt hidrolitikus reakcié BCF értékei a
kiilonb6zé CNP-maltooligoszacharid szubsztratok esetében

Szubsztrat CNP-glikozid termékek
CNPG CNPG2 | CNPGs | CNPGq
CNPG4 0,34 0,47 0,19
CNPGs 1,00
CNPGg 0,70 0,30
CNPG7 0,39 0,40 0,21
CNPGg 0,30 0,30 0,39

Az LDAmy-nak egyediilallo6 hasitdsi moddja van a CNP-
maltooligoszacharid szubsztratokon. A CNP-maltozid 0,47 és 1 kozotti
aranyban keletkezik a rovidebb lanct szubsztratok bontdsa soran, ez alapjan a
nem-redukald végi termékek maltdz, maltotriéz €s maltotetradz. Ahogy no a
maltooligoszacharid lanc hossza a maximalis hasitasi frekvencia eltolodik a
nem redukald vég felé. A CNPG; és CNPGs esetében a dominans nem-
redukald végi termék a maltotetradz lesz. A CNP-maltoheptaozid esetében a

CNPG; ¢s CNPG3 azonos mennyiségben keletkezik.

A CNP-maltotetraozid katalitikus hidrolizise soran hirom fétermék
keletkezett: CNP-B-D-gliikopiranozid, maltozid ¢és maltotriozid. A
differencidlegyenleteket ennek megfelelden a kiinduldsi szubsztrat, valamint

a harom termék idébeli valtozasara irtam fel (1-4 egyenletek).

d[Ss] _

a —ka3[Sa] — ka2[Sa] — k41 [S4] €,
dg?] = kys3 [54] - k31[53] 2
% = k42[S4] )
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asl _ ka1[S4] + k31[S5] 4

dt

A differencidlegyenletek segitségével gorbét illesztettem a mérési pontokra a
Scientist szoftver segitségével, amely lehetdséget ad a reakcidsebességi
allandok numerikus megoldasara a differencidlegyenlet-rendszer alapjan (30.
abra). A gorbeillesztés akkor adta a legpontosabb eredményt, ha a CNP-
maltotriozid hidrolizisét is figyelembe vettem, melynek terméke maltoz és

CNP-B-D-gliikopiranozid.
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30. abra: A CNPG4 bontasi kép vizsgalata soran kiinduldsi szubsztrat és a
illesztése a kisérleti uton meghatarozott pontokra (CNPGs: m, CNPGa: ¢,
CNPG;: o, CNPG: A).

A CNPG3 gorbéjérdl megallapithato, hogy egy maximum érték elérése utan a
termék koncentracidja csokken, ami azt jelenti, hogy a CNPG3; masodlagos

hidrolizisben vesz részt.

A CNPGs bontasanak egyféle redukald végi terméke van, a CNPGo,
emiatt a felirt differencidlegyenlet is 1ényegesen egyszeriibb, mint a CNPG4

szubsztrat esetében (5., 6. egyenletek).
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d[Ss] d[Ss]
d—: = —ks2[Ss] d_: = ka3[Sa] — k31[S5] ()
d[s;]

dt2 = ks [Ss] ©

Az egyféle termék keletkezése arra utal, hogy a CNPGs egy mddon tud
produktivan kétddni az LDAmy aktiv részében. A CNPG; nem szubsztratja a
vizsgalt enzimnek, nem volt mas termék detektalhatd, tehat ebben az esetben

nem all fenn a masodlagos hidrolizis lehet6sége (31. abra).
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31. abra: A CNPGs bontasi kép vizsgalata soran kiindulasi szubsztrat és a

crer

gorbék illesztése a kisérleti iton meghatarozott pontokra (CNPGs: *,
CNPGz: o).

A CNPGg szubsztrat esetében két hasitasi lehetdség van, két redukalo
végi termék keletkezik, a CNPG2 és CNPG;. A differencidlegyenleteket ennek
a két terméknek a keletkezésére irtam fel (7-9. egyenlet).

AN
% = —ke3[S6] — ke2[S6] (7)
dals

Bal = kealSe) (8)
dals

Lol = kealSe) 9)
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A CNPGs kétféle produktiv kotésmodot tud létrehozni az enzim aktiv
részével, viszont a CNPG3; a domindns termék. A vizsgalati id6 alatt nem
tapasztaltam a CNPG3 masodlagos hidrolizisét, nem keletkezett CNP-B-D-
gliikopiranozid (32. 4bra).
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32. abra: A CNPGs bontasi kép vizsgélata soran kiinduldsi szubsztrat és a

crer

illesztése a kisérleti ton meghatarozott pontokra (CNPGs: m, CNPG3: ¢,
CNPGgy: o).

A tagszadm tovabbi ndvekedésével a hasitasi termékek szama is nétt. A
CNPG7 szubsztrat hidrolizisének mar harom redukalé végi terméke
jelentkezik: CNPGz, CNPG3; és CNPGs. Emellett 20 perc inkubéciot kovetden
megjelenik a CNP-B-D-gliikopiranozid is, tehat a termékek maésodlagos
hidrolizisét is figyelembe kellett vennem a differencidlegyenletek felirasakor

(10-14. egyenletek).

d

Eisf] = —ky4[S7] = k73[S7] — k72[S7] (10)
d

EiS:] = k74[S7] — kaz[Sa] — k42[Sa] — k41[S4] (11)
dEiS:] = ky3[S7] + k43[S4] (12)
% = k75[S7] + kaz[S4] (13)
da[s
%: k41[S4] (14)
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A differencidlegyenlet-rendszer annyiban valt bonyolultabbd, hogy
hozza kellett adni a CNPG4 esetén felirt egyenleteket. Figyelembe kellett
venni azt is, hogy a CNPG; és CNPGs; keletkezhet CNPG7 bontdsa soran,
valamint a CNPGs keletkezése utan, annak masodlagos hidrolitikus terméke
is lehet. A CNPG4 mennyisége a reakcio soran elért egy maximalis értéket,

majd csokkenni kezdett (33. abra).
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33. abra: A CNPGy7 bontési kép vizsgalata soran kiindulasi szubsztrat és a

crer

illesztése a kisérleti iton meghatarozott pontokra (CNPG7: , CNPGy: m,
CNPGs: ¢, CNPGz: o, CNPG: A).

A CNPGg bontasa soran a CNPG7 hidroliziséhez hasonl6 tendenciat
tapasztaltam. Ebben az esetben is harom elsddleges hidrolitikus redukalo végi
termék keletkezett: CNPG;, CNPG; és CNPGs. A CNPGs masodlagos
hidrolizisét ezesetben is figyelembe kellett venni (14-19. egyenletek).

d[Sg]

Tat —kgalSs] — kg3[Ss] — ks2[Ss] (15)
dEis:] = kgylSg] — k43[S4] — k42[S4] — k41[S4] (16)
% = kg3[Sg] + k43[S4] (17)
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d[s,]

= kgy[Sg] + kaz2[S4] (18)

Q
QU
LA

[s
ar k41[S4] (19)

A CNPGg bontési eredményeinél is figyelembe kellett venni azt is,
hogy a CNPG; és G3 keletkezhet CNPGg bontasa soran, valamint keletkezhet
CNPG4-bdl is. A CNPGs mennyisége a reakcid soran elért egy maximalis

értéket, majd csokkent (34. abra).
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illesztése a kisérleti uton meghatarozott pontokra (CNPGs: X, CNPG4: m,
CNPG3;: ¢, CNPGa2: o, CNPG: A).

A kinetikai gorbék illesztésével kapott reakciosebességi allandok értékét a 12.

tablazatba gytijtottem.
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12. tablazat: Az LDAmy katalizalt hidrolitikus reakci6 sebességi
allanddinak értéke a kiilonb6z6 CNP-maltooligoszacharid szubsztratok

esetében.
Parameter Reakcidsebességi 4llandé (s!)
CNPGs CNPGy CNPGs CNPGs CNPG4
kg4 8,17* 107
kg3 5,70* 107
ks> 5,93*1 0
k74 1,20%10*
k73 1,99%10
k72 2,00%10*
ke3 1,23*¥10*
ke2 2,89%10*
ks2 2,92%10*
ka3 1,18*107 | 1,67*107 8,22%107°
ka2 5,71%107° | 1,35*10™* 1,70¥10
ka1 1,99%107 | 1,27*10°° 1,21¥10*
ka1 1,26%107 | 4,57*107 8,40%107
Yk 1,98%10* | 5,18*10* | 4,12*10* | 2,92*10* | 3,73*10*

Az els6 parhuzamos Iépések kinetikai allandoinak aranya jo
egyezésben van a kotés hasitasi frekvencidival (35. dbra), ami azt mutatja,
hogy feltételezett modelliink megfelelé mddon irja le a hidrolizis folyamatat.
A CNPG4 termék szekunder hidroliziséhez ¢s a CNPG4 szubsztrat primer
hidroliziséhez kiszamitott kinetikai konstansok egymastol eltérnek, de a

szimmetrikus hasitast, amely redukal6 ¢és nem redukalé végbdl dimer

termékeket eredményezett, minden esetben hasonldan elényben részesitettek.
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22 46 33

G—G—G—G—A
19 47 34
100
G—G—G—G—G—A
100
29 71
G—G—G—G—G—G—A
30 70
23 38 39
G—G—G—G—G—G—G—A
21 40 39
41 29 30
G—G—G—G—G—G—G—G—A
39 30 30

35. abra: A kotés hasitasi frekvenciai (also, félkovér) €s a reakcidsebesség-
allandok aranya (felsd, dolt) a CNP-maltooligomerek kinetikai gorbéibol
szamitva (ahol A jeldli a CNP csoportot).

Az alhely térkép meghatirozdsdhoz a 36. abran talalhato egyenletet
hasznaltam a szoftveres kiértékelés soran kapott kotéshasitasi frekvencia
értekek felhasznalasaval, ahol a AG.1 az 1+1 alhely kotési energidja, Gx az x
alhely kotési energidja, P, és P a termékek kotés hasitasi frekvenciai,
amelyek abban a kotési modban keletkeztek, amiben a szubsztrat redukald

vége az 1 vagy az +1 alhelyhez ko6tédott.

X w1
3 BCF
il P,
G—G—G—G{-G—-G—-V Pua
Pl
AG ;4 +AG, = —RT *In
. Pt

36. abra: Az a-amildzok mitkodésének abrazolasa, a glikon (-) és aglikon
(+) kotohelyek jelolése a Davies nomenklatira alapjan és alhely energiak
szamitasdhoz hasznalt egyenlet (G: gliikoz egység, ¥ : kromofor csoport)
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a legmegfeleldbb értékeket a mért €s az ujra szamolt kotéshasitasi frekvenciak
alapjan a SUMA program segitségével [58]. A kotOhelyeket a Davies féle
nomenklatira alapjan jeldltem, ahol a hasitasi helytdl az alhelyek a nem
redukalo vég felé negativ, a redukalo vég felé pedig pozitiv eldjelet kaptak
[44]. Az LDAmy alhely térképét 6sszehasonlitottam a HSA [63] és a HSA
[65] alhely térképével (37. abra). A +1, +2 és +3 alhelyek teljes egyezést
mutatnak, inkdbb a glikon alhelyek esetében lathato eltérés. A HSA és a PPA
esetében monoton csdkken a kotési energia a hasitod helytdl tdvolodva, mig az

LDAmy esetében nem ez a tendencia.
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37. abra: Az LDAmy (z6ld), a HSA (kék) és a PPA (piros) alhely térképe. A
szamok az LDAmy latszélagos kotési energidinak értékei, a piros nyil a
hidrolizis helyét jeldli.

Ezek kiilonbségek az aminosav szekvencia kiilonbségébdl adddnak.
Hogy megtaldljam ezeket a kiilonbségeket, az altalam vizsgalt enzimet
Osszehasonlitottam a HSA, a PPA ¢és a kozonséges lisztbogar a-amildz (TMA)

aminosav szekvencidjaval a CLUSTAL program segitségével. A kotohelyek
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kornyezetében levd aminosav szekvencia kiilonbségeket (melyeket félkovér

betiivel jeloltem) a 13. tdblazatban mutatom be.

13. tablazat: Az LDAmy, a HSA, a PPA és a TMA azon aminosavai,
amelyek részt vesznek a szubsztrat kotddésében

Alhely  Aminosav ? (és a pozicidja a HSA-ban)

HSA4" LDAmy PPA TMA
-4 Aspl47 Thr147 Gly147 Glul47
Asnl05 GIn105 Ser105° Met105
-3 Ser163 Vall63 Vall63 Vall63
GIn63 GIn63 GIn63 GIn63
Asp356 Asp356 Asp356 Asp356
-2 Trp58 Trp58 Trp58 Trp58
Trp59 Trp59 Trp59 Trp59
Tyr62 Tyr62 Tyr62 Tyr62
His305 Asp305 His305 Gly305
-1 His101 Asp101 His101 His101
Argl95 Argl95 Argl95 Argl95
Aspl197 Aspl197 Aspl197 Aspl197
His299 His299 His299 His299
Asp300 Asp300 Asp300 Asp300
+1 His201 His201 His201 His201
Glu233 Glu233 Glu233 Glu233
[le235 [le235 [le235 [le235
+2 Tyrl51 Tyrl51 Tyrl51 Tyrl51
Lys200 Lys200 Lys200 Lys200
Glu240 Glu240 Glu240 Glu240

* A szamozas az1SMD HSA szekvencia alapjan tortént
b Az aminosav pozicidja a HSA aktiv helyén [104]
¢ Az aminosav pozicidja a PPA aktiv helyén [105]

A katalitikus aminosavak, valamint az aglikon kotdhelyek aminosavai nem
mutatnak kiilonbséget, ezzel sszhangban a kotési energidk is szinte azonosak.
A burgonyabogar eredetli alfa-amildz -4 alhelyén egy OH-tartalmu treonin
foglal helyet, szemben a HSA-val, ahol egy negativ toltésti aszparaginsav
oldallanc talalhat6. Ez a kiilonbség kis energia valtozasként jelenik meg az

alhely térképen. A -3 kotdhelynél az alhely térkép szerint sincsenek til nagy
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eltérések. Lathatd, hogy a HSA szerin oldallancot tartalmaz, mig ebben a
pozicioban LDAmy valint, egy apolaris aminosavat. A legnagyobb kiilonbség
a -2 alhely kotési energidjaban van, ahol a HSA bazikus hisztidinje helyett az
LDAmyban negativ toltésii aszparaginsav oldallanc talalhatd. Ez magyarazza
a drasztikus kiilonbséget az erre az alhelyre szamolt energidkban. Vilagossa
valt, hogy az LDAmy ¢és a TMA kozott szekvenciakiilonbségek vannak, és a
TMA esetében nagyobb a szekvencia hasonlosdg a HSA-val és a PPA-val az

aktiv hely kornyezetében.
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5. Felhasznalt eszkozok és modszerek

A burgonyabogar larvakat és imdagokat a Debreceni Egyetem
Mezégazdasag-Elelmiszertudomany  és  Kornyezetgazdalkodasi — Kar
Novényvédelmi Intézetének munkatarsai  gyljtotték be. A rovar
emésztdszervét kipreparaltak, majd 250, illetve 500 pl fiziologias sdoldatba
(0,9% NaCl) helyezték. A bél kivonatot tartalmazé oldatot ezutan 30
masodpercig vortexelték, majd 6t percig centrifugaltdk 1000 g-vel 5 °C
homérsékleten. A feliiluszot elvalasztottak €és a vizsgalatokig -20, illetve -80

°C hémérsékleten taroltak.

5.1. Enzimaktivitas mérése spektrofotometrias
modszerrel

A rovarbél extraktumban 1év0 a-amilaz, o- ¢és P-glikozidaz
aktivitasmérését Jasco V-550 spektrofotométerrel valositottam meg.
Szubsztratként 5 mM  koncentracioji  2-klor-4-nitrofenil-4-O-B-D-
galaktopiranozilmaltozidot (GalGoCNP, SORACHIM SA), p-nitrofenil-a-
(Sigma-Aldrich) ¢és p-D-gliikopiranozidot (Sigma-Aldrich) (38. 4bra)
hasznaltam, melyet 50 mM 2-(N-morfolino)-etdnszulfonsav (MES, (Sigma-
Aldrich), 5 mM kalcium-acetat (Reanal), 51,5 mM natrium-klorid (Molar) és
152 mM natrium-azid (Sigma-Aldrich) tartalma pufferben oldottam (pH6)
[94, 95].
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A)

OH OH HO.
4 o o HO.
HO HO s o
HO HO HO =
OH ©
B)

38. abra: A rovarbél extraktum enzim aktivitdsanak mérésé¢hez alkalmazott
szubsztratok szerkezete: A) GalGoCNP B) p-nitrofenil-a-D-gliikkopiranozid
C) p-nitrofenil-B-D-gliikopiranozid.

A pH beallitasahoz 0,1 M koncentracidra higitott sdsavat (Sigma-
Aldrich), ill. 0,1 M natrium-hidroxid (Reanal) oldatot hasznaltam.

A szubsztratok spektrofotometriaval detektalhat6 hidrolitikus termékei
a 2-klor-4-nitrofenol, illetve a p-nitrofenol. Ezek elnyelési maximuma 400 nm,
ezért a méréseket ezen a hullimhosszon valésitottam meg.

A rovarbél extraktum esetében a reakciod elegyeket a kovetkezé modon
allitottam Ossze: 200 pl szubsztrat tartalma MES puffer, 290 ul MES puffer
¢s 10 pl rovarbél extraktum. A reakcidelegyet 5 percig inkubdltam a
mikrokiivettdban, majd mértem az abszorbancia valtozasat. A mérési ido
minden esetben 3 perc volt.

A rovarbél eredeti a-amildz pH fliggésének vizsgalatdhoz a
pufferoldatok pH-jat rendre 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,6; 7 és 8 értékre allitottam be.
A homérséklet a mérések soran 37 °C volt.

A termostabilitds vizsgalatdhoz a reakcidelegyek pH-jat 6 értékre
allitottam és kovettem az o- amilaz aktivitasat. A kisérleteket 20, 25, 30, 38,

45, 50, 55, 65 és 70 °C homérsékleteken hajtottam végre.
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5.2. Rovarbél extraktum bontasi képének
meghatarozasa HPLC modszerrel

Az LDAmy bontasi képének, valamint transzglikozid4z aktivitdsdnak
vizsgalatat folyadékkromatografids modszerrel valdsitottam meg, melyhez
Agilent 1260 infinity II (kvaterner pumpa, automata injektor, diddasoros
detektor) HPLC rendszer allt rendelkezésemre, amihez egy ESA Corona CAD
detektor volt csatolva. A mérések kivitelezéséhez a kovetkezd vegyszereket
hasznaltam fel: acetonitril (Sigma-Aldrich), metanol ((Sigma-Aldrich),
trietilamin (Merck) ¢s HPLC tiztasdgi viz, melyet MilliQ viztisztitd
rendszerrel tisztitottam. A bontasi kép vizsgéalatokhoz hasznalt hét gliikoz
egységet tartalmazé maltoligoszacharid szubsztratokat, a 2-klor-4-nitrofenil-
B-D-maltoheptaozidot (CNPG7) ¢és a benzilidén-2-(4-nitrofenil-B-D)-
maltoheptaozidot (BnlG7PNP) Farkas ¢és munkatarsai allitottal eld f3-
ciklodextrin acetolitikus gytirtinyitdsaval, majd szarmazékképzésével (39.

,
abra) [106].
OH - - -
A OHg . ° ) o 9 "
HO Ho o = on a
HO, OH
OH [ 0,
ON\-OH HON\O _ 3 o NO:
HO T L s on
OH HOO
o) "
OH HO OH
O-JoH OH_ou £O - & 7
HO O’VO?,O e -
HO HO/&\ o
“ t<:\¢ )
=4 " o,
s b

39. abra: Az LDAmy bontési kép vizsgalatai soran hasznalt CNPG7 (B) és
BnlG7PNP (C) szerkezete, melyet B-ciklodextrinbdl (A) allitottak el6 [106]

A bontasi vizsgalatokhoz felhasznalt révidebb tagszamu kromofor

csoportot tartalmazd maltooligoszacharid szubsztratok a maltoheptaozidok
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szintézise soran melléktermékként keletkeztek, melyeket tisztitott forméaban
hasznaltam fel.

A tisztitatlan rovarbél extraktum bontdsi kép vizsgalatanak elsé
Iépésében a CNPG7; szubsztrat hidrolitikus bontdsat vizsgéltam. A
reakcioelegy 1 mg CNPGy-t tartalmazott 1ml azid mentes MES pufferben (50
mM MES, 5 mM Ca(OAc)2, 51,5 mM NaCl (pH6,0). A hidrolitikus reakciot
5 pl rovar emészténedv hozzdadéasaval inditottam. A kiindulasi szubsztrat és
a termékek elvalasztasahoz az alabbi kromatografids modszert hasznaltam:

e  Oszlop: Accucore-aQ (150x2,1 mm, 2,6 pm, Thermo)

e  El6tét oszlop: Security Guard Cartridge Cis (4x3,0 mm)
e Aramlasi sebesség: 0,4 ml/perc

e Inj. térfogat: 5 pul

e Kolonnatér: 30 °C

e  Mintatér: 30 °C

e Eluens: ACN:Viz 7:93 (V/V)%

e  Detektalasi hullamhossz: 302 nm

A BnlG,PNP szubsztratok esetében a két véddcsoport jelentésen
megndveli a maltooligoszacharid szarmazék apolaritdsat, ezért a
kromatografids modszer modositasa sziikségessé valt. A kiindulasi szubsztrat
mellett megjelennek a PNP-maltooligoszacharid termékek, melyeknek
kevésbé apolarisak, mint az azonos tagszamti CNP-oligomerek, valamint a
nem redukald végi benzilidén véddcsoportot tartalmazé termékek, melyeknek
eltér6 a detektalasi hullimhossza. A modszerben tett valtoztatasok az alabbiak

voltak:

e Fluens:
= A:viz

= B: Acetonitril
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t (perc) B %(V/V)
0 5
4 5
5 7
13,5 7
14 30
30 30

e Detektalasi hullamhossz: 200 és 302 nm

5.3. Az LDAmy tisztitasa

Az LDAmy tisztitasi mdédszer kidolgozasdhoz 1 mg/ml PPA oldatot
hasznaltam. Az affinitds kromatografids allofazist az alabbi 1épésekben

allitottam el6 [97]:

crer

hidroxid oldatban, melyhez1,2 ml vizet és 0,8 ml epiklérhidrint adtam
2. 10 perc melegités 90 'C homérsékleten vizfiirddben

3. 1 ¢jszakas inkubécio szobahdmérsékleten

4. Poritas dorzsmozsarban

5. Vizzel, majd felviteli pufferrel torténd mosas (1 M acetat puffer, mely 1 M

ammonium-szulfatot tartalmaz (pHS5,2))
6. Oszlop toltése és tovabbi mosas a felviteli pufferrel

A keményité allofazis stabililitasanak vizsgéalatahoz kiilonbozo

cyey

5;2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,1563; 0,0781; 0,0391; 0,0195 és 0,0098 mg/ml

volt. A sorozat a felviteli pufferben volt oldva. Ezen oldatok 1 ml térfogata
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részletébe 0,1 g keményitdégélt helyeztem. A mintakat 5 napig inkubaltam
szobahdmérsékleten. A keményitdgél hidrolizisét vékonyrétegkromatografias
(TLC) modszerrel kdvettem. Az elvalasztast Whatmann tipusu szilikagélen
hajtottam  végre. Az eluens Osszetétele a  kovetkezd  volt:
butanol:etanol:viz:ecetsav — 10:6:3:0,4. A mintak allapotdt 24 Ooranként
vizsgaltam. A pH fliggés vizsgalatat a felviteli puffer pH-jat 4; 6; 7 és 8 értékre
allitottam be. A PPA pH optimuma 6,9 [107], tehat ennek kozelében varhatod
a legintenzivebb keményité bontds. A mintdkban a PPA koncentracigja
minden esetben 2,5 mg/ml volt. A TLC vizsgalatokat hét nap inkubaciot

hatottam végre.

Az affinitds kromatografias elvalasztast elészor 1 mg/ml PPA
oldataval kiséreltem meg, melybdl 200 ul részletet injektaltam az allofazisra.
Az elvélasztas alatt 1 ml térfogata frakcidkat gyiijtdttem. Az Osszes enzim
koncentraciot a  frakciokban 280 nm  hullamhosszon kovettem
spektrofotometriaval. A frakciok a-amildz aktivitdsat a rovarbél extraktum
vizsgélatakor alkalmazott moddszerrel azonos moddon hataroztam meg.
Kobayashi és munkatarsai elucios pufferként 1 M acetat puffert (pHS,2)
ajanlanak [98], azonban az amiladz aktivitast vizsgalva a kromatografia ideje
nagyon hosszll, a célenzim hosszu, elnyujtott frakcioban érkezik. Ennek a
kikiiszobolése érdekében az elicids pufferhez 10 mg/ml maltozt adtam az a-
amilaz allofazisrol valo leszoritasa érdekében. A felviteli pufferrel addig
mostam a rendszer, mig az 0Osszes fehérje koncentracio lecsokkent a
frakciolkban, ezutan az elicios pufferrel visszanyertem a célfehérjét tiszta
allapotban. A kromatografias eljaras finomitasat kovetéen megkiséreltem az
LDAmy elvalasztasat a rovarbél extraktumbol. A fiziologias sdéoldatban 1évo
extraktum 5 ml részletét 30K ultrasziirdvel 5 °C hémérsékelten és 10000 g-n
toményitettem ¢és ennek a mintdnak 200 pl részletét injektaltam a

keményitdgél tartalmu oszlopra.
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A burgonyabogar o-amildz tisztasagat SDS-PAGE modszerrel
ellendriztem, a Laemmli altal leirt médon [108]. Az SDS-PAGE 8% elvalaszto
gélt és 4% tomorité gélt tartalmazott. A tisztitott enzimhez futtatd puffert
adtak, illetve 5% pB-merkaptoetanolt, majd 5 percen keresztiil forraltdk. A
molekulatomeg markereket a Bio-Rad Laboratories-t6l szerezték be. A
detektalashoz 0,25%-0s Coomassie blue R-250 festék metanol-ecetsav-
desztillalt viz 3:1:6 aranyu elegyét alkalmaztdk, majd a mosast pedig szintén

metanol-ecetsav-desztillalt viz eleggyel végezték.

5.4. Az LDAmy szintézis iranyu reakciojanak
vizsgalata

Az LDAmy szintézis iranyu reakciojat CNP-B-D-gliikkopiranozid,
PNP-B-D-galaktopiranozid  (Sigma-Aldrich), = PNP-B-D-mannopiranozid
(Sigma-Aldrich), PNP-B-D-glilkozaminid (Sigma-Aldrich) és PNP- B-D-
xilopiranozid (Sigma-Aldrich) akceptorok, valamint vizoldhatdo keményitd
(Sigma-Aldrich), gliikoz (Sigma-Aldrich), maltéz, maltotriéz (Sigma-
Aldrich) ¢és egy maltooligoszacharid keverék donorok jelenlétében
valositottam meg. A maltooligoszacharid keverék mindségi vizsgalatat
hidrofil kolcsonhatasi folyadékkromatografias mddszerrel valositottam meg
CAD (Charged Aerosol Detector) detektalassal:

e  Oszlop: Acquity BEH amide (150*2,1mm, 1,7 um, Waters)
e Aramlasi sebesség: 0,3 ml/perc
e  Kolonnatér hdmérséklete: 60 “C
e  Mintatér hdmérséklete: 30 °C
e Eluens Osszetétel:
= A:0,2% trietilamint tartalmazo viz

= B: Acetonitril
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1d6 (perc) B (V/IV)%
0 30
10 40

e Injektalt térfogat: 5 pul
e Detektor érzékenysége: 100 pA
e  M¢érési idd: 20 perc

crer

G7) maltopentadzt, matohexadzt és maltoheptadzt tartalmazott. Emellett

detektalhaté volt kis mennyiségli maltotetradz is (40. dabra). A

c ey

maltohexadz standard (Sigma-Aldrich) injektalasaval végeztem.

o R L e =
d maltoheptadz

I
maltohexadz ‘M

40. abra: A G5-G7 keverék komponenseinek elvélasztasa soran kapott
kromatogram hidrofil kdlcsonhatési folyadékkromatografidval CAD
detektalassal. A kromatografias koriilmények kozott az a és f anomerek
elvaltak egymastdl, ezért a maltooligomerek dupla csucsként jelentek meg.

Az azonositashoz haszndlt maltohexadéz standard koncentracidja a

csucsteriilete 2710,7. A csucsteriiletek alapjan kiszadmoltam a keverék

crer
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14. tablazat: A G5-G7 keverék komponenseinek cstcsteriilete €s

koncentracioja
Komponens Csucsteriilet Koncentracio
(mg/ml)
G4 119,8 0,05
G5 450,7 0,20
G6 615,7 0,28
G7 965.,9 0,44

A kapott koncentracio értékek csak megkozelitdk, a pontos koncentracid
meghatdrozasdhoz minden komponens esetében kalibraciot kellene
végrehajtani.

Az LDAmy szintézis iranya reakciojat a tisztitott enzim bontési kép
vizsgélatahoz hasznalt kromatografias modszerrel kovettem. Elsd 1€épésben
keményité ¢s CNPG tartalmi oldatban vizsgaltam a kromofor tartalma
malooligoszacharid termékek keletkezését. Ehhez keményitébdl azid-mentes
MES pufferben 1%-0s oldatot készitettem, majd 2,2 pm porusméretii
membrannal sziirtem, melynek térfogata 1 ml volt. Két kiilonbozo
reakcioelegyet készitettem. Az elsé esetben a mintaoldat keményitotartalmat
hozzaadasaval és a 10 mM akceptort ezutan adtam hozza. A masik mintaoldat
esetében eldemésztés nélkiil inditottam a reakciot.

A donor molekuldk vizsgalatdhoz 10 mM gliikkozt, 10 és 25 mM
maltozt, 25 mM maltotriozt és 10 mg/ml Gs-G7 keveréket oldottam 10 mM
CNPQG tartalmu 1 ml térfogatia azidmentes MES pufferben. A reakciot minden

crer

inditottam.
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A transzglikozilezési reakcidé pH optimumanak meghatarozasdhoz
azidmentes MES oldatot hasznaltam, melyek pH-jat 4, 5, 6, 7 és 8 értékre
allitottam. A reakcioelegyeket ugy allitottam Ossze, hogy a kiilonbozé pH
értékil oldatok térfogata 1 ml legyen és 10 mg/ml Gs-G7 keveréket, valamint
10 mM CNPG-t tartalmazzon.

A szintézis iranya reakcié szerves olddszer tartalom hatdsanak
vizsgalatdhoz olyan mintdkat allitottam Ossze, amelyek 10 mg/ml Gs-G7
elegyet ¢s 10 mM CNPG donort tartalmaztak, oldoszerként pedig azid-mentes
MES puffert (pH6) €s acetonitrilt (ACN) alkalmaztam, melyek végso térfogata
1 ml volt és ahol az Osszetételek rendre a kovetkezdk voltak: 100 (V/V)%
pufferoldat, 95 (V/V)% pufferoldat és 5 (V/V)% ACN, 90 (V/V)% pufferoldat
¢és 10 (V/V)% ACN, 85 (V/V)% pufferoldat és 15 (V/V)% ACN, 80 (V/V)%
pufferoldat és 20(V/V)% ACN, 75 (V/V)% pufferoldat és 25 (V/V)% ACN.
A fémionok hatdsanak vizsgalatahoz felhasznalt fémsok a kovetkezdk voltak:
CuS04.5H;0 (Reanal), FeS04.7H,0 (Reanal), MnCl,.4H,0 (Sigma-Aldrich),
Zn(Ac0O)2.2H>0O(Sigma-Aldrich). Ehhez, 1 ml mintakat készitettem el6 gy,
hogy 700 pl pH6 értékti azid mentes MES puffert ¢s 200 ul ACN-t
tartalmazzon. Ezekhez a rendszerekhez adtam a kiilonb6z6 mennyiségl és
mindségli fémionok azid mentes MES pufferben oldott 100 pl térfogata
részletét, melyben a fémion tartalmu puffer hozzaadasa utdn a Gs-G7 keverék

A Kkisérletek elsé részében a hasznalni kivant sokat ugy mértem ki,
hogy az adott fémionok az oldat sorozatban a kovetkezd vég koncentracidban
legyenek jelen:

e ccua =340 uM
e  Crean =280 uM
e Cznan =590 uM
e cvmnan =180 uM
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A fémion vizsgalatok kovetkezd részében a mintdkat ugy allitottam
0ssze, hogy azok 790 ul azid-mentes MES puffert és 10 ul fémion tartalmt
azid-mentes MES puffert tartalmazzanak. Az igy késziilt mintdk fémion

koncentrécioja a kovetkezd volt:

® ccum=34uM
®  Crean=28 uM
e Cznap =359 M
e cMnap=18 uM

A szalicin akceptor molekulaként val6 viselkedésének vizsgalatdhoz 1
ml mintakat készitettem el6 ugy, hogy 800 ul pH6 értékii azid-mentes MES
puffert és 200 pl ACN 10 mM szalicint és 10 mg/ml Gs-G7 elegyet
tartalmazzon. A vizsgalatokhoz hasznalt folyadékkromatografids modszer a

kovetkez6 volt:

e  Oszlop: Zorbax SB-Aq (150*4,6mm, 5 um, Agilent)
e  Aramlasi sebesség: 1 ml/perc
e Kolonnatér hdmérséklete: 40 “C
e  Mintatér hdmérséklete: 30 °C
e FEluens Osszetétel:
= Metanol: 2 (V/V)%
= Viz: 98 (V/V)%
e Injektalt térfogat: 5 pul
e  Detektalasi hullamhossz: 270 és 210 nm

o  Meérési ido: 20 perc

A PNP-B-D-mannopiranozid tartalmt reakcidelegyben keletkezd
termékek ,,preparativ”’ elvalasztdsdhoz a kovetkezd kromatografias modszert

hasznaltam:
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e  Oszlop: Supelcosil LC-18 (250*4,6mm, Sum, Supelco)
e Aramlasi sebesség: 1,5 ml/perc
e Kolonnatér hdmérséklete: 40 “C
e Fluens 0sszetétel:
= Acetonitril: 10 (V/V)%
= Viz: 90 (V/IV)%
e Injektalt térfogat: 25 pul

e  Detektalasi hullamhossz: 302 nm

A kiinduléasi szubsztrat és a termékek elvalasztasahoz az alabbi

folyadékkromatografias modszert alkalmaztam:

A nem redukald végi véddcsoport mindségének a transzglikozilezési
reakciora valo hatasat BnlG7PNP és etilidén-4-nitrofenil-a-D-maltoheptaozid

(Et-4-G7-NP, SORACHIM,) szubsztratokon vizsgaltam (41. ébra).
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41. aba: A BnlG7PNP (A) és az Et-4-G7-NP (B) szubsztratok szerkezetének
Osszehasonitasa

A reakcioelegyek 1 ml térfogati azid mentes MES puffer: ACN 8:2 elegyben

crer
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oldat hozzaadasaval inditottam. A reakcid kovetéséhez alkalmazott

folyadékkromatografias koriilmények a kovetkezok voltak:

e  Oszlop: Zorbax SB-Aq (150*4,6mm, 5 um, Agilent)
e  Aramlasi sebesség: 1 ml/perc

e  Kolonnatér hdmérséklete: 40 “C

e  Mintatér hdmérseklete: 30 °C

e Eluens A: acetonitril, eluens B: viz

Id6 (perc) A (VIV)%
0 5
11 15
20 18

e Injektalt térfogat: 1 pul
e  Detektalasi hullamhossz: 200 és 302 nm
e  M¢érési idd: 30 perc

e  Ekvilibracios idd: 5 perc

5.5. Az LDAmy bontasi képének meghatarozasa
HPLC modszerrel

A tisztitott LDAmy bontasi képének vizsgalatdt CNPG. (n=4-8)
szubsztratokon hatottam végre. A reakcioelegyek minden esetben ~100 uM

szubsztratot tartalmazott 1 ml azid-mentes MES pufferben. Az enzim reakcio

cre

inditva. A vizsgédlatokhoz hasznalt folyadékkromatografidss modszer a

kovetkezd volt:

e Oszlop: Venusil AQ_C18 (150*4,6mm, 3 um, Agela)

e Aramlasi sebesség: 0,6 ml/perc
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Kolonnatér hdmérséklete: 40 °C
Mintatér hémérséklete: 30 °C
Eluens Osszetétel:
= Acetonitril: 18 (V/V)%
= Viz: 82 (V/IV)%
Injektalt térfogat: 5 pl
Detektalasi hullamhossz: 302 nm

Meérési 1d6: 20 perc
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6. Osszefoglalas

A doktori munkamban a burgonyabogér szénhidrat emésztésének
megismerését, ezen beliil a rovarbél eredetli a-amildz bontasi képének
vizsgalatat, valamint aktiv centrum szerkezetének meghatarozasat tliztem ki
célul. A rovarbél extraktum spektrofotometrias aktivitas vizsgéalata soran azon
szénhidratbont6 enzimek jelenlétét igazoltam kiilonb6z6 kromofor csoportot
tartalmazo szubsztratok segitségével, melyek a gliikoz egységekbdl felépiild
Osszetett cukrok bontéasat végzik, ezek: az a-amildz, az a- és a B-gliikkozidaz.
Ezek a glikoenzimek nagysagrendileg azonos aktivitassal rendelkeznek a
kozépbél extraktumban.

Az enzim aktivitas vizsgalatokat kovetden meghataroztam a rovarbél
extraktum bontasi képét és dsszehasonlitottam a mar korabban vizsgalt, mas
szervezetbdl szarmazo a-amildzok bontasi képével (PPA, BLA, HSA, arpa
AMY1 és AMY2). Els6 1épésben a redukald végén kromofor csoporttal jelolt
CNPGg7-t alkalmaztam szubsztratként. Ebben az esetben a rovarbél extraktum
bontasi képe hasonlosagot mutatott a PPA bontési képével. Az alkalmazott
szubsztrat esetében nem elhanyagolhatdo, hogy a hasonld aktivitassal
rendelkezd o-gliikozidaznak is szubsztratja, ami a reakcid kezdetétol
konszekutiv mddon bontja nem redukalé vég feldl a kiindulasi szubsztratot és
a termékeket is. A probléma kikiiszobolése érdekében olyan szubsztratot is
alkalmaztam, amely a nem redukalé vég feldl benzilidén véddcsoportot
tartalmaz. Igaz a redukdldo vég feldli hidrolizistermékek ezesetben is
szubsztratjai a-gliikozidaznak, de az els6dleges hidrolizis termékek kizarolag
az a-amilaz termékei. A B-gliikozidaz mindkét esetben csak az a-amilaz és az
a-gliikozidaz hidrolitikus hasitasi reakcio sorozataként keletkez6 CNP-B-D-
gliikopiranozid glikozidos kotésének bontdsira képes. A mindkét végén

kromofor tartalmi maltoheptaozid esetében is arra a megallapitasra jutottam,
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hogy az LDAmy ¢és a PPA bontési képe kozott hasonlosdg van. A bontési
reakciok  vizsgalatdit ezutan végrehajtottam olyan 4-8 tagszamu
maltooligoszacharid szubsztratokon, melyek redukalé vége p-nitrofenil, a nem
redukald vége pedig benzilidén csoporttal voltak jeldlve. A kiilonb6zd
szubsztratok esetében a harom enzim reakcioit egyiittesen kellett szamitasba
venni, ez alapjan készitettem el a kinetikai modellt. A feltételezett modellek
alapjan a reakcidsebességeket leiro differencidlegyenletekkel végeztem el a
kinetikai gorbékre az illesztést. A kapott eredmények azt mutattdk, hogy a
harom enzimnek nagysagendileg azonos a reakcidsebessége az egyes
szubsztratok, illetve a beldliik keletkezd termékek esetében. A hét tagh
szubsztratok vizsgalatakor kapott eredmények az LDAmy ¢és a PPA aktiv
centrum szerkezete hasonldésdgot mutatott, azonban a kisebb tagszdmu
szubsztratok esetében a kotéshasitasi frekvencia értékei jelentésen eltértek
egymastol, tehat a két enzim aktiv centruma mégis eltérhet egymastol.
Emellett a 8 gliikdéz egység tartalmi maltooligoszacharid szubsztrat esetén
megjelentek olyan 0j termékek, amelyek mindkét végén kromofor csoportot
tartalmaztak, ami arra engedett kovetkeztetni, hogy a hidrolitikus reakciok
mellett tortént szintézis iranyu reakcio is.

Az LDAmy tisztitasat affinitas kromatografias modszerrel végeztem
sajat készitésti keresztkotott keményitd gélt alkalmazva allofazisként. Az
elvalasztast spektrofotometrids modszerrel kovettem. A frakciok enzim
aktivitds vizsgalataval bizonyitottam, hogy az LDAmy-t sikeresen
elvalasztottam és a tisztitott fehérje oldat nem rendelkezik a- és B-gliikkozidaz
aktivitassal.

A rovarbél extraktum esetében a bontasi vizsgalatok soran megfigyelt
szintézis iranyu, illetve transzglikozilezési reakciok feltételezhetéen az
LDAmy transzferaz aktivitdsanak koszonhetéek. Ennek a forditott iranyu

reakcionak gyakorlati jelentésége lehet, mivel egy sztereoszelektiv ¢és
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kornyezetbarat utvonalat biztosit az oligomerek szintézis¢hez. Els6 1épésben
vizsgéltam, hogy melyek azok a szubsztratok, amelyek donor molekulaként
jatszhatnak szerepet a reakcidban. Az eredményeim alapjan a legkisebb
tagszamu cukor, amely donor molekulaként funkciondlhat a maltéz. A
nagyobb tagszdmi maltooligoszacharidok rendre részt vesznek a
transzglikozilezési reakcidban, kivéve a maltotriozt, melynél nem volt
megfigyelhetd termék, emellett a jelenléte gatolja a tobbi donor molekula
esetén is a termék keletkezést. A megfeleld donor molekulak megallapitasa
utdn az enzim reakcid pH optimumat hatdroztam meg, aminek az értéke
szintézis iranyban is pH6 maradt. Alacsonyabb pH 4 és 5 értéken a
termékarany valtozasa, valamint az dsszes termék mennyiségének minimalis
csokkenése volt megfigyelhetd, mig a semleges és lugos tartomanyban
drasztikusan csokkent a termékek mennyisége. A szerves olddszer jelenléte
jelentésen befolyasolja szintézis iranyt reakcidé soran keletkezd termékek
mennyiségét. Az eredmények alapjan 20% acetonitril tartalom mellett a
legnagyobb a szintézis/hidrolizis ardany. Ha az acetonitril nagyobb
mennyiségben van jelen, akkor az LDAmy aktivitasa csokken. Az dtmeneti
fémionok csak kismértékii hatast gyakorolnak a reakciora. 0,3-0,6 mM
koncentracié tartomanyban a Cu?’, Zn** és Fe?" aktivitas csokkenést okoznak,
mig kisebb koncentricioban a Cu®'" a szintézis mig a Zn*' a hidrolizis
reakcionak kedvez. A potencialis akceptor molekuldk vizsgalata esetében a
fémiont nem tartalmazé rendszerekben csak a CNP-B-D-gliikopiranozid ¢€s a
PNP-B-D-xilopiranozid alkalmazisaval tapasztaltam termékek keletkezését.
Vas(Il), cink(Il) és mangan(Il) jelenlétében azonban a PNP-B-D-
mannopiranozid is akceptor molekulaként viselkedik, de a szintézis lassu és
nagyon kis mennyiségli kromofor csoportot tartalmazo termék keletkezik. A
PNP-B-D-galaktopiranozid és a PNP-B-D-gliikozaminid a szerkezetiik miatt

nem alkalmazhatok akceptor molekulaként.
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A szintézis iranyu reakcio tovabbi vizsgalataiban a nem redukalo végi
csoport mindségének hatdsat vizsgaltam. A mérési eredményeim alapjan a
nem redukdldo végen etilidén ¢és Dbenzilidén csoportot tartalmazd
maoltooligoszacharidok esetében is keletkeztek transzglikozilezett termékek,
melyeket ESI-TOF tomegspektrometriaval azonositottam.

A kovetkezOkben a tisztitott alfa-amilaz bontasi képét hatdroztam meg.
A méréseket ¢s a kiértékelést 6t kiillonbdzd hossziisagl szubsztraton végeztem
el, amelyek 4-8 cukoregységet tartalmaztak. A CNP-maltoheptaozid és a
CNP-maltooktaozid mar megfeleléen hosszuak ahhoz, hogy olyan termékek
keletkezzenek, melyek szintét szubsztratjai az a-amilaznak, ezek méasodlagos
hidrolizisben vesznek részt. Ez a masodlagos hidrolizis azonos a CNP-
maltotetraozid hidrolizise sordn kapott mechanizmussal. A  kapott
eredményekbdl kiszamitottam a kotéshasitasi frekvencidkat. A CNP-maltozid
valamennyi szubsztratbol keletkezik, ez alapjdan a nem-redukalo végi {6
termékek maltdz, maltotridz és maltotetradz. Ahogy nd a maltooligoszacharid
lanc hossza a maximalis hasitasi frekvencia mindig a tetramer keletkezéséhez
kothetd, igy a CNPGs esetében a dominans termék a redukalé vég felél a CNP-
maltotetraozid lesz.

A kotéshasitasi frekvencia értékek felhasznaldsaval meghatdroztam az
LDAmy alhely térképét. Az a LDAmy a PPA és a HSA alhely térképének
Osszehasonlitdsa soran megallapithatd volt, hogy bar az alhelyek szama
megegyezik az energia kiilonbségek a glikon kotd alhelyeknél jelentdsek.
Ezek eltérések a harom enzim aminosav szekvencia kiilonbségeivel
magyarazhatok. Szekvencia Osszevetést végeztem az LDAmy a HSA a PPA
¢s a kozonséges lisztbogar a-amilaz enzimekre. Az alhely térkép mutatta
energia eltérések minden esetben kithetdek a szekvencidban megjelend olykor
jelentds polaritasbeli eltérésekhez. A burgonyabogar eredetli alfa-amildz -4

alhelyén egy OH tartalmu treonint tartalmaz. Ezzel szemben a HSA-ban levd
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aszparaginsav egy negativ toltésii oldallancot tartalmaz, ami kis energia
valtozasként jelenik meg az alhely térképen. A -3 kotohelynél az alhely térkép
szerint sincsenek tul nagy eltérések. A HSA szerin oldallancot tartalmaz, mig
ebben a pozicioban LDAmy valint, egy apolaris aminosavat, hasonléan a PPA
¢s a TMA-hoz. A legnagyobb kiilonbség a -2 alhely kotési energidjaban van,
ahol a HSA bazikus hisztidinje helyett az LDAmy-ban negativ toltésii
aszparaginsav oldallanc talalhat6. A kapott eredményeim a tovabbiakban
hasznos informéciot nyujtanak a burgonyabogar elleni védekezésben. Az aktiv
centrum szerkezetének ismeretében természetes inhibitorok kereshetok, ill.

segitséget nyujt a szintetikus gatldszerek tervezésében és kifejlesztésében.
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7. Summary

The goal of my doctoral thesis is the uncovering of Colorado potato
beetle (CPB) carbohydrate digestion with emphasis on the action pattern and
the structure of the active site of the CPB a-amylase (LDAmy). I have proved
the presence of three glycosyl hydrolases (a-amylase, a- and B-glucosydase)
in the insect gut extract, using chromogenic substrates for activity
measurements by spectrophotometry. These enzymes have activity of the
same order of magnitude in the gut extract. After the examination of enzyme
activities, I determined the action pattern of gut extract and compared with the
action pattern of human salivary- (HSA), porcine pancreas- (PPA), Bacillus
licheniformis- (BLA) and barley a-amylases (Barley AMY1 and AMY?2).

First of all, I used 2-chloro-4-nitrophenyl B-D-maltoheptaoside as a
substrate. In this case the action pattern of gut extract was similar to action
pattern of PPA. If CNPG; was applied as substrate the activity of a-
glucosidase was not negligible since a-glucosidase also act on that substrate
and products formed in consecutive reactions from the non-reducing end. I
used a substrate, which contains a protecting group at the non-reducing end to
avoid this problem. In this case the reducing end products are substrates of a-
glucosidase too, but primary hydrolysis products belong only to a-amylase
activity. The B-glucosidase can catalyze only the hydrolysis of CNP-B-D-
glucopyranoside, which is the endproduct of the multistep hydrolysis
catalyzed by a-amylase and a-glucosidase. In case of BnlG7PNP substrate |
concluded that there is a similarity between the action pattern of CPB gut
extract and PPA.

Action pattern of the gut extract was examined with 4- to 8 -membered
maltooligosaccharide substrates, which have chromophor groups on both

ends. I created a kinetic model considering the hydrolysis reactions of all the
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three enzymes kinetical curves were fitted according to the hypothetical
modell with the kinetical reaction rate contants describing differential
equations. The reaction rates of the three enzymes were the same order of
magnitude for these substrates. Despite of the action pattern of LDAmy and
the PPA showed similarity on the seven membered maltooligosaccharide
substrates, the bond cleavege frequencies of shorter substates showed
significant differences therefore there should be differences between the active
sites of these two enzymes. Moreover, in case of two chromophore containing
maltooligomer octaoside new products appeared, which contained
chromophore groups on both ends. Based on this observation, I deduced that
besides the hydrolysis synthetic reaction also occured.

The LDAmy was purified by affinity chromatography on a home-made
cross-linked starch stationary phase. The separation was followed by UV-
spectrophotometry. I succesfully purified the LDAmy and the purified enzyme
did not contain glucosidases based on the measurement of enzymes activities
of fractions.

The transglycosylation activity, which was observed in the gut extract
was likely due to a-amylase. This reverse reaction has practical importance
because of it provides a stereoselective and environmentally friendly way of
carbohydrate synthesis. Firstly, I examined which substrates are suitable as
donor molecules. The smallest oligosaccharide was the maltose, which may
be a donor molecule in the synthetic reaction. The larger
maltooligosaccharides participate in hydrolytic and transglycosylation
reactions simultaneously, except the maltotriose, for wich no products were
formed and its presence decreased the amount of products generated from
other donor molecules. pH 6.0. was found as optimum for transglycosylation

reaction. At lower pH values - pH 4 and 5 - the change of product ratio and
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minimal decrease of products amount was observed. At neutral and alkaline
pH values the amount of products decreased.

The presence of organic solvent majorly affected the amount of
products, which arise in the synthetic reaction, the highest the
synthesis/hydrolyis ratio was achieved in presence of 20% acetonitrile. If
acetonitrile concentration was higher than 20% the LDamy activity
significantly decreased.

The transition metal ions have only a small effect on the reaction. In
the concentration range of 0.3-0.6 mM, Cu?*, Zn?> " and Fe? * cause a decrease
in activity, while at lower concentrations Cu? * favors the synthesis while Zn*"
favors the hydrolysis reaction.

I examined which kind of chromogenic monosaccharides are potential
acceptor molecules: In reactions systems, wich did not contain metal iones
products arised only from CNP-B-D-glucopyranoside and PNP-B-D-
xilopyranoside. In the presence of iron(Il), zinc(Il) és manganese(Il) PNP-§3-
D-mannopyranoside behaves as acceptor molecule, but the reaction is slow
and very little amount chromogenic product arise. The PNP-B-D-
galactopyranoside and the PNP-B-D-glucosaminide can not useable as
acceptor molecules because of their structures.

In the further study of synthetic reaction I examined the effect of non-
reducing end groups. My results show, that transfer products arised from
maltoheptaosides containing both ethylidene or benzylidene groups on the
non-reducing end. These products were identified by ESI-TOF mass
spectrometry.

After that I determined the action pattern of purified a-amylase. The
measurements and evaluations were performed on substrates, which contained
4-8 monosaccharide units. The CNP-maltoheptaoside and the CNP-

maltooctaoside are properly long that arising products, which participate in
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secondary hydrolysis. I calculated the values of bond cleavege frequency for
all hydrolytic reactions. The CNP-maltoside arises from each of substrates,
therefore the main non-reducing end products were maltose, maltotriose and
maltotetraose. In the case of longer maltooligosaccharide chain the bond
cleavege frequency always realted to arises of tetramer product, therefore in
case of CNPGg the main reducing end product was CNP-maltotetraoside. On
the basis of bond cleavege frequency values I determined the subsite map of
LDAmy. There are significant differencies between the subsite map of
LDAmy, PPA and HSA in the energies of negative subsites. These differences
arise from the differences of amino acid sequences of enzymes. The
differences in energies are in connection with significant differences of
polarity of amino acids present in sequences of different amylases. A threonine
is located at subsite -4 of the LDAmy bearing OH group. HSA contains a
negatively charged aspartate side chain, which resulted in a small energy
difference between the subsite maps. For the subsite -3, the energy values of
subsite maps do not show too large differences. It can be seen that HSA
contains here a serine side chain, whereas LDAmy contains apolar valine —
similar than PPA and TMA. The largest difference is in the energy of subsite
-2, where HSA contains a basic histidine while LDAmy an acidic aspartate
side chain.

My results can provide benefical informations for defense against
Colorado potato beetle. Understanding the structure of the active site is
important for the search for natural inhibitors and can help in the design and

development of synthetic inhibitors.
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Fuggelék

1. fiiggelék: A rovarbél extraktum BnlG4sPNP szubsztrat bontasi reakcidit

leird differencidlegyenletek és kinetikai gorbék

d[BnlG4PNP]
— = _A'42 x[BnlG4PNP]

dt
d[G4PNP]
————— = —A42 % [G4PNP] — G43 * [GAPNP]

d[G3PNP]
——— = G43 + [G4PNP] - G32 « [G3PNP]
d[G2PNP] |
——7—— = A'42 * [BnlGAPNP] + A42 « [G4PNP] + G32 « [G3PNP] — G21
* [G2PNP]
d[G1PNP]
————— = G21+ [G2PNP] - BG1 * [G1PNP]
d[G1]
= BG1 * [G1PNP]
dt
a00 &2 T T
il :
o N ] = BuiGIPNP
=R o s = G4PNP
A BT e R . : 4 GIPNP
3 - i * GIPNP
S 4 e * GIPNP
14 - I -
3
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2. fiiggelék: A rovarbél extraktum BnlGsPNP szubsztrat bontési reakcioit

leir6 differencialegyenletek és kinetikai gorbék

d[BnlG5PNP] , ,
T = —A'53 % [BnlG5PNP] — A'52[BnlG5PNP]
d[G5PNP]
T = —A53 % [G5PNP] — A52 * [G5PNP] — G54 * [G5PNP]
d[G4PNP]
T = —A42 x [G4PNP] — G43 = [G4PNP] + G54 * [G5PNP]
d[G3PNP] ,
T = A'53 * [BnlG5PNP] + A53 = [G5PNP] + G43 * [G4PNP]
d[G2PNP] ,
— = = A'52x [BriGSPNP] + A52[GSPNP] + A42 * [G4PNP] + G32 » [G3PNP]
— G21 % [G2PNP]
d[G1PNP]
— = G21%[G2PNP] - fG1 + [G1PNP]
dlG1] G1 *[G1PNP
= *
= = BG1 +[G1PNP]
14200 3 T T ]
. 4as7 —"‘H _
% 14071 — 1
ﬁ 14029—3 7
8 ] ]
13986 | -
13943—3 -
s : T
o &0 120 180
IdiEi ( perc ) = BnlG5PNP
e | ‘ « GSPNP
] ] 4 GAPNP
a3 /_' + G3PNP
] ]  GIPNP
T . + GIPNP
:ﬂg 229 J/ 1
g *w—ﬂf
P ]
114 —:——-M;
=7 —;:—.i—~ ---------- Y — . -_—*—_‘—:
e I;-‘ T T
0 &0 120 180
16 ( perc)

122



3. fiiggelék: A rovarbél extraktum BnlG¢PNP szubsztrat bontési reakcioit

leir6 differencialegyenletek és kinetikai gorbék

d[BnlG6PNP] ) , ,
——— - = ~A'64 % [BnlG6PNP] — A'63 * [BnlG6PNP] ~ A'62 * [BnlG6PNP]
d[G6PNP]
—— = —A64x [G6PNP] — A63[G6PNP] — A62[G6PNP] — G65 * [G6PNP]
d[G5PNP]
————— = —A53* [GS5PNP] - A52 » [G5PNP] ~ G54 = [G5PNP] + G65 = [G6PNP]
d[G4PNP] ,
—— = —A42 % [GAPNP] + A'64 » [BniG6PNP] + A64 « [G6PNP] — G43
« [G4PNP] + G54 = [G5PNP]
d[G3PNP]
———— = A'63 * [BulG6PNP] + A63 » [G6PNP] + A53  [(5PNP] — G32
« [G3PNP] + GA3 = [GAPNP]
d[G2PNP]
—— = A'62 » [BnlG6PNP] + A62 * [G6PNP] + A52 » [G5PNP] + A42
« [G4PNP] — G21 = [G2PNP] + G32 * [G3PNP]
d[G1PNP]
——— = G21 % [G2PNP] - BG1 + [G1PNP]
d[G1]
= BG1[G1PNP]
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4. fiiggelék: A rovarbél extraktum BnlG7PNP szubsztrat bontési reakcioit

leir6 differencialegyenletek ¢és kinetikai gorbék:

d[BnlG7PNP] , , ,
—————— = —A'75 « [BnlG7PNP] ~ A'74 * [BnlG7PNP] — A'73
« [BnlG7PNP] — A'72 * [BnlG7PNP]
d[G6PNP]
———— = —A64 x [G6PNP] — A63 » [G6PNP] — A62 * [G6PNP]
— G65 * [G6PNP]
d[G5PNP] ,
——— = —A53 % [G5PNP] — A52 » [G5PNP] + A'75 x [BnlG7PNP]
— G54 * [G5PNP] + G65 * [G6PNP]
d[GAPNP] ,
——— = —A42 % [G4PNP] + A'74 * [BnlG7PNP] + A64 * [G6PNP]
— G43 * [GAPNP] + G54 = [G5PNP]
d[G3PNP]
——— = A'73 x [BulGTPNP] + A63 * [G6PNP] + A53 * [G5PNP]
— G32 * [G3PNP] + G43 = [G4PNP]
d[G2PNP] |
————— = A'72 [BniGTPNP] + A62  [G6PNP] + A52 * [G5PNP]
+ A42 « [GAPNP] — G21 = [G2PNP] + G32 = [G3PNP]
d[G1PNP]
———— = —BG1*[GIPNP] + G21 * [GZPNP]
d[G1]
—— = BG1+[G1PNP]
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5. fiiggelék: A rovarbél extraktum BnlGsPNP szubsztrat bontési reakcio
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6. fiiggelék: A transzglikozilezési reakcid forditott fazisu
folyadékkromatogratias modszerrel torténd kdvetése soran kapott
kromatogramok 1%-os keményité tartalmu reakcidelegy esetében (kék: 0
perc, piros: 100 perc, z61d: 200 perc, rozsaszin: 1440 perc), amelyben az

akceptort egy nap inkubaciot kdvetden adtam hozza.

CNPG2

CNPG

—AJ

7. fiiggelék: Az LDAmy szintézis irdnyu reakcidjanak forditott fazist

/v

folyadékkromatografias modszerrel torténd kdvetése soran kapott
kromatogramok 10 mg/ml Gs-G7 keverék és CNPG akceptor esetében (kék:
0 perc, piros: 120 perc, zold: 240 perc, rozsaszin: 360 perc).

CNPG2
CNPG

CNPGH4

CNPGS5
CNPG3

g =G ;

CNPG6

CNPG12
|| CNPG11
/| CNPG10
| CNPG9
J' CNPGS
> CNPG7
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8. fiiggelék: A Gs-G7 donor és CNPG akceptor tartalmu kontroll (kék) és 25
mM maltotrioéz (piros) tartalmu reakcidelegyek 30 perces inkubaciot koveto
injektalasa soran kapott kromatogramok forditott fazist

folyadékkromatografias modszerrel.

0o

9. fiiggelék: Az LDAmy szintézis irdnyu reakcidjanak vizsgélata forditott
fazisu folyadékkromatografias modszerrel PNP-mannopiranozid akceptor és
vas(II) ion jelenlétében. A kromatogramok az enzim reakcioban keletkezd

oligoszacharid termékek csucsait abrazoljak (piros: 0 perc, kék: 4 nap)

[ DADT A Sig=302.4 Ref=600,80 (D'\CHEM32\1\DATAIHAMORI21022201.0)
] DAD1 A, Sig=3024 Ref=600.80 (D CHEM32:1 DATAHAMORI21021801.0
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10. fiiggelék: Az LDAmy szintézis iranyu vizsgalata sotan kapott termékek

tomegspektruma. Az akceptor molekula szalicin volt.

[C13H1507]Na* [C19H28012]Na*
m— CasHss017]Na*[C31HagO2]Na*
| [ ” ‘35 e e [C37H53027INa*
T PR I i s v OO | | L
» [Ca3HegO32]Nat
S ik o \ M\ l mn‘l hu.\ .L‘\ JL mn mmm\l‘ A i { . \ A PG
11. fiiggelék: A BnlG7PNP transzglikozilezési reakcidjaban keletkezd
BnlG,PNP (n=8-10) termékek tomegspektruma
‘ﬁtenssﬁ [C51H39043N]N3+ hamori_000006.d: +MS, 1.0-1.1min #91-100)
X108
1.257 1546.4750
1.00]
0.751
0.50 [Ce7HagO4aN]Na*
0.25 14004170 17085271 [C73H1000s3N]Nat
0.00 L A h 1473.9474 L i N | 1870;15797
’ 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 miz
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12. fiiggelék: A BnlG7PNP transzglikozilezési reakcidjaban keletkezd

BnlG,PNP (n=4-6) transzglikozilezett termékek tomegspektruma

Intens, hamori_000004.d: +MS, 1.0-1.1min #57-64
x10

6 619.6673 [Ca3Hge02sNINa*

898.2580 [Cs5H7903aN]Na*
41 [CasHosOszNINa* 1222.3636
1060.3108
2
L 700.6931 810.2267 976.2755 11388099 135833k
(RS W St e it SRNNSRNSUS | W NSNS NS VY| SRS 'S SN | S
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 m/z

13. fiiggelék: Az Et-4-G7-NP transzgliozilezési reakcidjaban keletkezd

termékek tomegspektruma

Intens. hamori_000002.d: +MS, 1.3-L4min #120-129
x106
1.0 669.6875
52 836.2443 1322.4032
gol al . l o oTEE0 1645.4985 1970.1038
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 miz
X10 hamori_000002.d: +MS, 1.3-1.4min #120-129
[C32H4s023N]Na*
37 g36.2043
2 [CagHsc02eN]Na*
1 s 998.2976 1076:3150
ol wll 8767899 - 1 N ,Hl
825 850 875 900 925 950 975 1000 1025 1050 1075 miz
X109 hamori_000002.d: +MS, 1.3-1.4min #120-129)
15 CaaHas033NINa*"
[ Al ] 2 1238.8695
10 1157.8432
0.5 1279.3822
1128.2557 ;
0.01, 1112-2783‘ ! . Iy ﬁ‘ || . 1198:3'558 m . Il nl L. : I " \ll !
1100 1120 1140 1160 1180 1200 1220 1240 1260 1280 miz
5 hamori_000002.d: +MS, 1.3-1.4min #120-129)
o [CsoHysOssNINa* amor .
3 1322.4032
2
1 1311.9071
0 L da i AM I 15390a4s 13383758
1305 1310 1315 1320 1325 1330 1335 1340 1345 1350 miz
x104 hamori_000002.d: +MS, 1.3-1.4min #120-129|
6
14009222
1452.3616 [CssHss043N]Na*
14844533
2 1374.7483 1300 conn ‘ e Tyre— h
0 ‘ﬁhk I“\-m \||Iu. . I i i teit i A bop "] x 1y \\\.
1360 1380 1400 1420 1440 1460 1480 1500 miz
x104 hamori_000002.d: +MS, 1.3-L4min #120-129)
41 [CerHoeOagNINa" [CssH10s0s3NINa*
R 1807.5496
2 1700.1852 RiBieds 1889.0770
1848.5626 19295894
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1700

1750 1800
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14. fiiggelék: A BnlG7PNP hidrolitikus reakcidjaban keletkezé BnlG, (n=1-

6) termékek tomegspektruma

)(1057 hamori_000003.d: +MS, 1.1-1.1min #62-63|

1:25 478.1332
1.003

:
0751 381.2973 [CasHa2601:]Na

353.2662 397.1069 453.1366
0507

0.257 256.0979 301.1410

T O P i ) \‘\‘1 _

L |
250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 m/z
x104 hamori_000003.d: +MS, 1.1-1.1min #62-63]

559.1594
27 [Ca5H2601¢]Na"

615.1894
721.2122
| 739.6054 |‘
b i L

0 o ‘|I| ) T g ‘hr‘ i ‘|\u‘ ‘M\‘ul‘ B SN VS| PR ‘j\u\.‘ T AN
550 575 600 625 650 675 700 725 750 m/z
)(105' hamori_000003.d: +MS, 1.1-1.1min #62-63
1.259 [Ca1Has021]Na*

100l 777.2419 [Ca7Hs6026]Na*

939.2948

640.1858 693.2067

‘l \I 582.5803
Ll

0.501 855.2594

U253 ‘ 793.216: ‘ ‘
0.001_739:6054 ‘l‘ i L L 883.2835 907.2001 |\.|

: 989.3064 i
750 800 850 900 950 1000 miz
x1047 hamori_000003.d: +MS, 1.1-1.1min #62-63
1.259 [CaaHse031]Na*

1.004 1017.3118 101344

1232.8875
1151.8607 1313.9130
989.3064

13949397
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