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1. Bevezetés

1.1 a-Amilazok el6fordulasa és jelentosége

Az o-amildzok széles korben elterjedt enzimek, melyek csaknem minden €16
szervezetben megtalalhatoak: Archea fajokban,0 baktériumokban, gombakban, névényekben,
allatokban ¢és az emberben egyarant. Nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a szénhidrat-
anyagcserében, a ndvényi amilazok a tartaléktapanyagként raktarozott keményitd hidroliziséért
felelosek, az allatok és az ember esetében is a taplalékkal felvett poli- és oligoszacharidok
lebontéséban szerepelnek.

Az a-amilazok jelentdségét széleskorli felhaszndldsuk is mutatja. A vilagszerte ipari
felhasznalas céljabol eldallitott enzimek megkozelitdleg 30%-at az a-amildzok teszik ki. Az
iparban a keményitd ipari méretli hidrolizisére haszndlnak elsésorban mikrobidlis eredetii
a-amilazokat. Nélkiilozhetetlen enzimek szamos, a keményitd felhasznalasan alapuld eljaras
soran az ¢lelmiszeriparban, a papiriparban, a tisztitoszerek gyartasaban, a textiliparban, a
szennyvizkezelési eljardsokban és a biolizemanyagok eldallitdsdban. A keményitd hidrolizise
révén keletkezd termékelegy Gsszetétele nagyban fiigg az enzim eredetétdl, specificitasatol, pH
¢s homérsékleti optimumatol, ezért az utdbbi években szdmos torekvés iranyult az ipari
felhasznélasu enzimek tulajdonsagainak és termékmintazatanak célzott megvaltoztatasara. Az
arpa (Hordeum vulgare) a-amilaz izoenzimek (AMY1 és AMY2) szerepe soripari
felhasznalasuk miatt jelentés. Az emberi szervezetben a human nyal o-amilaz (HSA) és a
human pankredsz o-amilaz (HPA) enzimek felelosek a taplalékkal felvett szénhidratok
emésztéséért. A szérumban és a vizeletben mérhetd a-amildz szint meghatarozasa fontos a
hasnyalmirigyet és a nyalmirigyeket érintd rendellenességek ¢és bizonyos betegségek
diagnosztizalasdban. Az a-amilazok gatlasa fontos lehet a vércukorszint csokkentésére irdnyulod
diétas étrend kialakitasakor. Az emésztérendszerbdl felszivodd szénhidratok mennyiségének
csokkentése fontos példaul a hyperglycaemia, a diabetes és az elhizas kezelésében is, amire

a-amilaz inhibitorokat is hasznalhatnak, ezért az a-amildzok a gyogyszertervezés célpontjai.

1.2 a-Amilazok miikodése

Az o-amildzok (a-1,4-gliikkdn-4-gliilkanohidrolazok; EC 3.2.1.1) a glikozid hidrolaz
enzimek 13. csaladjaba tartoznak (GH13) és a GH70. és GH77. csaladokkal egyiitt alkotjak a
glikozid hidrolazok H klanjat, melyet mas néven a-amilaz csalddnak is neveznek.

Az o-amilazok a keményitdé és a keményitdvel rokon szerkezetli poli- ¢és

oligoszacharidok a-(1—4) glikozidos kotéseinek hidrolizisét katalizaljak az o-anomer



konfiguraciot megtartd6 mechanizmussal. Az endo modon torténd tamadas révén a lanc
belsejében 1évé glikozidos kotéseket az a-anomer konfigurdcid megtartasaval hasitjak
mono- vagy oligoszacharidok szabadulnak fel. Katalitikus mechanizmusuk kettOs
behelyettesitésen alapul (,,double displacement mechanism”). A glikozidos kotések hidrolizise
megfordithaté folyamat, igy a glikoziddzok nemcsak a glikozidos kotések hidrolizisét
katalizalhatjak, hanem képesek azok létrehozasara is. Az utobbi években szdmos esetben
alkalmaztak o-amilaz enzimeket oligoszacharidok szintézisére, mert a kemoenzimatikus
modszerrel, transzglikozilezéssel torténd szintézis egyszerii modon teszi lehetévé jol definialt
oligoszacharidok eldallitasat.

Az AMY1 o-amildz esetében szdmos esetben végeztek irdnyitott vagy random
mutagenezissel végrehajtott enzimmodositasokat, melyek vagy a szerkezet-funkcid
Osszefliggések mutacids analizissel torténd vizsgalatara vagy a specifitds, az aktivitas vagy a
termékmintazat megvaltoztatasara iranyultak. A vad tipust és a mutans AMY1 a-amilazok
esetében is tapasztaltak transzglikozilezést, azonban az AMY1 és az AMY2 esetében sem
tanulmanyoztak részletesebben a transzferdz aktivitast ¢és annak felhaszndlhatdsagat

enzimatikus szintézisekben.

1.3 a-Amilazok szerkezete

Az a-amilazok egyetlen polipeptidlancbol allé enzimfehérjék. Harmadlagos szerkezetiik
alapjat a (P/a)s-hordd szerkezetii katalitikus domén (A domén) képezi. A B domén az A
doménbe illeszkedik és a (B/a)s-hordd szerkezet B3-reddje €s a3-hélixe kozotti hurokrégidoban
helyezkedik el. Az A és B domén kozotti arokban talalhatd szubsztratk6td helyeket a hordd
szerkezetet alkoto B-reddket és a-hélixeket 6sszekotd hurokrégiokban elhelyezkedd aminosav
oldallancok alakitjdk ki. A katalitikus aminosavak szintén ezekben a hurokrégiokban
helyezkednek el. Az enzimek specificitasa kozotti kiilonbségek a szubsztrattal valod
kolcsonhatasok kialakitasaért felelés hurokrégiokon beliili eltérésekbdl és a B domén
hosszusaganak, szekvencidjanak és masodlagos szerkezetének eltéréseibdl is adodnak. A
fehérje C terminalis részén helyezkedik el a C domén, kozvetleniil az A domént kdvetéen. A C
domén 6nallo katalitikus aktivitassal nem rendelkezik, de fontos szerepe van a fehérjeszerkezet
stabilitasdnak kialakitasaban és foldingjaban, tovadbba az enzim-szubsztrat kodlcsonhatdsok

kialakitasaban.



1.4 a-Amilazok alhelyszerkezete, aktiv centrum térképezés

A glikozid hidrolaz enzimek az oligomer vagy polimer szubsztrat egy-egy monomer
egységével az egyes szubsztratkotd alhelyeken alakitanak ki kolcsonhatast. A szubsztratk6té
alhelyekre vonatkozo, Davies és munkatarsai altal bevezetett nevezéktan szerint az alhelyek
szamozasa a katalitikus helytdl balra a nem-redukald vég (vagy masnéven glikon-koté helyek)
felé kiindulva negativ szamokkal torténik, a redukald vég (vagy masnéven aglikon-kotd
helyek) felé jobbra az alhelyeket pozitiv szamok jelolik. A szubsztratkoto hely kialakitasaért
felelés hurokrégiok nagymértékli valtozatossagot mutatnak az a-amilazok kozott, a
szubsztratkotd arok szerkezete, a szubsztratkotd alhelyek szama és azok felépitése az egyes
enzimekre jellemzdé tulajdonsdg. Az alhelytérképezés az aktiv centrum szubsztratkotd
helyeinek vizsgdlatdra, az enzim és a szubsztrat kozotti kolcsonhatasok kvantitativ modon
torténé meghatarozasara iranyuld eljaras. A megbizhato alhelytérképek elkészitéséhez
megfeleld szubsztratokra van sziikség. Ilyenek a 2-klor-4-nitrofenil maltooligoszacharidok
(CNP-B-D-MOS) is, melyek vizben jol oldo6do, kis molekulatomegii, jol azonosithato,
kromogén molekulak. A hasitasi terméket ado, azaz produktiv k6tdmodban kot6dé oligomer
szubsztratok valamely a-glikozidos kotése atfedi a hasitasi helyet, ami a kotés hidroliziséhez
vezet. Az endo modon hatd enzimek esetében a lancon beliili kotések hasitasa, a kiilonbozo
kotési modoknak kdszonhetden Osszetett termékmintazatot eredményez. A bontési kép alapjan
meghatarozhaté a kiillonb6zé produktiv komplexek kotéshasitasi gyakorisdga, mely
felhasznalhato lehet az alhelyek kotési energiainak meghatarozasara. A SUMA (,,Subsite
mapping of a-amylases”) szoftver az oligomer szubsztratok kotéshasitasi frekvenciait hasznalja
az alhelytérképek szadmitasdhoz, mely az Allen és Thoma 4ltal kidolgozott termékmintazat-
elemzésen alapulé moédszerre épiil. Megadja az alhelyek szamat, a hasitohely pozicidjat és az
egyes szubsztratkotd alhelyek latszolagos kotési energia értékeit. Az alhelyek kozott
megkiilonboztethetiink  kotdhelyeket ¢és gatalhelyeket. Eldbbiek esetében a negativ
energiaértékek az alhelyeken az enzim ¢és a szubsztrat kozott vonzo koélesonhatast, utdobbaik
esetében a pozitiv energiaértékek taszitd kolcsonhatast jelentenek. A mutaciok hatasara
valtozik a termékmintazat, ezért a megvaltozott bontasi képekbdl szdmolt energiaértékek
eltérnek a vad tipusu enzimétdl, tehat az aminosavcserék az enzim alhelytérképének
megvaltozasat is okozzak. A kotéshasitasi frekvenciakon alapuld alhelytérképezés modszerét

szamos vad tipusu és mutans a-amildz enzim esetében alkalmaztak mar sikeresen.



1.5 Az AMY1 szubsztratkoto helyei

Az AMY1 fehérje felszinén elhelyezkedd hosszu szubsztratkotd arok 8 glikon és 4
aglikon-kot6 helyet tartalmaz a 12 alhelyb6l all6 alhelymodellnek megfeleléen. A
szubsztratkotd arok végein a glikon és az aglikon-kotd helyeket gatalhelyek szegélyezik (—8)
(+3) (+4), tovabbi belso gatelhelyek talalhatok a —5 és a —3 alhelyeken. A nagy affinitdsu —6
alhelyen (-12,4 kJ/mol) a 105 oldallanc hidrofob kdlcsonhatas révén rogziti a szubsztrat gliikoz
gylrajét, mig a T212 a +4 alhely kialakitasaért felelds. A V47 és Y105 aminosak egyiittesen
koordinaljak a szubsztrat aktiv helyre torténd belépését. A szubsztrat oligomer itt mintegy
félkor-alakban veszi koril a V47 és az S48 aminosavakat, ezért mindkét aminosav tobb
glikonkotd alhely kialakitdsdban is szerepel.

Az amilolitikus enzimek nemcsak a szubsztratk6té arokban, hanem az aktiv helyt6l
tavolabb, az enzimmolekula felszinén elhelyezkedd masodlagos kotohelyeken is 1étesithetnek
kolcsonhatast a szubsztrattal. Az AMY1 aktiv helyétdl tavol tovabbi szénhidratkoté helyek
talalhatok: a keményito szemcse-kotd hely (,,starch granule binding site”) €s a cukorcsipesz (,,a
pair of sugar tongs”). Ezek 6nall6 katalitikus aktivitdssal nem rendelkeznek, de a szubsztrattal
kialakitott tobbszoros kolcsonhatasok révén fontos szerepiik van az enzim mikodésében. A
keményitd szemcse-kotd helyen a szubsztrattal vald ,,stacking” kolcsonhatasok kialakitasaért a
W278 és W279 aminosavak felelések, mig a cukorcsipesz kotéhelyen a Y380 ¢és a H395
aminosavak kulcsfontossaguak.

Az enzim szubsztratkotd helyének vizsgélatira és a szerkezet-funkcid Osszefiiggések
felderitésére szdmos lehetdség van. Ilyen modszer lehet az enzim aminosavainak iranyitott
vagy random mutagenezissel, vagy kovalens modositasokkal torténd megvaltoztatdsa. A
modositast kovetden elvégzett aktivitas- és kinetikai mérések informacidt adnak a modositott
aminosavak enzimmiikddésben betdltott szerepérdl. Az aktiv centrum térképezés modszere az
egyes modositasok kotéshasitasi frekvencidkra vagy kotési energidkra gyakorolt hatdsanak
Kimutatasara alkalmas. Tovabbi hatékony modszer az enzim szubsztrattal vagy inhibitorral
kristalyositott komplexérél késziilt kristalyszerkezeti adatok elemzése. Az enzimfehérjék
haromdimenzids (3D) szerkezetének molekuldris modellezéssel torténd analizise lehetdséget
biztosit a szubsztrat kotésében szerepld aminosavak felderitésére és az enzim és a szubsztrat
kozotti kolesonhatasok vizsgalatara. Szamos esetben hasznaltak bioinformatikai modszereket
az a-amilazok vizsgalatara, azonban nem ismert olyan eljards, mely a rontgenkrisztallografias
szerkezeteik vagy a homolog modelljeik felhasznéldsaval tenné lehetdvé az enzim-szubsztrat

kolesonhatasok kvantitativ meghatarozasat.



2. Célkituzések

A doktori munka soran az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

1)

1.)

1)

IV.)

Az arpa a-amildz 1 (AMY1) felszinén, az aktiv helytdl tavol elhelyezkeddé mésodlagos
szubsztratkotd helyek kulcsfontossagu aminosavait (W278, W279, Y380 és H395) érintd

mutaciok hatasanak vizsgalata kisérletes modszerrel torténd alhelytérképezéssel.

crer

mutans enzimek vizsgalata kisérletes modszerrel torténd alhelytérképezéssel.

A moédositott AMY1 enzimek termékmintazat-elemzése soran tapasztalt megnovekedett
transzferdz aktivitas tanulmanyozasa. A transzglikozilezésre valo képesség felhasznalasa
metil-umbelliferil csoporttal jelolt maltooliogoszacharidok elballitasara. Az eldallitott
metil-umbelliferil-glilkozidok szubsztratként torténé felhasznalasa o-amilaz enzimek

fluorometrias modszerrel torténd aktivitasmérésében.

A hiromdimenzios kristalyszerkezetek és a homoldg modellek felhasznalasan alapulo,
egyszerli molekulamechanikai szdmitasokat alkalmaz6 szamitdgépes eljaras kidolgozasa,
melynek segitségével meg tudjuk josolni az enzim €s a szubsztrat kozotti kdlesonhatési

energidkat valamint az elsddleges kisérleti adatokat képezd bontasi képeket.



3. Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt anyagok

A Kkisérletek soran hasznalt maltooligoszacharid (MOS) és akceptor molekulak nagy
részét a SIGMA-t6l vasdroltuk, masik részét egyiittmiikodd partnereink bocsatottak
rendelkezésiinkre. A 2-klor-4-nitrofenil-p-D-maltooligoszacharid (CNP-B-D-MQOS) szubsztrat-
sorozatot kemoenzimatikus szintézissel allitottam el6 glikogén foszforilaz b altal katalizalt
reakcioval, a  korabban publikalt eljarasok alapjan. A  4-metil-umbelliferil-
maltooligoszacharidokat (MU-a- és B-D-MOS) az értekezésben bemutatott eljaras alapjan
allitottuk elé kemoenzimatikus szintézissel. A vad tipust €s valamennyi mutdns arpa a-amildz
1 izoenzimet (AMY1) Prof. Birte Svensson (Enzyme and Protein Chemistry, Department of
Systems Biology, Technical University of Denmark) bocsatotta rendelkezésiinkre: AMY1,
Y105A, Y380A, Y105A/Y380M, H395A, Y380A/H395A, W279A, W278A/Y380A,
W279A/Y380A, VATA, VATF, V47D, S48Y, VATK/S48G, V47G/S48D, VATL/ISA8A és
VA471/S481. A Bacillus licheniformis a-amilazt (BLA) és a human nyal a-amilaz (HSA) a
SIGMA-t6l vasaroltuk. A Bacillus stearothermophilus hdéstabil maltézképzé a-amilazt

(BSMA) egylittmiikddo partneriik bocsatotta rendelkezésiinkre.

3.2 Mdédszerek
3.2.1 CNP csoporttal jelolt maltooligoszacharid szubsztratsorozat eléallitdsa

A CNP-MOS szubsztratok szintézise glikogén foszforilaz b altal katalizalt enzimatikus
reakcidval tortént a kordbban publikalt eljarasok alapjan. A foszforolizis reakcioval eléallitott
3—6 tagszamti maltooligomerek folyadékkromatografiaval (Hewlett-Packard 1090 Series I
HPLC) torténd elvalasztasahoz és tisztitasahoz Supelcosil LC-18 félpreparativ oszlopot (5 pm,
250*10 mm), a transzglikozilezéssel eldallitott 8—12 tagszamu szubsztratok elvalasztasahoz €s
tisztitasahoz Hypersil NH, aminopropil-szilika félpreparativ oszlopot (5 pum, 250¥10 mm)
hasznaltam. A CNP-glikozidok detektalasa 302 nm hulldmhosszon tortént.

3.2.2 Bontasi képek meghatdrozdsa

A bontasi képeket a 3—11 tagszami CNP-B-D-MOS szubsztratok megfelel6 konverzidja
mellett mért termékaranyok segitségével hatdroztuk meg. A  hidrolizissel és

transzglikozilezéssel keletkez6 CNP-glikozidokat HPLC technikaval, ZORBAX Eclipse XDB-



C18 forditott fazist oszlop (5 um, 150*4,6 mm) segitségével valasztottuk el. A keletkezett
termékek hidrolizissel vagy transzglikozilezéssel torténd atalakitdsanak elkeriilésére a bontési
képeket a szubsztrat < 10 % konverzioja mellett hatdroztuk meg. A termékek egymashoz

viszonyitott aranyat a kromatogramok cstcs alatti teriilet értékei alapjan hatdroztuk meg.

3.2.3 Szamitdasok a SUMA szamitogépes programmal

Az alhelytérképek ¢és a bontasi képek szamitasait a SUMA szoftver segitségével
végeztem el, Windows operdcios rendszeren, egységes paraméterbeallitasok mellett. Az
alhelyek latszolagos kotési energidjanak (Esyma) szdmitdsa a bontési képek alapjan tortént. A

bontasi képek szdmitasa soran az alhelykotési energiaértékek képezték a beviteli adatot.

3.2.4 Transzglikozilezés reakciok

A transzglikozilezéssel torténd enzimatikus szintézis reakcid paramétereinek
optimalizalasa soran kiilonb6z6 akceptor és donor molekulakat is teszteltiink. Az enzimreakcid
soran felszabadulo termékek HPLC elvalasztasa ZORBAX Eclipse XDB-C18 oszlop (5 um,
150*4,6 mm) és/vagy Supelcosil C18 oszlop (3 pum, 150*%4,6 mm) segitségével tortént. A
transzglikozilezés mértékének megallapitasara az akceptor konverzidjanak értékét hasznaltuk.
A 4-nitrofenil-glikozidok detektalasa 302 nm, a MU-glikozidok detektalasa 317 nm

hullamhosszon tortént.

3.2.5 MU csoporttal jelolt maltooligoszacharid szubsztrdatsorozat eloallitasa

A MU-a-D-MOS oligomerek preparativ méreti enzimatikus szintézisét MU-a-D-G1
akceptor és G7 jelenlétében, a V47F AMY1 mutans altal katalizalt reakcioval végeztiik. A
MU-0-D-MOS sorozat tagjait YMC-Pack Polyamine Il. kolonna (5 pm, 250*%4,6 mm)

hasznalataval valasztottuk el és tisztitottuk.

3.2.6 Kinetikai mérések MU-MOS szubsztratokkal

A HSA fluorometrias aktivitasmérése soran MU-a-D-G3, a BLA esetében MU-o-D-G5
¢s a BSMA esetében MU-a-D-G2 szubsztratokat hasznaltunk. A felszabadulo fluorofor csoport
detektalasa 355 nm gerjesztési €és 460 nm kisugarzasi hullamhossz hasznalataval, Wallac
VICTOR? 1420 fluoriméter-luminométer (PerkinElmer Inc.) késziiléken tortént. A kinetikai

paraméterek meghatarozasahoz a GRAFIT (Erithacus Software Ltd.) szoftvert hasznaltuk.



3.2.7 *H és *C NMR analizisek

Az MU-MOS molekuldk vizsgalata, az anomer konfiguracié valamint az interglikozidos
kotés tipusanak megallapitasa NMR spektroszkopia segitségével tortént, Bruker DRX-500
spektrométerrel. A *H és *C NMR méréseket és a spektrumok kiértékelését Prof. Batta Gyula
végezte a DE TEK TTK Szerves Kémiai Tanszékén.

3.2.8 Tomegspektrometrias mérések (MALDI-TOF MS)

Az MU-MOS molekulak molekulatomeg szerinti azonositasat Bruker Biflex 111l MALDI-
TOF tomegspektrometrométerrel végeztik a DE TEK TTK Alkalmazott Kémiai Tanszékén

végeztik.

3.2.9 Alhelytérképezés molekularis modellezéssel

Az enzim és a szubsztrat kozotti kolcsonhatasi energiak szamitasahoz alkalmas 3D
modelleket a vad tipust és/vagy modositott a-amilaz enzimekrdl késziilt kristalyszerkezeti
adatokbol kiindulva épitettiik fel. A fehérjékre vonatkozé adatokat a Fehérje adatbazisbol
(,,Protein Data Bank™) és a UniProt adatbazisbol toltottiik le. A kotési energia szamitdsokhoz
hasznalt 3D szerkezetek felépitése a Sybyl programcsomag (Tripos International) segitségével
tortént. A szamitasokat és a modellek megjelenitését Silicon Graphics Fuel munkaallomason
végeztiik (Silicon Graphics International). Az abrak készitéséhez a Sybyl és a VMD (,,Visual
Molecular Dynamics”) szoftvereket hasznaltuk.

Az enzim-szubsztrat kozotti kolesonhatasi energiak molekularis modellezéssel torténd
szamitasat a kovetkezd 1épések szerint végeztiik.

A maltooligoszacharid szubsztratmolekula modelljének felépitése (1. 1épés) soran az
enzim természetes szubsztratjaval azonos szerkezetli, a-(1—4) glikozidos kotéseket tartalmazé
maltooligoszacharid molekulat épitettiink fel és a felépitett szerkezetet rdvid energia-
minimalizalassal finomitottuk (Powell iteraciok szama: 20, dielektromos allando: 1,
AMBER7_FF99 erétér (,,force field)). Az enzim-szubsztrdat komplexek létrehozasa (2. 1épés)
soran a szubsztratot beillesztettiik az enzim szubsztratkotdé zsebébe. A mutans enzimek
homolog modelljeinek 1étrehozasa sordn a vad tipusti enzim megfeleld aminosav oldallancait
modositottuk. A megfeleld modositasok elvégzését és egy rovid minimalizacids procedurat
kovetden (Powell iteraciok szama: 100, dielektromos allando: 1, erétér: AMBER7_FF99, csak
a modositott oldallancok és a szubsztrat molekula 8 A kornyezetén beliili atomok

minimalizalasa) az enzim-szubsztrat kozotti kélesonhatdsi energidinak szamitasa (3. 1épés) a
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teljes molekula minimalizalasaval tortént (Powell iteraciok szama: 100, dielektromos allando:
1, erétér: AMBERT7_FF99, nem-koté kdlesonhatésok hatartavolsag értéke: 8 A (,,cutoff”)). A
minimalizalas utan minden szubsztratk6té alhely esetében kiszamitottuk az egyes gliikoz
monomer egységek és az enzim kozotti kolcsonhatasi energidkat (Esysyr). Az adatok
feldolgozdsa soran (4. 1épés) elvégeztiik a kisérletesen meghatarozott bontasi képbdl a SUMA
programmal szamolt latszolagos kotési energia értékek (Esuma) és a Sybyl programmal
molekularis modellezéssel szamolt enzim-szubsztrat kolcsonhatasi energia értékek (EsysyL)
kozotti linearis regresszios analizist. A josolt értékek pontossdganak megallapitdsara a pontokra
illesztett regresszids egyenes korrelacid koefficiens (rz) értékét hasznaltuk. Az Esypyy értékeket
linearis transzformacioval az Esyma értékekkel (kJ/mol) azonos nagysagrendii energiakka
(Etranst.) alakitottuk. A linearis regresszids analizishez, az értékek transzformalasahoz és az
abrazolashoz a Microsoft Excel (Microsoft Corporation) és a SigmaPlot (Systat Software Inc.)
szoftvereket hasznaltuk. A vizsgalt enzimek modelljeinek 6sszehasonlitasat a Sybyl program

segitségével végeztiik el, Silicon Graphics Fuel munkadllomason.
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4. Eredmények és megbeszélés

4.1 Az AMY1 masodlagos szubsztratkoté hely mutansainak vizsgalata

Az enzimfehérje felszinén, az aktiv helyt6l tavol elhelyezkedd szubsztratkotd helyek a
szubsztrattal kialakitott tobbszords kolcsonhatasok révén fontos szerepet jatszanak az
enzimmikodésben, ezért az azokat érint6é mutaciok befolyasoljak az enzim-szubsztrat
kolcsonhatasokat. A termékanalizis modszerével megallapithatdé a hidrolizissel valamint a
transzglikozilezéssel felszabaditott termékek mennyiségének valtozasa ¢és kiszamithaté a
mutédci6é alhelykotési energidkra gyakorolt hatasa is. Ezért az aktiv centrum térképezés
modszere alkalmas a masodlagos kotohelyeket érintd mutaciok hatdsanak kimutatasara.

A keményité szemcse-koté hely és a cukorcsipesz kulcsfontossagii aminosavainak
mutacioit tartalmazo W279A, W278A/Y380A, W279A/Y380A, Y380A, H395A,
H395A/Y380A ¢s Y105A/Y380M egyszeres €s kétszeres AMY 1 mutansok vizsgalata soran az
alhelytérképeket a bontasi képek alapjan szamitottuk ki, a 8 glikon és 4 aglikon-kot6é helybol
allo alhelymodell megtartdsaval. A bontdsi képek nem mutattak jelentds kiilonbséget a vad
tipus és mutansai kozott. Az Y105A/Y380M muténs esetében tapasztalt jelentds valtozasok
arra utalnak, hogy a Y105-t érintd mutacio hatdsa érvényesiil az Y380M mutacié hatasaval
szemben. Irodalmi adatokbol ismert volt, hogy az AMY1 képes transzglikozilezésre. A CNP-
G4 szubsztraton mért reakcioban, a szubsztrat < 10 % konverzidja mellett is tapasztaltuk
transzfer termékek felszabaduldsat, a termékek 8%-a keletkezett transzglikozilezéssel. A
bontasi képek meghatarozasakor minden mutans enzim esetében tapasztaltuk a
transzglikozilezés mértékének nodvekedését, a kisebb €és a nagyobb tagszdml szubsztratok
esetében is tapasztaltuk transzfer termékek felszabadulasat. A cukorcsipesz mutansok
alhelytérképei esetében tapasztaltuk a legnagyobb mértékii valtozasokat. Az egyes kotési
energidk kismértékli valtozasanak egylittes hatasaként az Y380A mutins az Osszeenergia
jelentds novekedését (-39,7 klJ/mol) mutatta, mig az H395A mutans esetében jelentds
csokkenését tapasztaltuk (-12,6 kJ/mol) a vad tipust enzimhez képest (-22,6 kJ/mol). A
keményit6 szemcse-kotd6 hely mutansok (W279A, W278A/Y380A ¢és W279A/Y380A)
alhelytérképe és bontasi képe is a vad tipust enziméhez hasonlonak adodott.

Munkank soran a CNP-B-D-MOS  szubsztratok termékanalizisén alapuld
alhelytérképezés modszerét hasznaltuk az AMY1 aktiv helyétdl tavol elhelyezkedd
aminosavakat érintd mutdciok hatdsanak kimutatasara. Elvégeztiik a W279A, W278A/Y380A,
W279A/Y380A, Y380A, H395A, H395A/Y380A ¢és Y105A/Y380M AMY1 masodlagos

kotéhely-mutansok aktiv centrumdnak térképezését.
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4.2 Az AMY1 aktiv hely mutinsainak vizsgalata

Az S48Y, VATA, VATF, V47D, VATK/S48G, V47G/S48D, V471/S481 és VATL/S48A
AMY1 aktiv hely mutdnsokat Prof. Birte Svensson ¢és munkatarsai allitottdk el6 random
mutagenezissel a V47 és S48 aminosavak szerepének tanulmanyozasa céljabol. Munkank soran
ezen AMY1 mutansok aktiv centruménak tértképezését végeztiik el, melynek soran a bontési
képekbdl kiszamitottuk az alhelytérképeket a 12 alhelybdl 4116 modellnek megfelelden.

A mutaciok hatasdra a preferalt kotési modok jelentds mértékli megvaltozasat
tapasztaltuk, ami az alhelykotési energiak megvaltozasaval magyarazhato. Az alhelyek
energiavaltozasai egyiittesen a termékmintdzat, azaz a rovidebb és a hosszabb termékek
egymdashoz viszonyitott aranydnak megvaltozasat okoztdk. A bontasi képek meghatarozésa
sordn, a szubsztratok < 10 % konverzidja mellett is tapasztaltunk transzglikozilezést. A
modositott enzimek mindegyike nagyobb mennyiségii transzfer terméket szabaditott fel a CNP-
G4 szubsztrattal végzett reakciok soran, mint a vad tipust enzim, valamint a kisebb és nagyobb
tagszamu oligomer szubsztratok esetében is tapasztaltuk transzfer termékek felszabadulasat.

Az aktiv hely mutinsok esetében az egyes alhelyek energidinak és az Osszenergia
értekének nagymértékli valtozasat tapasztaltuk. Csaknem minden mutdns enzim esetében
tapasztalhato a —7 és a nagy energiaju —6 alhely energiajanak kisebb vagy nagyobb mérték
csOkkenése. Az AMY1 nagy energiaji —6 alhelye (-12,40 kJ/mol) az S48Y esetében
gyakorlatilag megsztinik (-1,13 kJ/mol). Ugyancsak altalanosan megfigyelheté a hasitohely
melletti +2 és —2 alhelyek energidjanak novekedése is. Ezek a hatdsok csaknem minden mutans
enzim esetében a szubsztratspecificitds megvaltozasat okoztdk. Az aktiv centrum nagy és
alacsony affinitasti alhelyeinek, valamint a gatalhelyeknek az eloszldsa hatdrozza meg a
produktiv komplexek kialakulasanak ¢és ezaltal a kiilonbozd tagszamu szubsztratok
hidrolizisének sebességét. A —6 alhely nagy affinitdsa révén erdteljes horgonyzé hatast
gyakorol a szubsztrat oligomerre és ezzel koordinalja a hosszabb szubsztratok bekotodését, a
hasitohely melletti —2 ¢s +2 alhelyek nagy affinitasa pedig a rovidebb szubsztratok kotéséért
felelds. Mig a vad tipus esetében a hosszabb szubsztratok bekotddését a nagy energidja —6 és
+2 alhelyek koordinaljak, addig a mutansok esetében a horgonyz6 hatas (—6 alhely) gyengiilése
vagy megszlinése miatt valtozik a kiilonb6zd tagszamu szubsztratok hidrolizisének sebessége.
Mig a vad tipus esetében a CNP-G7 hidroliziséhez sziikséges reakcioidd igen rovid, addig a
rovidebb szubsztratok atalakitasahoz hosszabb idére van sziikség (Venp-ca/Vene-cz = 0,08). A

preferdlt kotdmodok megvaltozdsa miatt a mutdnsok esetében a rovidebb szubsztratok
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hidrolizise gyorsabb, a V47F esetében a CNP-G4 iranti affinitds novekedését tapasztaltuk
(Venp-calVenp-gr = 22).

A V47 és S48 aminosavakat érintdé mutaciok altal okozott jelentds valtozasok
magyarazataul szolgalhat, hogy ezek az aminosavak csaknem minden glikon-k6té alhelyen
részt vesznek a szubsztrattal vald kolcsonhatasok kialakitasaban. Az aktiv helyen kotott
Szubsztrat mintegy félkor alakban veszi koriil a V47 és S48 aminosavakat. Tovabba a V47
kiemelkedd szerepet tolt be a glikon-koto alhelyeken, ugyanis az Y105 aminosavval egyiitt a
szubsztrat aktiv helyre torténd belépését koordinalja.

Munkank soran elvégeztiik az S48Y, V4TA, VATF, V47D, VATK/S48G, V47G/S48D,
VA471/S481 és V47L/S48A AMY1 mutansok aktiv helyének térképezését. Eredményeink, a
korabban elvégzett eldzetes kisérletek adataival egyiitt fontos informaciokkal szolgalnak a
szerkezet-funkcio Osszefiiggések vizsgalataban. Adatainkat felhasznaltuk az AMY1 enzimek
transzferaz aktvitdsanak tanulmanyozdsa sordn ¢s a molekularis modellezésen alapuld

szamitogépes eljaras ellenérzéséhez sziikséges ellendrz6 halmaz Iétrehozasahoz is.

4.3 Vad tipusu és mutans AMY1 enzimek transzferaz aktivitasanak vizsgalata

Az AMY1 mutansok a bontasi képek meghatarozésa soran a transzglikozidaz aktivitas
megnovekedését mutattak. A korabban, més a-amildz enzimek esetében vizsgalt és sikeresen
alkalmazott transzfer reakciok, valamint az AMY1 transzglikozilezésre vald képességére
vonatkozo irodalmi és a sajat vizsgalatokbdl szarmazo adatok sarkalltak benniinket az AMY1
mutansok transzferdz aktivitdsanak tovabbi vizsgalatdra. Ezért az aktiv helyen modositott
AMY1 enzimeket metil-umbelliferil csoporttal jelolt maltooligomerek transzglikozilezéssel
torténd szintézisére hasznaltuk fel. Az eldallitott molekulakat szubsztratként alkalmaztuk

kilonboz6 a-amilazok fluoreszcens modszerrel torténd enzimkinetikai méréseiben.

4.3.1 A szubsztratkotd alhelyek mutdciojanak hatisa az AMY1 transzferaz aktivitasdara

Annak érdekében, hogy megallapitsuk az AMY1 ¢és aktiv hely mutansainak enzimatikus
transzglikozilezésekben ~ vald  felhasznalhatosagat, a  transzglikozidaz  aktivitasat
szisztematikusan  vizsgaltuk, kiilonb6z6 koriilmények valtoztatasaval. Elvégeztik a
transzglikozilezésben  felhasznalhatd6 donor ¢és  akceptor molekuldk ellendrzését.
alkalmasak akceptornak, valamint, hogy a B- és az a-glikozidos kotéssel kapcsolt kromofor

csoportot tartalmazo glikozidok egyarant jol hasznalhatoak akceptorként. A maltotetradz (G3),
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maltopentadz (G5) és maltoheptadz (G7) molekulak is j6 donoroknak bizonyultak a vizsgalt
enzimek szamara (AMY1, Y105A, V47F, S48Y, V47K/S48G ¢és V47G/S48D). A mutaciok
hatdsara az azonos reakciokoriilmények kozott végzett reakcioban a transzglikozilezéssel
keletkezett termékek mennyiségének ndvekedését és a termékmintazat megvaltozasat is
tapasztaltuk.

4.3.2 Transzglikozilezés a V47F AMY1 enzimmel - a reakciokoriilmények optimalizdldsa

A MU-MOS molekuldk potencialisan jo szubsztrdjai az oa-amilaz enzimeknek.
Elérhetéségiik korlatozott, kereskedelmi forgalomban csak a MU-a- és [-D-gliikopiranozid
kaphato, ezért sziikség volt a MU-a-D-MOS szubsztratok eldéllitasara és a transzferdz reakciod
paramétereinek optimalizaldsara.

A szintézis reakcid koriilményeinek optimalizalasahoz a MU-B-D-G1 akceptort
valasztottuk, mivel az a-amilazok nem képesek a PB-glikozidos kotés hidrolizisére, ezaltal
elkertilhetd a fluorofor csoport lehasadasa és biztosithatd a redukald végen fluorofor csoportot
tartalmazd termékek azonositasa. A bontdsi képek elkészitésekor a CNP-B-D-MOS
szubsztratokkal végzett hidrolitikus reakciokban a mutans enzimek transzferdz aktivitasanak
nagymértékii ndvekedését tapasztaltunk a vad tipusu enzimhez képest, azonban a transzferaz
reakciok tanulmanyozasakor, a megfelelé akceptor molekula jelenlétében nem tapasztaltunk
ugyanilyen mértékii kiilonbségeket az enzimek kozott. Az enzimatikus szintézist a V47F
AMY1 mutans altal katalizalt transzglikozilezés reakcidval végeztiik el. Az optimalizalds soran
a MU-B-D-G1 akceptort (4, 8, 12 és 15 mM) és a G7 donor molekulakat (10—40 mM)
kiilonb6z6 koncentraciokban teszteltiik, ellendriztik a pH (pH 4,5-6,5) és a DMSO
koncentracio (10—40 %) valtoztatasanak transzglikozilezési reakciora gyakorolt hatasat. NMR
vizsgalatok segitségével megallapitottuk, hogy a mddositott AMY'1 enzim a mutacidt kdvetden

1s megdrizte sztereo- és regioszelektivitasat.

4.3.3 Transzglikozilezés a V47F AMY1 enzimmel - a preparativ méretii szintézis

A MU-a-D-MOS molekulak preparativ méretli szintézisét V47F AMY1 altal katalizalt
transzglikozilezéssel végeztik el. A reakcioban 2—6 tagszamu MU-o-D-MOS termékek
keletkeztek, melyeket félpreparativ HPLC segitségével valasztottunk el és tisztitottunk. A
szintézis reakcio eredményeként f6 termékként MU-a-D-G2 szabadult fel (64,1 %), mely
feltehetden a transzferaz reakcid mellett a hosszabb transzfer termékek masodlagos tamadasa
révén hidrolizissel is keletkezett. A legnagyobb tagszamu termék (MU-a-D-G6) csak nyomnyi

mennyiségben volt jelen a termékek kozott (0,6 %). A 2—5 tagszamu MU-gliikozidokat a
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MALDI-TOF MS spektrum alapjan meghatarozott molekulatomegek segitségével sikeresen
azonositottuk. Az enzimatikus szintézis reakcié eredményeként a 2—5 tagszamu MU-a-D-
maltooligoszacharidok tiszta frakcioit sikertlt eléallitani. A MU-maltooligoszacharidok nem
kaphatoak kereskedelni forgalomban, ezért a bemutatott eljards alkalmazhato lehet ezen
molekulak eléallitasara és megoldast jelenthet elérhetoségiikre.

4.3.4 Kinetikai mérések fluoreszcens szubsztratokkal

Az enzimatikus transzglikozilezéssel eldallitott MU-a-D-MOS szubsztratokat a BSMA,
HSA és a BLA a-amilazok aktivitaisméréséhez hasznaltuk fel. A modszer az egyes enzimek
alhelytérképei alapjan kivalasztott szubsztratok hasznélatan alapul. A szubsztratok bekotddését
az aktiv hely nagy energidjii alhelyei koordindljdk, igy az enzim a megfeleld tagszdmu
szubsztratot olyan modon koti, hogy a szubsztrat metil-umbelliferil csoportjat rogzitd
a-glikozidos kotés a hasitohely felett helyezkedik el. Ez a produktiv k6tdmod a fluorofor
csoport lehasadasat eredményezi ¢és a keletkez0 MU csoport koncentracioja fluorimetridsan
mérhetd és aranyos az enzim aktivitasaval. A 4-metil-umbelliferonnal végzett kalibracié soran
a mérhetd fluoreszcens jel nagysaga és a felszabaduld6 MU csoport mennyisége kozotti erds
korrelaciot tapasztaltunk (> = 0,999), ami alapjan megallapitottuk, hogy a médszer alkalmas a
MU-a-D-MOS szubsztratok hidrolizisével felszabaditott fluorofor csoport mennyiségének
meghatarozasara. Megallapitottuk, hogy az enzimek csak a MU csoportot hasitjak le a
szubsztratrol, HPLC-vel torténo ellenOrzéssel nem észlelhetd mas termék felszabadulasa a
reakcioban és a felszabadulo metil-umbelliferon mennyisége ardnyos volt a szubsztrat
regresszioval hataroztuk meg, és meghataroztuk a kcat és kcat/Ky kinetikai paramétereket. A
fluoreszcens mddszer nagyszdmu minta egyszerli és gyors vizsgalatat teszi lehetéveé és széles

korben alkalmazhat6 lehet a-amilaz enzimek fluorometrias aktivitasméréséhez.

4.4 a-Amilaz enzimek alhelytérképezése molekularis modellezéssel

Olyan szamitogépes eljarast dolgoztunk ki, mely az altalunk is hasznalt kisérletes
alhelytérképezési vizsgalatok tamogatasa révén segithet benniinket az a-amilazok szerkezet-
funkci6 Osszefliggéseinek megértésében. A modszer azon az elven alapul, miszerint az enzim-
szubsztrat kolcsonhatasok kvantitativ. modon meghatarozhatoak az enzim-szubsztrat
komplexek homoldg modelljeinek felhasznalasaval, azaz az alhelyek szubsztratkotési energiai

egyszeri molekulamechanikai szamitasokkal megjosolhatdoak a Sybyl programmal szamolt
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enzim-szubsztrat kolcsonhatasi energiakbol és a bontasi képek, azaz az alhelytérképezés

elsédleges kisérletes adatai a SUMA program segitségével meghatarozhatoak.

4.4.1 A tanito és az ellendrzo halmazok létrehozdsa

A molekuléaris modellezéssel torténd alhelytérképezésen alapuld szamitdgépes eljaras
kidolgozasahoz és ellenérzéséhez két halmazt hoztunk 1étre.

A tanit6 halmazba az irodalmi adatok alapjan rendelkezésre allo bontasi képeket és az
alhelytérképek kotési energia értékeit gyujtottiik Ossze, melyeket a szamitasi paraméterek
optimalizalashoz hasznaltunk. Az ellen6rz6 halmazt a szamitégépes modszer ellenérzésére
olyan értékek felhasznalasaval hoztuk 1étre, melyeket a kisérletes alhelytérképezés modszerével
hataroztunk meg.

A tanitd6 halmazba olyan enzimek adatait csoportositottuk, melyek esetében
rendelkezésre alltak mind kristalyszerkezeti adatok, mind a kisérletesen meghatarozott bontasi
képek. A halmazon beliil a vad tipusti enzimeken alapuld osztalyozas szerint olyan csoportokat
hoztunk létre, melyekbe az adott vad tipusi enzim és annak mutansai tartoznak. A Bacillus
amyloliquefaciens a-amilaz (BAA), Aspergillus oryzae a-amilaz (TAA), AMY2 és sertés (Sus
scofa) pankreasz a-amilaz (PPA) csoportokba a vad tipust enzimek adatait soroltuk, a HSA
csoportba az Y151M és W58L mutansok, az AMY1 csoportba az Y105A, Y105F, Y105W,
T212Y és Y105A/T212Y mutansok adatai is beletartoztak. Az eljaras egységesitése végett a
publikalt bontasi képekbdl wjraszamoltuk az alhelytérképeket, hogy a molekularis
modellezéssel meghatarozott alhelymodellel azonos szamu alhelyre tudjunk energidkat
szamolni. A publikélt €s az Ojraszdmolt alhelytérképek kozotti linearis regresszids analizis
eredményeként minden esetben nagyon jo korrelaciot kaptunk (r* = 0,942-0,999). A tanit6
halmaz 13 (vad tipusu és mutans) enzim 0sszesen 97 alhelykotési energiajat tartalmazta.

Az ellen6rzé halmazt az S48Y, VA47A, VATD, VATF, VAT71/S481, VATK/S48G,
V47G/S48D ésV47L/S48A AMY1 aktiv hely mutansainak bontési kép értékeibdl és alhely-
kotési energiaibol hoztuk 1étre. Az ellenérzé halmaz 8 mutans enzim Osszesen 73 alhelykotési

energiaértékét tartalmazta.

4.4.2 Szerkezetillesztés és szekvenciaelemzés

Elvégeztiik a vizsgalt vad tipust enzimek modelljeinek illesztését és a szekveciak
Osszehasonlitasat. A vad tipusu enzimek szekvencidinak 0sszehasonlitasa soran a szekvenciak

kozotti igen valtozoé mértékii hasonlosagot tapasztaltunk: 11-86 % kozotti tartomanyba estek
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az értékek, az azonos aminosavak szazalékaban kifejezve. A szerkezetillesztés soran a hordd
szerkezetet alkotd B-redok, a konzervalt katalitikus aminosavak és az ionkoté helyek nagy-
mértékl konzervaltsagat tapasztaltuk. A szerkezetek nagymértékii megorzottsége €és az erdsen
konzervalt régiok j6 illeszkedése lehetdséget adhat arra, hogy a kidolgozott eljarast szélesebb

korben, tovabbi a-amilazok vagy mas glikozidaz enzimek esetében is alkalmazhassuk.

4.4.3 A szamitasok lépései

A tanito halmaz esetében az enzim-szubsztrat komplexek homolog modelljeinek
felépitését kovetden elvégeztiik az enzim és a szubsztratmolekula egyes gliikdzegységei kozotti
kolesonhatési energidk (Esypyr) szamitasat. Ezeket az Esypyr értékeket linearis regresszios
analizissel Osszehasonlitottuk a kisérletesen meghatarozott bontasi képekb6l szamolt Esyma
értékekkel. A jobb korrelacid elérése érdekében az energia-minimalizalési eljaras paramétereit
optimalizaltuk. Az optimalizalas soran a Kollman All Atom, Amber95, Amber7 FF99 és
Glycam06 eréterek (,,force field”) koziil a Sybyl programcsomagban szereplé Amber7_FF99
erOtér alkalmazasaval végzett szamitasok adtak a legjobb eredményt. Teszteltik a kezdeti
minimalizalas soran a kiilonboz6 dielektromos allandé (1, 2, 3, 4, 6 és 8) és a nem-kotd
kolcsdnhatasok hatartavolsag (,,cutoff’) értékeket (8, 10 és 12 A), az iteraciok szamat
(20—1000 iteracio) tovabba a szubsztrat és a modositott aminosav oldallancok koriil
minimalizalt teriilet nagysagat (tavolsag értéke: 1-12 A). Célunk volt egy gyors eljaras
kidolgozasa, ezért elkeriiltiik a kdlcsonhatasi energidk nagy mennyiségli oldoészermolekula
kornyezetében torténd szamitasat illetve a hosszadalmas minimalizalasi 1épéseket. A linedris
transzformalast kovetden elvégeztiik az Esyma €s Erranst. €rtékei kozotti linearis regresszios
analizist. A tanit6 halmaz esetében a linearis regresszios analizis a bontasi képekbdl szamolt és
a josolt energiaértékek kozotti jo egyezést mutatta (r? = 0,827-0,929). Az AMY1 ellenérzd
csoport esetében a korrelacios koefficiens értéke kisebb volt (r? = 0,502), mint az AMY1 tanit6
csoportjanak megfeleld értéke (r* = 0,827), mint az varhaté volt. Azt tapasztaltuk, hogy a
linearis regresszids analizis soran a rossz korrelacidt okozd pontok eloszlasa nem egyenletes: a
95 %-os predikcids intervallum hatarokon kiviil esé pontok tobbsége a V47D, V47K/S48G és
V47G/S48D AMY1 mutans enzimekhez tartozik. Ezen enzimek mindegyike olyan mutaciot
tartalmaz, melyben egy toltés nélkiili aminosav oldallanc to1t6tt oldallancra van cserélve. Ha a
linearis regresszios analizis soran ezen enzimek értékeit kihagytuk, az ellenérzé csoport
esetében kapott korrelacios koefficiens értéke 0,638-ra emelkedett. Tapasztalataink azt

mutatjak, hogy az altalunk kidolgozott egyszerli eljaras nem elégséges minden esetben a
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kiemelkedéen fontos aminosavak moédositasaval jaré Osszetett hatasok joslasara. Tovabba a
modositott pozicidban a toltéseloszlasban bekovetkezd nagymértékii valtozas hatasainak
joslasa is problematikusnak tiinik, mint ahogyan azt a V47D, V47K/S48G és V47G/S48D
mutansok esetében is tapasztaltuk. A kulcsfontossagii aminosavak és a toltott aminosavak
modositasanak kezelése tehat nagyobb koriiltekintést igényel, egyedi modositasok vagy
paraméter-beallitdsok alkalmazasat teheti sziikségessé. A kidolgozott eljards egyszeri
molekulamechanikai szamitasokon alapul, ezért nem alkalmas arra, hogy az aktiv helytdl tavol
es6é mutaciok hatasat kimutassa és ezért nem hasznalhatdé fel a masodlagos szubsztratkoto

helyek vizsgalatara.

4.4.4 Bontasi képek joslasa

A bontési képek joslasat az Erpanst. értékek felhaszndldsaval végeztiik el. A kisérletesen
meghatarozott és az Esyma értékekbol visszaszamolt bontasi képek kozotti linearis regresszios
analizis sorn j6 korrelaciot kaptunk (r? = 0,852—-0,996), igy igazoltuk, hogy a SUMA program
alkalmas az elsddleges kisérletes adatok (bontasi képek) kotési energiakbdl torténd szdmitasara
is. A bontasi képek joslasa soran az Etunst. értékbol szamolt bontasi képeket a kisérletesen
meghatarozott értékekkel korrelaltattuk. A linearis regreszios analizis eredményeként jo
korrelaciés koefficiens értékeket kaptunk a tanité halmaz esetében (r* = 0,727-0,835). Az
AMY1 tanité csoportjahoz képest az AMY1 ellenérzé csoport esetében kapott korrelacios
koefficiens értéke a varakozasoknak megfeleléen alacsonyabb volt (> = 0,538). A V47D,
V47K/S47G ¢és V47G/S48D mutansok értékeinek kihagyasaval azonban a korrelacios
koefficiens értéke 0,728-ra emelkedett. A kidolgozott szamitogépes eljarast sikeresen
alkalmaztuk bakterialis, gomba, ndvényi, allati és human eredetii a-amilaz enzimek esetében.
Modszeriink — segitséget nyGjthat az o-amilazok szerkezet-funkcid Osszefiiggéseinek
viszgalataban gy, hogy a molekularis model-lezéssel torténd alhelytérképezés révén lehetdvé
teszi a kotési energiak joslasat és a SUMA program hasznalataval lehetdséget nyajt az
elsédleges kisérletes adatok szamitasara is. A szamitogépes eljaras nagyszami minta elemzését
teszi lehetdvé rovid i1d6 alatt és koltséghatékony modon, természetesen a szamitdogépes
munkaallomas kapacitasatol figgéen. A modszer felhasznalhatdo lehet a termékanalizisen
alapulo alhelytérképezéses vizsgalatok tamogatasara, az enzim-szubsztrat kototti koleson-
hatasok vizsgalata sordn a szubsztratkotdé alhelyeket felépitd aminosavak szerepének
vizsgalataban. A bontasi kép megvaltoztatasara iranyulé munkalatokban is hatékony segitség

lehet a mutéaciok tervezésében és az eldzetes vizsgalatok tdmogatasaban.
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5. Osszefoglalas

A doktori értekezésben bemutatott munka soran az aktiv centrum térképezés modszerét
hasznaltuk a masodlagos kotéhelyeken modositott W279A, W278A/Y380A, W279A/Y 380A,
Y380A, H395A, H395A/Y380A és Y105A/Y380M AMY | mutansok vizsgélatara. Elvégeztiik
az aktiv helyen modositott S48Y, V47A, V47F, V47D, V47K/S48G, V47G/S48D, V4T7L/S48A
¢és V471/S481 arpa a-amilaz 1 (AMY1) mutansok alhelytérképezését. A megbizhatod
alhelytérképek elkészitéséhez sziikséges bontasi képeket 3—11 tagszamu 2-klor-4-nitrofenil-p-
D-maltooligoszacharid (CNP-B-D-MOS) szubsztratsorozat segitségével hataroztuk meg. Az
alhelytérképek szamitasahoz a SUMA (Subsite mapping of oa-amylases) szamitogépes
programot hasznaltuk.

Az AMY1 enzimek bontasi képeinek meghatdrozdsa soran a transzglikozilezési
aktivitas novekedését tapasztaltuk, elséként tanulmanyoztuk részletesen az AMY 1 és mutansai
transzferaz aktivitasat. A reakciokoriilmények optimalizalasat kovetéen elvégeztiik a 4-metil-
umbelliferil-a-D-maltooligoszacharidok (MU-a-D-MOS) enzimatikus szintézisét a V47F
AMY1 muténs altal katalizalt transzglikozilezés reakcidoban. A 2—5 tagszdmi MU-a-D-MOS
szubsztratokat sikeresen alkalmaztuk egy gyors és egyszerii fluorimetrias eljarasban, a Bacillus
stearothermophilus malt6zképz6 a-amilaz, a Bacillus licheniformis oa-amilaz és a human nyal
a-amildz kinetikai paramétereinek meghatarozasaban. A kidolgozott eljaras megoldast jelenthet
a fluoreszcens a-amilaz szubsztratok elGallitasara, melyek nem érhet6k el kereskedelni
forgalomban.

Egy olyan szamitogépes eljarast dogloztunk ki az a-amilazok vizsgalatara, mely az
alhelytérképek molekularis modellezéssel torténd szédmitasan alapul. A moddszer
kidolgozéasdhoz a kiilonb6zé a-amildzok irodalmi adatai alapjan létrehozott tanitd halmazt
hasznaltuk, az eljarast a kisérletesen meghatdrozott és a josolt értékek kozotti korrelacio
alapjan optimalizaltuk. Az ellendrzéshez az AMY1 V47/S48 mutansainak adataibol 1étrehozott
ellen6rzé halmazt hasznaltuk, és a toltott aminosavak mutacioval torténd bevezetését
tartalmazd mutans enzimek kivételével szintén jo korrelaciot kaptunk. A kidolgozott eljaras a
vad tipusi €és mutans enzimek homolog modelljeit hasznalja az alhelytérképek Sybyl
molekulamodellezd szoftverrel torténd molekulamechanikai szamitasara és a SUMA programot
az elsddleges kisérletes adatok (BCF) joslasdra. Modszerlink felhaszndlhaté lehet az
a-amilazok szerkezet-funkcid 0Osszefiiggéseinek megértésében és a modositott fehérjék

eldallitasara iranyuld vizsgalatok tamogatasaban.
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