1. BEVEZETES

Az enzimek az él0 szervezet szamara nélkulozhetetlenek, hiszen
biokatalizatorok 1évén lehetévé teszik az anyagcsere-folyamatok gyors
végbemenetelét. Mai ismereteink szerint a természetben tobb tizezer enzim 1étezik,
az altaluk katalizalt folyamatok igen sokfélék. Az enzimek széleskorti alkalmazast
nyertek napjaink biotechnoldégidjdban és humdn élettani jelentOségiik miatt a
klinikumban és a gy6gydszatban is nagy érdeklddésre tartanak szdmot, igy gyakran
dllnak természettudomanyos kutatdsok kozéppontjaban.

A Biokémiai Tanszéken régdéta folynak szénhidratbonté enzimekkel
kapcsolatos vizsgdlatok. Kutatdsok torténtek kiilonb6zd a-amildzok aktiv
centrumdnak tanulmdnyozdsa céljabol. Kromofor csoportot tartalmazd szubsztrat
sorozatok segitségével szdmos amildz szubsztratkotd helyének alhelytérképét
sikeriilt meghatdrozni. Emellett fontos kisérletek irdnyultak az amildzok, kiilonos
tekintettel a Bacillus licheniformis amildz (BLA), a Bacillus stearothermophilus
maltogén amildz (BSMA) és a humdn nydl amildzbol (HSA) pontmuticival
elédllitott, Tyrl51Met mutdns transzferdz aktivitdsdnak felhaszndldsara
oligoszacharidok szintézise céljabol. A transzglikozilezési reakcidk sordn szamos
olyan vegyiiletet allitottak eld, melyek enzim inhibitor tulajdonsdguk miatt nagyon
értékesnek bizonyultak.

2003-ban kapcsolédtam be a tanszéken zajlé enzimoldgiai vizsgalatokba.
Feladatom volt a klasszikus kémiai szintézissel, kemoenzimatikus modon
eldallitott, illetve kiillonboz6 természetes eredetli human nyéal amildz inhibitorok
gatlasdnak kinetikai vizsgdlata. A méréseket két kiillonboz0, egy szintetikus és egy
természetes szubsztraton végeztem.

A munkdm sordn kitlizott célok a kovetkezdk voltak:

1. A természetes eredetli amildz inhibitorok szerkezeti tulajdonsdgainak

felderitése. Ennek sordn:

e atannin keverékek Osszetételének meghatdrozdsa



e atannin alkoték molekulatomegének és szerkezetének
megéllapitdsa

e atanninok gallusz- és ellagisav tartalmdnak meghatarozasa.

2. A kiilonbozé inhibitorok HSA-ra kifejtett hatdsdnak a vizsgélata. Ezen
beliil:

e akinetikai mérések elvégzése a keményitd természetes
szubsztratjan, az amilézon, illetve a szintetikus, kromofor
csoporttal ellatott 2-kldér-4-nitrofenil-4-O-B-D-galaktopiranozil-
o-D-maltozidon (GalG,-CNP) fotometrids méréssel

e a gatlasok tipusdnak meghatdrozasa

e az inhibiciés konstansok és kinetikai dlland6k kiszdmitasa

e az ICs értékek megallapitasa

e a gatlds mechanizmusara vonatkozé informacidk gytjtése.

Az értekezés témdjat a fenti témakorbdl kapott eredményeim képezik.
Olyan kérdésekre kerestiink valaszt, hogy miként befolyasolja az alkalmazott
szubsztrat a kinetikai dllanddkat, a gatlds tipusat, valamint vizsgaltuk az enzim-

inhibitor kdlcsonhatasok kialakulasat.



II. IRODALMI ATTEKINTES

1I/1. a-Amilazok

Az o-amildzok (o-1,4-gliikdn-4-gliikanohidroldzok) a keményitd és a
keményitével rokon poli- és oligoszacharidok belsé o-1,4 glikozidos kotéseinek
hidrolizisét katalizaljak [1]. Széles korben megtaldlhatok magasabb rendli nové-
nyekben, dllatokban — gerincesekben és gerinctelenekben egyardnt — gombdkban,
baktériumokban és Archea fajokban is.

Az irodalmi adatok szerint [2] tobb mint 25000 enzim létezik a természetben,
amelyeket a konnyebb dattekinthetdség érdekében sziikséges volt csoportokra
osztani. A leguijabb meghatdrozdsok szerint a proteinek alapszerkezeti
motivumainak szama 1000 koriil van. Ebbdl kovetkezik, hogy ugyanaz a harom-
dimenzids szerkezeti motivum kiillonb6z6, mds funkciét betdltd enzimeknél is
megtaldlhatd. Az is ismert, hogy sok enzim széles korii reakcid, illetve szubsztrat
specificitdssal rendelkezik és az egyes enzimtipusok kozott gyakran eléfordulnak
atfedések, igy az enzimek csoportositasa igen nehéz feladat.

Jelenleg az enzimeknek kétféle besoroldsa ismert. Az egyik a Biokémiai és
Molekularis Bioldgiai Nemzetkozi Egyesiilet (International Union of Biochemistry
and Molecular Biology, [IUBMB) éltal 1étrehozott csoportositds, amelyben minden
enzim egyéni, tgynevezett EC (Enzyme Comission) szdmmal rendelkezik. Ez az
enzimeket a Kkatalizalt reakcié tipusa és szubsztrat specificitisa alapjan
csoportositja [2,3]. Ebbdl a szempontbdl az a-amildzok a hasitott kotés jellege
alapjan az O- és S-glikozidos kotéseket bonté glikoziddzok kozé, azaz az EC
3.2.1.1 csoportba tartoznak [4].

A misik féle beosztds a Henrissat-féle osztdlyozds, amely szerint a
szénhidratokon haté enzimeknek 260 csalddja létezik [5]. Ez a besorolds az
aminosav sorrendben 1év6 azonossdgokon alapul [6,7,8] és arra az ismeretre épit,

hogy az elsédleges és a haromdimenzids fehérje szerkezet kozott kozvetlen



kapcsolat all fenn. Ez az osztdlyozds nagyon hasznos a szerkezeti tulajdonsdgok
feltiintetése miatt és az olyan enzimek esetében, amelyek tdbb kiilonbdzd
szubsztrat bontasat katalizdljdk. A rendszerezésnek azonban vannak hdtranyai is.
Eléfordul példdul, hogy kiilonbozé szubsztrat specifitdsi enzimek azonos
csalddban taldlhatok, mig ugyanolyan szubsztrat specifitissal biré enzimek
kiilonbozd csalddban kaptak helyet [2,3]. Az o-amildz, az egyik legfontosabb
keményitd bont6 enzim, a Henrissat-féle beosztas szerinti 13. csaldd tagja [9,5].

Az o-amildz csaldd az enzimeknek azon csoportjat foglalja magdba, amelyek
kiilonbozd tulajdonsdgokkal rendelkeznek, de mind egy azonos tipusd, o-1,4, vagy
a-1,6 glikozidos kotésekkel Osszekapcsolt gliikéz egységekbdl felépiild
szubsztraton hatnak. Ezen csaldd tagjai sok kozos tulajdonsdggal rendelkeznek, de
legalabb 21 kiilonb6z6 enzim specificitds lelhetd fel a csaldadon belill. Ezek a
kiilonbségek nem csak az aktiv centrum felépitésében megnyilvanulé apré
kiilonbségek, hanem az enzim teljes szerkezetét érinto eltérésekbdl is adédnak [10].

Az o-amildz csalad két nagy csoportra oszthaté: a keményitd hidrolizalo
enzimekre és a keményitd felépitését katalizalé vagy transzglikozilezd enzimekre.
Ezeken beliil megkiilonboztetiink még két alcsoportot, a kovetkezdképpen:

1. keményitd hidrolizdl6é enzimek:
a) oa-1,4-glikozidos kotéseket hasité enzimek
pl:. a-amilazok (EC 3.2.1.1), B-amilazok (EC 3.2.1.2),
gliikoamilazok (EC 3.2.1.3)
b) a-1,6-glikozidos kotéseket hasité enzimek
pl:. pullulanaz (EC 3.2.1.41), izoamildz (EC 3.2.1.68)
2. keményito felépitését katalizalé enzimek:
a) a-1,4-glikozidos eldgazast létrehozd enzimek
pl:. ciklodextrin-gliikoziltranszferaz (EC 2.4.1.19)
b) «a-1,6-glikozidos elagazast 1étrehoz6 enzimek
pl:. 1,4-a-D-gliikan : 1,4-a-D-gliikdn-6-a-D-(1,4-a-D-gliikano)-

transzferaz vagy eldgazast létrehozé enzim (EC 2.4.1.18),



oligo-1,6-gliikozidaz (EC 3.2.1.10) [2].

A fenti csoportok tagjai azonban a gyakorlatban nem kiiloniilnek el egymadstol
ilyen élesen. Ismert példaul, hogy az a-amildzok gyengén, de katalizdlnak a-1,4
transzglikozilezési és o-1,6 hidrolizissel jaré reakcidkat is. A ciklodextrin-
gliikkoziltranszferazok (CGTazok) pedig kis mértékben hajlamosak a-1,4 hidrolizis
végrehajtdsara is. Néhdny pullulandzrdl ismert, hogy az o-1,6 mellett o-1,4
glikozidos kotéseket is képesek hasitani [2]. A keményitdbonté enzimek kozotti

kapcsolat az 1. abran lathato.

o-1,4 €—— Az enzim specifitdsa a glikozidos kotésre —> a-1,6

Hidrolizis o-amildz amilopullulandz pullulandz
A reakci6 neopullulandz
tipusa
Transzgli-
kozilezés CGTaz elagazast 1étrehoz6 enzim

1. dbra: Az a-amildz enzimcsaldd tagjai és az éltaluk katalizalt reakciok.

Az 0-amildz csaldd enzimeinek jellemzd tulajdonsdgai:
e a-glikozidos kotéseken fejtik ki a hatdsukat
e anomer konfigurdciét megtarté (retaining) enzimek
¢ hidroliziskor a-anomer mono- vagy oligoszacharidokat képeznek
e transzglikozilezéskor a-1,4 vagy 1,6 glikozidos eldgazdsokat hoznak létre
e képesek ezt a két el6z8 aktivitdst egyszerre véghezvinni

o katalitikus doménjiik (B/a)s-hord6 szerkezetii



e négy, nagy mértékben konzervdlt régiét tartalmaznak az elsddleges
szerkezetilkben, melyekbe beletartoznak a katalitikus helyet kialakito

aminosavak és néhany a (B/a)g szerkezet stabilitasaért felelés aminosav is [10].

1I/1.1. o-Amildzok szerkezete

Az a-amildzok multidomén fehérjék, amelyek katalitikus doménje minden
esetben (P/a)g-hordé format vesz fel. Mivel ezt a strukturat legel6szor a csirke izom
tridz-foszfat-izomeraz esetében irtak le, ezért TIM-horddnak is nevezik [2,10]. A
TIM-hordé tehat 8, egymadssal parhuzamosan fut6 B-redébdl all, amelyek egy bels6
hengert képeznek, ezt pedig a-hélixek veszik koriil. Az alternalé hélixeket és B-
redéket hurkok kotik 0ssze. A szubsztratkotd és az aktiv helyet ezen hurkok és a f3-
red6k aminosavai épitik fel [9]. Ez a szerkezeti egység az ugynevezett A domén,

ami a legtobb a-amildz estében a fehérje N-terminalis végén talalhato.

2. abra: A (P/a)s-hordé szerkezet sematikus dbrazolasa.

A (P/a)sg-horddé P-reddi jobban konzerviltak, mint a megfeleld a-hélixek,
amelyek hosszisdgukat és szekvencidjukat illetdéen nagyon véltozékonyak. A
hurkokban 1évé kiilonbségek képezik az alapjat a kiillonb6zé enzim

specificitdsoknak a csalddon beliil [11].



Az o-amildz csaldd enzimei B doménnel is rendelkeznek, ami tulajdonképpen
az A domén egy kitiiremkedése a 3. B-redd és a 3. a-hélix kozott. A hosszisaga 44-
133 aminosav. A B domén szerkezete rendezetlen és enzimenként valtozik

[9,12,13].

B domén

A domén

klorid kotohely

C domén

3. dbra: A humén nydl amildz doménjeinek elhelyezkedése.

Az enzimcsaldd tagjainak tobbsége a katalitikus TIM-hordét kovetden egy C
domént is tartalmaz, ami egy antiparallel B-red6kbdl alld, dsszehajtogatott struktira
a fehérje N-termindlis végén [12]. Funkcigjat tekintve feltételezik, hogy a
katalitikus domén stabilizdldsdban vesz részt, de a szubsztrat kotésben is szerepe

lehet [9].



A ciklodextrin-glikozil-transzferdzok és a Bacillus stearothermophilus
maltogén amildza tovabbi B-red6s doméneket is tartalmaz, a C domén utdn
elhelyezkedd D és E domént. A D doménhoz eddig nem parosul semmilyen ismert
funkci6, viszont az E doménrdl tgy tartjdk, hogy szerepet jatszik a keményitd

szemcsék kotésében [9].

4. dbra: A ciklodextrin-glikozil-transzferdz szalag modellje a kiillonb6z6

domének feltiintetésével.

Az a-amildzok egyéb jellegzetes doménjei az N-termindlis végen elhelyezkedd
F, H vagy G domének, amelyek endoenzimekben vagy eldgazé szubsztratok a-1,6
glikozidos kotéseit hasité enzimeknél fordulnak el6 [10].

Minden a-amildz 4ltaldnos tulajdonsdga, hogy legalibb egy Ca**-ion kotddik
egy erdsen konzervalt régidhoz a fehérjében. A Ca* kotéhely a kozponti hordé és a
B domén kozott helyezkedik el. Gerinces amildzok esetén és a Tenebrio molitor
amildznal (TMA) a Ca®™ kationt nyolc ligand koordinélja: az Asp167 karboxil O
atomjai (két koordiniciés helyet megkdtve), az Argl58 és His201 karbonil
oxigénjei, az Asn100 ODI1 oldalldnca és harom viz molekula. Az ismert amildzok
szerkezetét tekintve ezek a ligandok szigordan konzervéltak, kivéve a bakteridlis

Altheromonas haloplanctis a-amilazt (AHA) [1].



Amig a Ca**-ion kotése teljesen 4ltalanos, kozos tulajdonsdgnak tekintheté az
a-amildz csaldd kiilonbozé specificitdsi enzimeinél, addig a Cl -ion kotése csak
néhdny a-amildz jellegzetessége [11]. Ez utébbi csoport esetében a Cl -ion
allosztérikus aktivator szerepét tolti be. Ilyen enzimek a sertés hasnydlmirigy
amildz (PPA), a humdn hasnyalmirigy amildz (HPA), a humdn nyal amildaz (HSA),
az AHA és a TMA. Ezeknek az enzimeknek a szerkezetébdl megallapitottak, hogy
az Arg 195, Asn298, és Arg/Cys337 aminosav oldalldncok koordindljék a CI -iont.
Az Argl95 és Asn298 majdnem minden o-amildzban konzervalt, mig az
Arg/Cys337 oldallanc specifikus az eddig ismert 38 potencidlis Cl -ion fiiggd
amildzra. Emiatt ez a csoport lett az anion kotés f6 ismérve, amit mutagenezis
kisérletek is igazoltak.

A Cl -ion fiiggé amildzokra jellemzé még egy flexibilis hurok, egy protedz
szerl triad és diszulfid hidak jelenléte is [1].

A szerin protedzok és lipdzok aktiv centrumit mimik4l6 tridd jelenléte
bizonyara a legmegddbbentdbb jelenség a Cl fiiggé amildzokndl. A tridd hdrom
aminosava a Ser340, His386, Glu27, amelyek szigordan konzervaltak minden Cl
fliggé a-amildzban. Jelenlétiik tehdt nem véletlen, de funkci6éjuk a mai napig nem
ismert. Feltételezik, hogy a fehérje szerkezet stabilizdldsdban tolthetnek be
szerepet.

Minden CI -ion fiiggd amildz tartalmaz 8 nagymértékben konzervélt Cys
aminosavat, melyek diszulfid kotéseket Iétesitenek az ismert kristdlyszer-
kezetekben. A 28-86, 141-160, 378-384 és 450-462 Cys kozotti intramolekularis
keresztkotések sziikségesek az enzim megfeleld térszerkezetének kialakitisdhoz. A
Cys70-115 kozotti diszulfid hid, ami 6sszekoti az A és B domént specifikus a
gerinces amildzokra. Ennek a kotésnek a szerepét a hOmérséklethez vald
alkalmazkoddasban latjak, mivel korlatozza a hoé hatdsara bekovetkezd mozgast az
aktiv centrum koriil. Ezen kotés kialakitasdban részt vevo Cys-ek kizardlag meleg-

vérl allatokndl taldlhatéak meg [1].



Az o-amildz enzimek szubsztratk6td helye, mint egymast kovetd alhelyek
sorozata irhaté le, ahol egy-egy alhely a szubsztrdt egy-egy monoszacharid
egységével 1ép kolcsonhatdsba.

Az alhelyeket azoknak a hurkoknak az aminosav oldalldncai alkotjak, melyek a
B-redék C-termindlis végét a kovetkezd a-hélix N-termindlis végéhez kapcsoljak a
katalitikus domén (B/a)s-hord6 szerkezetében. Mivel a hurkok hossza és felépitése
enzimenként valtozik, az alhelyek szdma is kiilonboz6 €s jellegzetes ismérvét adja
az egyes enzimeknek. A kiilonb6z6 a-amilazok kiillonb6z6 szubsztratokon fejtik ki
a hatdsukat. A szubsztrat hasitas feltétele, hogy a (-1)-es alhelyre egy a kotésben
1évo gliikkéz egységnek kell keriilnie [9].

Az alhelyeket a katalitikus helyt6l balra, a nem redukdlé vég felé negativ
szamokkal (glikon kotohelyek); jobbra, a redukdlé vég felé pedig pozitiv
szamokkal (aglikon kotohelyek) jelolik a Davies-féle [14] nomenklatira szerint.
Egy szubsztrit kiillonbdzéképpen 1éphet kolcsonhatdsba az alhelyekkel. Bekotddhet
nem-produktivan (ilyenkor a hasitandé glikozidos kotés nem keriil a katalitikus
aminosavak kornyezetébe), illetve produktivan, amikor a szubsztrdt dtnyulik a
katalitikus helyen, s ilyenkor a kotést az enzim elhasitja. A hasitds mindig a —1 és
+1 alhelyek kozott torténik.

Az aktiv centrumban a kotShelyek szdma eltér6. A HSA esetén 6 (4 glikon, 2
aglikon) [15], a PPA esetén 5 (3 glikon, 2 aglikon) [16], a Bacillus licheniformis o-
amildz (BLA) esetében 8 (5 glikon, 3 aglikon) [17], az Aspergillus oryzae o-
amildza (TAKA-amildz) esetén pedig 7 (4 glikon, 3 aglikon) [18] szubsztratkotd
hellyel rendelkezik.

A szubsztratk6td  hely alhelyeinek  szdmdban 1évé  kiilonbségek
megmutatkoznak a termékeloszldsban is. A PPA példaul féként maltéz és
maltotriéz képzésével, tobbszori hasitdsi mechanizmussal bontja az amilézt és a
rovidebb szubsztratokat is. A HSA-ndl idedlis elrendezddés esetén a szubsztrat
gliikéz egységei betoltik mind a 6 alhelyet, s ilyenkor a nem redukal6 vég feldli

maltotetradz felszabadulas dominal. A BLA esetében 6,7,8 monoszacharid

10



egységbdl allo szubsztratok alkalmazdsakor az enzim a nem redukdlé vég feldl

dltaldban maltopentadzt hasit le, ennél hosszabb szubsztrit ldnc esetén a redukdld

vég feldl a maltotridz hasitas vélik kedvezményezetté.

A kiilonboz6 eredetli a-amildzok specificitdsa eltérd. Elsésorban endoenzimek.

Tobbszoros tdmaddssal (multiple attack) vagy rendszertelen tdmaddssal (random

attack) hatnak a szubsztrdton. Ha a képzddo termékek is szubsztritjai az enzimnek,

akkor masodlagos tdmadds (secondary attack) is bekovetkezik.

1l/1.2. a-Amildzok reakciomechanizmusa

Az o-amildzok katalitikus mechanizmusat tekintve az o-anomer konfiguraciot

megtartd (o-retencids), kettds helyettesitéses (double displacement) elképzelés az

elfogadott [19]. A reakci6ban az aktiv hely két konzervalt aminosav oldalldnca

vesz részt: a Glu233, mint sav/bazis katalizdtor és az Asp197, mint nukleofil 4gens

(a szamozds a HSA szekvencidjanak felel meg) [20]. Maga a katalizis 6t 1épésben

zajlik le:

1.

a szubsztrat kotédése utdn a Glu233 protondlja a glikozidos kotés oxigénjét
(a-1és +1 alhelyek kozé esd, két gliikkéz molekulat 6sszekapcsold oxigént)
€s a nukleofil Asp197 megtamadja a gliikéz C-1 atomjat a (-1) alhelyen;

az oxokarbonium-ion jellegli atmeneti allapotot kovetden egy kovalens
intermedier alakul ki [21];

a (+1) alhelyen 1év6 protondlt glilkéz molekula elhagyja az aktiv helyet,
mikdzben egy viz molekula, vagy egy uj gliikéz molekula dtveszi a helyét
az aktiv centrumban és megtimadja a (-1) alhelyhez kotott gliikéz és az
Asp197 kozotti kovalens kotést;

Ujra egy oxokarbonium-ion jellegli &tmeneti allapot jon létre;

a bazikus katalizator Glu233 [22] hidrogént vesz fel egy belépd viztdl vagy
egy Ujonnan a (+1) alhelyre bekotédo gliik6ztdl, ezen molekuldk oxigénje

athelyezi az oxokarbénium kotést a (-1) alhelyen 1évo gliik6z és az Asp197
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kozé, ami vagy Uj hidroxil-csoportot képez a (-1) alhelyen 1évd gliikkéz C-1
poziciéjdban (hidrolizis) vagy glikozidos kotést alakit ki a (-1) és (+1)

alhelyen 1évo gliikk6z molekuldk kozott (transzglikozilezés).
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5. abra: A retencids o-amilazok mukodésének mechanizmusa.
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Transzglikozilezés 4ltaldban akkor kovetkezik be, ha a reakcié mdsodik
helyettesitésekor a tdmadd csoport nem viz, hanem egy cukor hidroxil-csoportja
[9].

Az aktiv centrum konzervélt aminosavai koziil kozvetleniil csak kettd vesz
részt a kettds helyettesitéses mechanizmusban. A harmadik konzervalt aminosav,
az Asp300 a szubsztrat OH-2 és OH-3 csoportjaihoz kotddik és fontos feladatot tolt
be a szubsztrat szék konformaciéji pirandz gyiirijének eltorzitasaban, igy eldsegiti
a kotés hasaddsit.

Egyéb konzervalt aminosavak: His, Arg, Tyr, amelyek a szubsztritot a
megfeleld pozicioba irdnyitjdk az aktiv centrumban, az dtmeneti dallapotot
stabilizaljdk és a szubsztrat elektron szerkezetét polarizaljak [10].

Az a-amildzok kristdlyszerkezetérol késziilt vizsgdlatok azt mutattak, hogy a
Glu233 és az Asp300 katalitikus csoportok kozott taldlhaté egy viz molekula. Ez a
konzervalt viz molekula (W641) az Asp197-el szemkozt és a (-1) alhelyen 1évo
gliikéz egység anomer szénjére iranyul6 nukleofil timadas iranyaval egy vonalban
helyezkedik el. Tovdbbi mérések azt is igazoltdk, hogy ez a konzervalt viz
molekula tagja egy tgynevezett viz lancnak, ami jelen van a HSA, TAKA és az
arpa amildz enzimekben [23]. A viz ldnc szerepe az, hogy rezervoarként viz
molekuldkat szolgéltasson az egymdst kovetd reakcidlépésekhez, mivel minden Uj
ciklusban tj viz molekula tdmadja a kovalens intermediert.

A Wo641-et a Phe256 koordindlja a megfeleld helyre az enzimben. Ha a
Phe256-t Trp-ra cserélik, akkor a viz lidnc megszakad és az enzim aktivitdsa
jelentésen csokken. A W641 és a viz molekula lanc fontos szerepet tolt be az a-
amildz aktivitds szempontjabol.

A W641 molekula az eldbb emlitett elhelyezkedése miatt a szubsztrathoz
viszonyitva a-anomer helyzetben van jelen. Ez az oka annak, hogy az a-amildzok
megtartjdk az eredeti konfiguracidt, s az a-1,4-glikozidos kotések hasitdsakor csak

a-anomer termékeket eredményeznek [2].
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1l/1.3. Az a-amildzok aktivitdsdnak mérési modszerei

Az o-amildz katalitikus koncentracidjanak meghatirozdsa a humén szérumban
és a vizeletben diagnosztikus jelentéségii kiillonb6zo betegségek felismerésekor. J6l
ismert tény, hogy az emberi testnedvekben kétféle amildz van jelen: a nyalmirigy
eredetl amildz (HSA) és a hasnydlmirigy altal termelt amildz (HPA). Szamos
eltérd elven alapuld és kiilonboz6 szubsztratot felhaszndlé mddszert fejlesztettek ki
ezen enzimek aktivitdsinak meghatarozasara [24].

A legrégebbi moddszer a Fuwa [25] éltal kidolgozott technika, a keményitd
mérése joddal [26], amelynek alapja, hogy a keményitében 1évo helikalis amiléz
lanc képes a jod molekuldt zarvany formdjdban, adszorpcids komplexként
megkotni, ezért az amiléz joddal jellegzetes sotétkék elszinezddést ad. Az
amildzzal val6 reakci6 soran kezdetben keletkezd hosszabb molekuldju dextrinek a
joddal barndsvords szint mutatnak, a keményitd teljes lebomlédsa utdn viszont az
elegy jéddal nem ad szinreakci6t. A kutaté laboratériumok a mddszer szamos
vdlozatat alkalmazzdk, melyekben a jod koncentricidja 3 pM-t6l 0,25 mM-ig, a
kifejlédott szin mérésének hulldmhossza pedig 550 nm-tél 700 nm-ig valtozik [27].

Az amildz aktivitdsdnak mérése azonban lehetséges redukald érték alapjan is. A
keményitd hasitdsa sordn eldszor dextrinek, majd pedig kisebb egységek
(maltoteteradz, maltotridz, maltéz és gliikkdz) keletkeznek, amelyek 1étrejotte 4j
cukor redukalé végek megjelenéséhez vezet. A redukdld érték novekedése pedig
ardnyos az amildz aktivitdsaval.

A redukald érték meghatdrozdsdra tobb lehetdség is adott. Ilyen a Somogyi-
Nelson [28,29], a Folin-Wu [30] mddszer, amelyek nehézfémeknek a gliikkdz
aldehid-csoportja altal valé redukcidjan alapulnak [31]. Ilyen médszer a G. L.
Miller altal kifejlesztett dinitro-szalicilsavas [32] eljaras is. Ennek lényege, hogy a
3,5-dinitro-szalicilsav oxidélja a gliilkéz aldehid csoportjat, mikézben 3-amino-5-

nitro-szalicilsav keletkezik, amelynek barnas-sargas szine fotometridsan mérheto.
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Kezdetben a fenti moddszerekhez természetes eredetli szubsztritokat:
keményitdt, amil6zt, amilopektint, glikogént hasznaltak [28]. Azonban ezeknek a
mddszereknek és a szubsztratoknak is megvoltak a hatranyai. Eltérésekhez vezetett
példaul a kiilonbozd eredetli keményitdk kozott 1évé esetleges moltomegbeli
kiillonbség és a fent emlitett szubsztratok oldékonysdga sem volt minden esetben
megfeleld, toményebb oldataik igen viszkézusnak bizonyultak [33]. Emellett a
redukdlé értéken alapulé meghatdrozasokndl problémdt jelentett a humadn
mintdkban, a szubsztrattdl fiiggetleniil jelen 1év6 redukalé anyagok hatésa.

Igy kisérletek torténtek a természetes szubsztratok médositdsara illetve dj
szubsztratok kifejlesztésére, ami természetesen magaval vonta 4j mérési moédszerek
kidolgozasat is. Elsoként foleg a keményité kémiai moddositasaval prébalkoztak.
Tobb kiilonb6zé — karboximetil, hidroxietil, hidroxipropil, szulfoetil [34] —
szdrmazékot hoztak 1étre az oldékonysdg javitdsa céljabol. Megkisérelték
festékanyagok, példaul az Ostatin brillant voros H-3B [34] kovalens kotését
keményitdhoz vagy amilézhoz. Emellett tj enzimatikus modszerek is megjelentek,
amelyek az amildzon kiviil segédenzimek segitségével hoztdk 1étre a szinreakciot,
ami lehetdvé tette a fotometrids kiértékelést. Ilyen segédenzimeket felhaszndl6
modszer a glilkoamildzt, gliikkéz-oxiddzt, mutarotdzt és peroxiddzt alkalmazé
eljards [26], amelynek az elve a kovetkezoképp foglalhaté dssze:

a-amildz
modositott keményité/amiléz + H,O —— » oligoszacharidok
oligoszacharidok + n H,O MP n D-gliik6z
D-gliik6z + O, + H,O— &likézoxidiz o iy (3, 4 oliikonsav

mutarotaz

2 H,0O, + 4-aminoantipirin + N,N-dietilxilidén —P»kék pigment
peroxiddz
(Mnax=620nm)

+ 3 H,O
A masik, legaltalanosabban hasznalt mérési méd az a-gliikozidazt, hexo-kindzt és
gliik6z-6-foszfat-dehidrogendzt alkalmazé meghatdrozds, ahol a NAD" -NADH
atalakulas 340 nm-nél mérheto [35,36,37], a kovetkezOképpen:
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o-amilaz

maltodextrin/hosszabb oligoszacharid ———» maltéz

maltgy “HEALLy a-gliikoz

gliikéz + ATP —hexokindz gy, oliik 67.6-foszfat + ADP

oliik6z-6-P + NAD*—2lkoz-0 Pdehidiogends o 1y o iikono-5-lakton-6-P
+NADH

Azonban az Uj moddszerek mellett Gj szubsztratok is megjelentek. Eldtérbe
keriiltek a kiilonb6z6 tagszamu, jol definidlt maltooligoszacharidok [37,38,39] és a
kromogén aglikonnal kapcsolt maltooligomer glikozidok, amelyek elényos
vegyiileteknek bizonyultak a klinikai diagnosztikai célokra késziilt amilaz kitek
tervezésében. Az utobbi idOben a 4-nitrofenollal (NP) [37,40,41,42,43] és a 2-klor-
4-nitrofenollal (CNP) [24,44,45,46,47,48], mint kromogén aglikonnal kapcsolt
oligomerek, foleg heptaézok haszndlata valt népszeriivé. Az ilyen tipusi mérések
linedris reakcidkinetikdt mutatnak, gyorsak, megbizhatdk és jol reprodukdlhatdk.

Az enzimatikus mérési eljardsok a gyakorlatban gyorsabbnak és egyszeriibben
kivitelezhetonek bizonyultak, mint a redukaldé érték meghatdrozdsin alapuld
modszerek. Azonban a fotometrids meghatdrozdsnal jelenlévd segédenzimeket a
klinikai rutinmérésekre kialakitott egységcsomagokban a szubsztrittal egyiitt
taroljdk, igy hosszabb id¢ elteltével hidrolizdlhatjdk a szubsztrit a-glikozidos
kotéseit. Mivel az a-glikoziddzok exoenzimek, a szubsztrat molekula nem redukalé
végétdl indulva egy-egy gliik6z egységet hasitanak le és ez a méréseket
megbizhatatlannd teszi. Ennek elkeriilése érdekében vezették be a védett
oligoszacharidok haszndlatdt, melyek a nem redukdlé végen véddécsoportot
tartalmaznak, mint példaul etilidént [49], benzilidént [50], benzilt [49,51],
ketobutilidént [52], piridil-amino- [53,54] vagy karboximetil- csoportot [53],
galaktopiranozil egységet [35,55], vagy acetil-glikézamin részt [56]. Ezek
megvédik a szubsztritot a segédenzimként alkalmazott exo-glikoziddazok

katalizalta hidrolizistol.
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Az alkalmazott szubsztratok kovetkezd generdcidjat képviselik a triszacharid
glikozid szubsztratok. Ilyen az irodalombdl ismert 2-klér-4-nitrofenil-o-D-
glitkopiranozil-a-1,4-gliikkopiranozil- o-1,4- gliikopiranozid (CNP-G3) [45]. 1988-
ban kozolték azt a kozvetlen fotometrids moddszert, amely CNP-Gs-ot hasznalt
szubsztratként és az o-amildz daltal katalizdlt reakcioban kizdrélag a szabad
kromofort eredményezi. A felszabadult CNP 405 nm-en mérhetd. Hasonl6 elven
alapul az dltalunk is hasznalt 2-kl6r-4-nitrofenil-B-galaktopiranozil-a-D-
glikkopiranozil-a-1,4-gliitkopiranozid (GalG,-CNP) szubsztritot alkalmazé médszer
[57]. A fenti szubsztratok hasznalata egy 1épésben eredményezi a kromofor csoport

felszabadulasat, segédenzimek hasznalata nélkiil.

1l/1.4. a-Amildzok jelentosége

Az a-amildzokat és az amildzokkal rokon enzimeket széles korben
alkalmazzdk. Fontos szerepet jatszanak napjaink biotechnolégidjaban, szdmos
iparagban valamint klinikai és gy6gydszati szempontbdl is igen jelentdsek.

Mint az el6z6 fejezetben mar targyaldsra keriilt, az enzimaktivitds mérésekor
illetve az aktiv centrum feltérképezésekor mar jol definidlt oligoszacharidokat és
modositott oligoszacharidokat haszndlnak. Ezeknek a molekuldknak a szintetikus
eldéllitasara nincs igazan hatékony eljards. Az e célbdl kidolgozott mddszerek
altaldban sok 1€pésbdl allnak és alacsony a hozamuk. Ezt a problémat hivatottak
orvosolni a félszintetikus kémiai megolddsok, amelyek esetén enzimatikus tuton,
transzglikozilezéssel allitjak elé a megfeleld tagszamu szubsztratokat [58].

Az oligoszacharidok azonban nem csak szubsztratként alkalmazhatéak.
Specifikus maltooligoszacharidokbdl tiszta, viszkézus oldatok készithetok,
amelyek fogyaszthatok és kivdléan alkalmasak csecsemdk, idds és beteg emberek
tdplédlasdra. Veseelégtelenségben szenveddk esetében példdul gyakran hasznédlnak
erre a célra maltopentadzt. A maltotetradzt adalékanyagként tesztelték ételek

allagdnak és nedvességtartalmdnak megoérzése szempontjdbol. A tiszta
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maltooligoszacharidok eldallitdsa igen koltséges lenne o-amildzok hijdn, amelyek
akdr egy 1épésben szolgaltatjak a kivant terméket [58].

Az 1900-as évek kozepe 6ta sok irdnyban szétdgazd keményitd feldolgozdipar
fejlodott ki, amely féleg bakteridlis és gomba eredeti amildzokat haszndl. A
siitéipar példaul szdmos enzimet, koztiik a-amildzokat is hasznal [59] a pékaruk
térfogatanak novelésére, dllagdnak javitdsdra (ropogds héj, tomor kenyérbél, iz
megdrzésére, esetleges nedvesedés elkeriilésére). Ez a modszer azonban még nem
altalanosan elterjedt, mivel az amildz tiladagoldsa esetén a kenyér ragacsossa
vélhat [10].

Mindezek mellett azonban az amildzok haszndlatosak még a cukorszirup
gyartasban, ciklodextrinek, cikloamilézok eldallitdisaban [60], a sor és
gylimolcslevek zavarossdganak megsziintetésére. Mosdszer adalékként alkalmazva,
képesek alacsony homérsékleten a keményitd tartalmd foltok -eltdvolitdsara
ruhdbdl, illetve porceldnrdl [10].

A humdn o-amildzok a klinikumban fontos diagnosztikai jelentdséggel birnak,
a mai napig a legdltaldinosabban haszndlt indikdtorai a nydlmirigy és a
hasnyalmirigy eredetli rendellenességeknek. Kozép-Eurépédban a klinikai analizisek
sordn leggyakrabban tesztelt 20 enzim kozé tartoznak és meghatdrozasuk egyike a
stirgdsségi laboratériumi szolgéltatdsok alapvetd vizsgdlatainak. Az a-amildz szint
emelkedése a szérumban, vagy a vizeletben (esetleg mindkettében) kapcsolatba
hozhat6 az akut hasnydlmirigy gyulladdssal, a pancreas vezeték elzdréddsaval,
kiilonféle akut hasiiregi betegségekkel, st még szisztémads problémakkal is [18]. A
nydl amildz értékek novekedése pedig mumpszra, bakteridlis eredeti fiiltémirigy
gyulladdsra utalhat. Ma madr azt is feltételezik, hogy a nydl amildz aktivitdsdban
vagy koncentraciéjdban bekovetkezd valtozasok monitorozdsa eldsegitheti a

szajliregi rakos daganatok korai felismerését [61].
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1l/1.5. A humdn nydl amildz (HSA)

A humidn nydl amildz egy 496 aminosavbdl 4allé polipeptid lanc [62].
Osszetételét tekintve két csaladba sorolhaté. Az A csalad tagjai ~62 kDa tomegii
glikoproteinek, mig a B csaladot ~55 kDa tomegl, nem glikozilezett fehérjék
alkotjadk. A HSA-nak 5 izoenzime ismert, melyek koziil az 1,3,5 szdmmal jelzettek
az A, a 2,4 szamuak pedig a B csalddba taroznak. Az izoenzimek aktivitdsukban,
héstabilitdsukban és bontdsi képiikben nem kiilonboznek.

Az embernél a nydl és hasnydlmirigy izoenzimek (HSA, HPA) az 1.
kromoszémén koédoltak egy multigén csaldd tagjaként, ami a nydlmirigyekben és a
pankredszban a kiilonboz6 izoenzimek kifejezddését szabalyozza [62]. Nemrégiben
fedeztek fel egy gént, amely egy harmadik, eddig ismeretlen human amildz (HXA)
képzodéséért felelds [63].

A HSA enzim szerkezete az a-amildzok jellegzetességeit viseli magédn, azaz 3
doménbdl épiil fel: az A doménbdl, melyet az 1-99 és 170-404 aminosavak
alkotnak, a B doménbdl, melyet a 100-169 aminosavak hoznak létre és a C
doménbdl, ami a 405-496 aminosavakat tartalmazza [23]. Az A doménben
elhelyezkedé mély hasadék a szubsztratkotd hely. A V-alakd bemélyedés
kozelében taldlhaté egy CI és egy Ca®* ion, amelyek fontos szerepet toltenek be az
enzim aktivitasaban [62].

A humdn nyal amildz szdmos fontos élettani funkcidval rendelkezik:

1. hidrolitikus aktivitdsa révén megkezdi a taplalék szénhidrat tartalmanak

lebontdsat a szdjiiregben

2. képes hozzdkotddni a szdjban 1évé mikroorganizmusokhoz, kiilonosen a

Streptoccoccus baktériumokhoz 1gy, hogy kozben az enzim megtartja
aktivitdsdt [64,65,66]
3. kotédik a fogzomanchoz és a hidroxiapatithoz is [67,68].

I1/2. A human nyal amilaz inhibitorai
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11/2.1. A nydl amildz inhibitorok jelentésége és csoportositdsa

Az enzimreakciok specifikus molekuldkkal torténd géatldsa fontos szerepet
jatszik az enzimek mukodésének szabdlyozdsiaban és bioldgiai rendszerek
irdnyitdsdban, {igy az inhibitorok segitséget nydjtanak az enzimmiikodés
molekuldris mechanizmusdnak megértésében. Ezenkiviil felhaszndlhatok az
enzimek szubsztratk6td helyének tanulmdnyozdsara, szelektiv gatlds esetén
izoenzimek meghatdrozasara, gyogyszerek hatdismechanizmusdnak megismerésére,
gyogyszermolekuldk tervezésére, anyagcsere-betegségek kezelésére.

Az amildz inhibitorok gyakorlati jelentéségét a human gydgydszatban az adja,
hogy fontos vegyiiletek lehetnek a diabetes, az obesitas, €s a caries kezelésében.
Ezen hatasukat ugy fejtik ki, hogy gatoljdk a szervezetbe bejutott szénhidratok
lebomlasat, igy felszivddasat és ezaltal a vércukor szint emelkedését, illetve a
tdpanyagok hasznosuldsit. Ezek a tényezok pedig kedvezden befolyasolhatjak a
cukorbetegségben és az elhizdstdl szenveddk dllapotit. A humdn nydl amildz
inhibitorai feltehetéen a fogszuvasodas kialakuldsinak megelézésében is
eredményesen alkalmazhaték. Az enzim Kkatalizdlja a keményité hidrolizisét és
képes hozzdkotddni a szdjban 1évd Streptococcus baktériumokhoz, illetve a
fogzomanchoz is [69,70]. A keményitd bontdsabol szarmazé termékeket a
baktériumok anyagcsere-folyamataik sordn tejsavva alakitjdk. A lokédlisan
keletkezd sav pedig a fogzomdanc karosoddsdhoz vezethet, ami kritikus 1épés a
fogszuvasodas kialakuldsaban.

Ezek alapjan érthetd, hogy a human nyal amildz inhibitorokkal az irodalom is
részletesen foglalkozik.

A nydl amildz inhibitorai tobb szempont alapjan csoportosithatok. Eredetiik
szerint megkiilonboztetiink természetes, félszintetikus és szintetikus inhibitorokat.
A természetes inhibitorok lehetnek novényi, illetve bakteridlis eredetiieck. A human
nyal amildznak szdmos szintetikus inhibitora ismert, azonban eléallitisuk igen

nehézkes és dltalaban alacsony hozamd, ezért keriiltek az érdeklodés
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kozéppontjdba a joval egyszeriibb és gyorsabb kemoenzimatikus médszerek ilyen
tipusu vegyiiletek szintézisére.

A mésik csoportositdsi szempont a szerkezetiikk, amely alapjdn
megkiilonboztetiink polifenolokat, szénhidrét jellegi vegyiileteket és fehérjéket.
Eléfordulnak még ezen csoportok kombindciéi is (glikopeptidek, komplex

tanninok).

11/2.2. A humdn nydl amildz inhibitorainak leirdsa

11/2.2.1. Polifenol tipust inhibitorok

A novényekben sokféle mdsodlagos anyagcseretermék -—alkaloid, terpén,
fenolos anyag - halmozédik fel. Bar ezek a vegyliletek az elsddleges
anyagcserében: a bioszintézisben, a biodegraddcidban és mds, energiadtalakuldssal
jaré anyagcsere-folyamatokban nem vesznek részt, kiilonb6z6 bioldgiai aktivitassal
rendelkeznek. Lehetnek toxikusak, lehetnek hormonalis hatasaik, ezenkiviil
szerepet jdtszhatnak a novényeknek a novényevOkkel és betegségekkel szemben
val6 védekezésében.

A fenolos anyagok metabolizmusa a ndvényekben Osszetett, sokféle vegyiiletet
eredményezhet, az ismert névényi pigmentektdl (az antocianidinektdl) kezdve, a
novényi sejtfal Osszetett fenolos anyagaiig (a ligninig). A tanninok a fenolos
anyagok csoportjaba tartoznak. Kémiai reaktivitdsuk és bioldgiai aktivitasuk élesen
elkiiloniti 6ket a tobbi novényi, masodlagos, fenolos anyagcsereterméktol.

A tanninok igen elterjedtek a novényvildgban. Megtaldlhatok a
nyitvatermdkben (Pinus fajokban) és a zarvatermOkben egyardnt. A zarvatermok
esetében gyakrabban fordulnak eld a kétszikii novényekben. Jellegzetes tannin
tartalmi kétsziki csaladok: Leguminosae (Acacia, Lotus fajok), Myrtaceae
(Eucalyptus, Mirtus fajok), Fagaceae (Quercus fajok), Aceraceae (Acer fajok),

Betulaceae (Betula fajok), Salicaceae (Salix caprea) [T1].
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Ipari szempontbdl fontos csersavtartalmid ndvények még a Schinopsis Engl.
spp., az Acacia mearnsii (cserény) és a Caesalpinia spinosa (tara vagy tovises
lepényfa). A tannin elnevezés a kocsdnyos tolgy (Quercus robur) 6si kelta nevébol
szarmazik. A tolgyfa ugyanis fontos tanninforras [72,73].

A tanninokat 4ltaldban a természetben el6forduld, nagy molekulatomegii
polifenolos vegyiiletekként definidljak, melyek fehérjékkel oldhatatlan kompexet
képeznek. Szerkezetiik alapjan harom f6 csoportra oszthatdk: hidrolizdlhato,
kondenzalt és komplex tanninok [74,75].

A hidrolizdlhaté tanninok valamilyen poliolnak, legtobbszor a gliikéznak az
egy vagy tobb fenolos karbonsavval képzett észterei. Ha a fenolos karbonsav
galluszsav, akkor gallotanninokr6l, ha hexahidroxi-difenilsav, akkor pedig
ellagitanninokrdl beszéliink.

A hidrolizdlhaté tanninok poliol része rendkiviil sokféle lehet. Leggyakrabban
D-gliikéz, de lehet szacharéz, sikimisav, kinasav, kvercitol, fruktéz, a gliikéz
kiilonbozd szarmazékai (szalicin, 2-hidroximetilfenil-, 6-fahéjsav-, 4-hidroxi-2-
metoxifenil-, 4-hidroxi-3-metoxifenil-, 3,4,5,-trimetoxifenil-, 2,6-dimetoxi-4-
hidroxifenil-, 4-karboxi-2,6-dihidroxifenil-, 3-karboxi-5,6-dihidroxi-fenil-gliik6z),
glitkonsav, cukoralkoholok (D-glucitol), katechin és epikatechin is [74].

A hidrolizdlhat6 tanninokhoz tartoznak még a kdvétanninoknak, illetve a
taragallotanninoknak nevezett vegyiiletek. Az eldbbiek szerkezetében a kinasav
poliolhoz kdvésav, mig az utébbiak esetén galluszsav molekuldk kapcsolédnak
[71].

A kondenzdlt tanninok, vagy proantocianidinek természetes poliflavonoidok,
melyek flavon-3-ol egységekbdl all6 lancokbdl épiilnek fel. A proantocianidinek
leggyakoribb csoportja a procianidinek csoportja, amelyek 4-6 vagy 4-8 kotéssel
Osszekapcsolddo katechin és/vagy epikatechin lancokbdl allnak [73].

A komplex tanninok pedig olyan tanninok, amelyekben egy katechin egység
kapcsolddik glikozidos kotésen keresztiil egy gallo-, vagy egy ellagitannin

egységhez [74].
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6. dbra: Tanninok csoportositdsa és szerkezete.

Mindez arra utal, hogy a tanninok nagy szerkezeti valtozatossdgot mutatnak.

Emellett széles korti bioldgiai aktivitdssal is rendelkeznek. Tobbek kozott

potencialis fémion keldtorok, fehérje kicsap6 dgensek és bioldgiai antioxidansok.

Nagy mennyiségli tannint tartalmazé ételek tartés fogyasztasa egyiitt jarhat

hianybetegségek (pl.

anaemia) kialakul4saval.

Ez a tanninok kelatképzo

tulajdonsagdval magyarazhaté, mert a tanninnal keldt komplexet kialakito

fémionok bioldgiailag nem hozzaférhetéek [72].
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Kiterjedt bioldgiai tesztek sordn a tanninok szdmos képviseldjérdl kideriilt,
hogy antivirdlis és antibakteridlis hatdst mutatnak, de a legfigyelemreméltébb
tulajdonsdguk taldn mégis a tumor ellenes aktivitdsuk. Bizonyos tanninok képesek
szelektiven gatolni a HIV-virus replikaciéjat [74].

Az antivirdlis hatds oka, hogy a tanninok a virusok protein burkdhoz vagy a
gazdasejt membranjdhoz kotddnek, ezdltal képesek megakaddlyozni a virus
adszorpcidjat és azt ezt kovetd penetracidjat is [76].

A tanninok kifejezett antibakteridlis hatdst mutatnak a Streptococcus mutans-
szal szemben, ami elsddleges szerepet tolt be a fogszuvasodds létrejottében
[77,78,79].  Bizonyitott, hogy a gallotanninban gazdag extraktumok
megakadalyozzdk a baktériumnak a fog felszinéhez val6 kotddését [76,80,81].

Mindezek mellett a tanninok az enzimekre is képesek gatl6 hatast kifejteni, ami
sok esetben elényOs is lehet. A gallotanninok, procianidinek, teaflavinok és
galloilezett flavon-3-olok inhibitorai a gliikozil-transzferaznak. A Larix laricina
tanninjai [82], és sok polifenol gatolja a xantin-oxiddz aktivitdsat, ami hasznos
lehet a koszvény kezelésében. Az ellagitanninok bizonyitottan j6 inhibitorai a
protein kindz C-nek [83], a proantocianidinek pedig az angiotenzin konvertdlé
enzimnek [84]. Ujabban az eper és a mailna gyiimolesok kivonatdrdl is
bebizonyosodott, hogy a benniik 1€v6 ellagitanninok és antocianidinek hatékony a-
amildz inhibitorok [85]. Az irodalombdl az is ismert, hogy a tea polifenoljai és
tanninjai gétoljak a humdn nyal amildzt [86,87,88,89,90]. Ezek a vegyiiletek, a
HSA gatlé tulajdonsdguk és a Streptococcus mutansra Kkifejtett antibakteridlis

hatdsuk miatt, fontos eszkozei lehetnek a fogszuvasodas elleni kiizdelemnek.
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1172.2.2. Szénhidrét tipusu inhibitorok

1I/2.2.2.1. Akarbéz

A leginkdbb ismert, a legelterjedtebben hasznalt szénhidrat tipusd amildz
inhibitor az akarbéz, amit a gydgyszeripar Glucobay néven forgalmaz a
cukorbetegség kezelésére.

Az akarbéz az Actinoplanes fajok fermenticidjanak terméke. Szerkezetét
tekintve egy pszeudotetraszacharid, ami tartalmaz egy telitetlen ciklitol (D-gliikko
konfiguraciéjd, 2,3,4-trihidroxi-5-(hidroximetil)-5,6-ciklohexén) gytrtt , amely
egy 4-amino-4,6-didezoxi-D-gliikopiran6z N-jéhez kapcsolddik, ez pedig egy a-1,4
kotés révén all kapcsolatban egy malt6z egységgel. A ciklitol egység és az amino

cukor 4ltal alkotott szerkezeti részt akarviozinnak nevezik.

H,OH
HO
HO OH CHj o
B
OH
OH
OOH 2
OH
OHo 0
OH OH
OH

7. abra: Az akarbdz szerkezete.

Az akarbéz tobb enzimnek is er6s kompetitiv inhibitora, igy az o-
glilkozidazoknak, a ciklodextrin-gliikozil-transzferazoknak, a gliikoamilazoknak és
az o-amildzoknak is. A kival6 inhibitor hatas a telitetlen ciklohexén gytriinek —
ami a félszé€k konformdcié révén a glikozidos kotés hasitdsdnak dtmeneti dllapotat
mimikalja — és az N-glikozidos kotésnek tulajdonithaté [91,92,93].

Bér az akarbdz Kkitlind inhibitora a keményité hidrolizisnek, ismert egy nem

kivanatos mellékhatdsa. Az irodalom szerint a vékony- és vastagbél enzimei
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metabolizdljdk az akarb6zt, amelynek sordn akarviozin-glikéz és gliikkéz
keletkezik. A bomldsi termékek a vastagbélbe érnek, ahol a D-gliik6z mikrobidlis
fermentécidja kellemetlen hastdjéki panaszokat okozhat [94].

Szamos akarbéz szarmazékot allitottak eld [91,94,95,96] teljes vagy részleges
enzimatikus, illetve kémiai 4talakitisok révén az utébbi évtizedben. Igy a
kiilonbozd szarmazékok 4ltal lehetségessé valt az oa-amildzok hidrolitikus
aktivitdsdnak tanulmédnyozdsa, az 4j vegyiiletek inhibicids hatdsainak vizsgélata.
Az inhibitorok szerkezeti mddositdsain alapulé ihnibicids vizsgdlatok segitséget
nydjthatnak a szubsztrat kotodés feltételeinek és a katalitikus specificitas
feltérképezésében. Olyan potencidlis inhibitorok 1is késziiltek, amelyek az
akarb6zzal szemben jobb inhibitornak bizonyultak és kellemetlen panaszokat nem

okoztak.

11/2.2.2.2. Akarbéz szarmazékok

1) A nem redukdlo végen mddositott akarboz szdarmazékok:

a) Actinoplanes fajok fermentécidval éllitanak el olyan szarmazékokat, ahol
az akarb6z nem redukald végéhez maltodextrin egység kapcsoldodik.

b) A 4"-o-maltohexaozil-akarbézt (Gs-Aca) és a 4" -a-maltododekaozil-
akarbozt (G,-Aca) dllitottak el ciklomaltohexadz és akarbdz jelenlétében
a CGT4az enzimmel ugy, hogy az akarb6z nem redukalé végén a C-4 OH-
hoz kapcsoltdk a maltohexadz, vagy a maltododekadéz molekuldt. Az igy
kapott anyagokat tobb amildzon is tesztelték (Bacillus amiloliquefaciens
amildzon, PPA-n, HSA-n) és azt tapasztaltdk, hogy a maltodextrin lancok
eldsegitik az akarviozin egység beilleszkedését és rogziilését azokhoz az

alhelyekhez, amelyekben a katalitikus aminosavak talalhatok [91].
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2) A redukdlo végen médositott akarboz szdrmazékok:

Szamos mds kiilonbozé akarbdz analdgot allitottak eld az akarbdz redukald
végén valé modositassal, kihaszndlva a BSMA transzglikozilezd képességét
akarb6z és szamos szénhidrat akceptorral [91]. Ilyen szarmazékok az akarviozin-
gliikoz és az izoakarboz, melyek elsésorban nem a HSA, hanem mas o-amilazok
gatlasakor mutattak az akarbdzndl jobb inhibitor hatast. Fontos megemliteni, hogy
ezek a szdrmazékok ellendllnak a bélbeli amilolitikus hidrolizisnek és fenntartjak
hatasukat anélkiil, hogy beldliik gliikéz, ennek kovetkeztében pedig felfivodas
alakulna ki [94].

11/2.2.3. Fehérje tipusu inhibitorok

A novényi magvak — legfOképp a hiivelyesek és a gabonafélék magvai —
gazdag forrdsai a szdmtalan protein tipusud inhibitornak, amelyek az a-amildzokon
vagy mas poliszacharid bont6 enzimeken fejtenek ki gatlé hatdst. Ennek oka, hogy
a novények ilyen inhibitorok termelésével prébalnak védekezni az ket fogyasztd
rovarok és ezek larvai ellen. A rovar amildzok milkodését gatld anyagok miatt, a
novényt fogyaszté dllat képtelenné valik a novényi szénhidratok lebontdsdra és
energia nyerésére, igy elpusztul. Tudomanyos megfigyelések azonban kimutattdk,
hogy a novények dltal termelt peptid inhibitorok nem csak rovar, hanem
bakteridlis, gomba eredetii, emlds pankredsz és human o-amildzokra, a HSA-ra és a

HPA-ra is gatl6 hatést fejthetnek ki.
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1172.2.3.1. A baza (Triticum aestivum) magjanak inhibitorai

A buza albuminjai kozott nagy szdamban fordulnak el6 olyan proteinek,
amelyek a-amildz gatl6 hatdssal rendelkeznek. Ezeket a fehérjéket harom csaladba
soroljdk: a 12, 24 és 60 kDa molekulatomeggel jellemezheté csalddokba. Az a-
amildz inhibitorok a 24 kDa csalddba tartoznak; rovar, emlés és emberi amildzokat
is gatolnak. A 12 kDa csaldd tagjai foként rovar amildzokon fejtenek ki hatast, a 60
kDa csaldd inhibitorait pedig még nem tanulmanyoztdak behatébban.

A 12 kDa csaldd legfébb komponense a monomer 0,28-inhibitor [97],
amelynek alapjan a csalddot 0,28-izoinhibitor csalddnak is nevezik [98,99]. Ide
tartoznak a 0,28; 0,32; 0,35; 0,39; 0,48 proteinek, amelyeket a bromfenolkékhez
viszonyitott elektroforetikus mozgékonysaguk alapjan neveztek el [99].

A 24 kDa csaladba ismereteink szerint tiz fehérje tartozik, amelyek mind
dimerek és jol géatoljak a HSA-t és a HPA-t, bar ez ut6bbit kisebb mértékben [98].
A csaldd kiemelkedd tagjai a 0,19-; 0,36-; 0,38-; 0,53-inhibitorok, melyek koziil a
0,19 (Ki= 0,29 nM a HSA-n) és 0,53 gétolja a HSA-t és a HPA-t is [97,100]. A
0,53-inhibitor 500x nagyobb gatl6 hatdst mutat a HSA, mint a HPA irant. A 0,19-
és 0,53-inhibitorok teljes aminosav sorrendje ismert [101]. A 0,19-inhibitor 21
kiilonbozd (otféle emlds, négyféle madar, hatféle rovar, hatféle tengeri él61ény) a-
amildzt géatol, emellett aktivitdsa ellendll a tripszinnek és héhatdsoknak, viszont
elveszti a stabilitdsit olyan kezelések hatdsdra, amelyek az alegységenként 4 db
diszulfid hidjat felbontjak [102].

O’Donnel és McGreeney a buzdbdl izoldltak egy 21000 Da tomegii 0,2
elektroforetikus mozgékonysaggal jellemezheté fehérjét, ami sok Kkozos
tulajdonsdgot mutat a 0,19-inhibitorral. Az enzim inhibicids vizsgalatok alapjan a
0,2-inhibitor 100x specifikusabb inhibitornak bizonyult a HSA-n (IC5=0,1 ng),
mint a HPA-n [103].
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1172.2.3.2. Egyéb novényekbdl szdrmaz6 inhibitorok
A buizén kiviil még szdmos gabonaféle és hiivelyes novény tartalmaz amildz
inhibitorokat. Az aldbbi tdbldzatban lathatéak ezek az inhibitorok, az Oket

tartalmazo6 novények €s a kiillonboz6 amildzokra kifejtett hatasaik.

1. tdblazat: Egyéb ndvényekbdl szarmazo fehérje tipusu inhibitorok jellemzdi.

Novény neve
Magyarul Latinul Inhlbltor(/ok) Gatolt amilaz tipusa Ref.
elnevezése
aAl-1 emlos, HSA, HPA
Ko6zonséges bab |  Phaseolus vulgaris [104,
g : vuigarts aAI-2 rovar 105,106]
PvCAI (sem eml6s, sem humdn)
Keskenylevelll o1 PvCAI rovar
bab Phaseolus acutifolius oAl-2 (sem eml&s, sem humén) [107]
Galambborsé Cajanus cajan 6.2-inhibitor HSA, marha PA [108]
Tehénborso Vinga unguiculata - bakterialis [109]
Rozs Secale cereale - foként rovar, emlOs [110]

Az irodalmi adatok szerint a trépusi gyiimolesok kozott is 1éteznek olyanok,
amelyekben amilaz gatlé hatdssal rendelkezd fehérjék vannak jelen. Ilyenek
példaul a sargadinnye (Cucumis melo L.) és az assai (Euterpe oleraceae), melyek a
HSA aktivitasat gatlé fehérjéket tartalmaznak [111].

A fehérje inhibitorokat szekvencidjuk és a hdromdimenzids szerkezetiik alapjan
Richardson és munkatdrsai [112] hat csoportra osztottdk, amely szerint lektinszerti,
knottin”-féle, gabonaszerli, Kunitz-féle, y-tioninszerli és thaumatinszeri protein
inhibitorok 1éteznek.

Ezek koziil csak néhdny csoport tagjai képesek gatolni a humdn amildzokat. A
kordbban emlitett, bizabdl szdrmazd inhibitorok a gabonaszerti, a kozonséges bab
aAl-1 és aAl-2 proteinjei pedig a lektinszerli csoportba tartoznak. A tobbi csoport

tagjainak hatdsa kizardlag rovar amildzokra korlatozédik [113,114].
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1172.2.4. Egyéb tipusu inhibitorok

Szamos aszkorbinsav és izoaszkorbinsav szdrmazékrol deriilt ki, hogy a-amilaz
gatlé hatdsuk van. A szerkezet és inhibicidés hatds kozotti Osszefiiggést kutatd
vizsgalatok azt bizonyitottdk, hogy az endiol molekularészlet esszencidlis az o-
amildz gatlds szempontjdbol. A humdn nyal amildzon az izoaszkorbinsav bizonyult
a legjobb inhibitornak (gatlds: 100%), de az 5., 6. szénen acetdllal védett
izoaszkorbinsav (gatlas: 98%) és aszkorbinsav (gatlas: 88%) mellett a 6. szénen
hosszi lancu zsirsavval moédositott aszkorbinsav is jelentds gétlast fejtett ki. A
felsorolt vegyiiletek a humdn pankredsz amildz, bakteridlis és gomba eredetii

amildzokkal szemben nagymértékii inhibicids tulajdonsdgot mutattak [115].
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IIL. SAJAT VIZSGALATOK

III/1. A huméan nyal amilaz fehérje inhibitorai

Ahogyan az irodalmi attekintés fejezetben mar bemutattam, sok hiivelyes és
gabonandvény magva tartalmaz protein tipusi a-amildz inhibitorokat.

Kisérleti munkdm sordn a buizamagbdl szdrmazd, kereskedelmi forgalomban
kaphaté fehérjét vizsgdltam a HSA gétldsdnak tanulmdnyozdsdra. A fehérje
molekulatomegét MALDI-TOF MS analizissel allapitottuk meg, ami a minta
somentesitése utdn 13233 g/mol-nak adddott. A molekulatdmeg alapjan ez a
protein a buzamag o-amildz inhibitorainak 12 kDa-os csalddjaba tartozé, monomer
0,28-inhibitor.

A kinetikai méréseket természetes eredetli amilézon végeztik humdn nydl
amildz (EC 3.2.1.1) enzim jelenlétében. Az enzimreakcié sebességére a redukdld
érték mérésén alapuld, dinitro-szalicilsavas mddszerrel kovetkeztettiink. A gatlds
tipusdanak megallapitdsdra a klasszikus Lineweaver-Burk és Dixon-féle grafikus
abrazolast hasznaltuk. A kezdeti sebességet spektrofotometridval kiilonbozd
szubsztrat koncentracidkndl inhibitor hidnyaban és adott inhibitor koncentraciék
mellett mértiik.

A 8. dbra mutatja a btizdbdl szarmazé protein inhibitorral géitolt nyal amilazra
vonatkozé Lineweaver-Burk dbrdzolds egyeneseit amil6z szubsztrdt esetén. A
kezdeti sebesség reciprokdnak a szubsztrdt koncentrdcid reciprokdnak
fliggvényében valé dbrazoldsa, azaz az elsddleges Lineweaver-Burk dbrazolas
egyeneseket eredményezett. A mdsodlagos dbrdzoldsokndl lathat, hogy mind a
meredekség (s), mind a tengelymetszet (i) novekszik az emelkedd inhibitor
koncentracidéval. Ezen megfigyelések alapjan a gdtldis nem kompetitiv tipusu.
Mivel az elsddleges egyenesek metszéspontja a masodik siknegyedbe esik, a gatlds
kevert, nem kompetitiv [116]. A mdsodlagos d&brdzoldsok esetén mind a

tengelymetszet, mind a meredekség egyeneseket ad az inhibitor koncentracié
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fliggvényében. Ez a gétlds Cleland szerint egy meredekség és ordindta metszd
linedris, nem-kompetitiv gétlds [117]. Ezen egyenesek megfeleld elsé foku
egyenletei (Alkalmazott mddszerek fejezet, 3. és 4. egyenlet) a fehérje
koncentracidjara vonatkozéan arra utalnak, hogy egy molekula inhibitor kotédik

mind a szabad enzimhez, mind az enzim-szubsztrat komplexhez.
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8. dbra: Lineweaver-Burk elsddleges (A) és masodlagos (B: i vs [1], C: s vs [I])
abrazolas. S = amildz, [S]= mgmL'l. I = 0,28-inhibitor, [I]: +, 0 nM; x, 24.7 nM;
0,49.4 nM; e, 74nM; 0O, 98.7 nM. [1/v] = minuM'l.
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A Dixon-féle 4brazolds is megerdsiti ezeket a megdllapitasokat, hiszen a
kezdeti sebesség reciprokai az inhibitor koncentricié fiiggvényében dbrdzolva
egyenesek. Az 1/S fiiggvényében abrazolva a meredekséget és a tengelymetszetet
szintén egyeneseket kaptunk, ami megerdsiti, hogy egy molekula inhibitor kétddik

az enzimhez és az enzim-szubsztrat komplexhez is.
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9. dbra: Dixon-féle elsddleges (A) és masodlagos (B: i vs [1/S], C: s vs [1/S])
abrazolas. S = amiléz. I = 0,28-inhibitor. [S]: m, 2.6 mgmL'l; o, 3.6 mgmL'l; e 4.6
mgmL']; 0,5.6 mgmL']; X, 5.9 mgmL‘l; +, 6.6 mgmL‘l. [I] =nM, [1/v] = mian'l.

A gétlas kinetikai dllandéit a Lineweaver-Burk és Dixon-féle masodlagos

abrdzoldsokbdl hataroztuk meg, amelyeket a 2. tdblazatban foglaltam Ossze.
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2. tablazat: A HSA kinetikai paraméterei a buzamag eredet(i, protein 0,28-

inhibitor jelenlétében.

P T Vmax Kwnm K KEst

Szamitds mddja (uMmin'l) (mgmL’ 1) mM) | (M)

Lmeweaver-l/?surfk-fe/le masodlagos 704.23 8.66 61.5 142
abrazolas

Dixon-féle masodlagos dbrazolds 714,28 8,78 61,5 140

Az amildzzal végzett vizsgélathoz sziikséges 0.5-5 Ky koncentracid tartomany
44 mgmL' — 43,9 mgmL"' amiléz koncentriciénak felel meg. Az amiléz
oldékonysdga nem teszi lehetdvé ezen koncentracié alkalmazdsit, mivel vizben
kevesebb, mint 5%-ban oldédik fel [118]. Ezért csak a telitési gorbe linedris
szakaszdt tudtuk kimérni, igy az értékelésnél a nem linedris regressziét nem
alkalmazhattuk.

A Kgp alacsonyabb értékei miatt, a gatlas inkabb kompetitiv jellegli, mivel az
inhibitor nagyobb valészinliséggel kapcsolddik a szabad enzimhez, mint az enzim
—szubsztrat komplexhez.

Meghataroztam a 0,28-inhibitorra vonatkozé ICs, értéket is, ami a 2-klor-4-
nitrofenil-4-O-f-D-galaktopiranozil-o-D-maltozid (GalG,-CNP) szubsztaton 18,27
nM-nak adédott.

A fehérje tipusu inhibitorokrdl ismert, hogy erésen képesek kétddni az enzim
molekuldhoz, mivel nagy méretiik miatt a katalitikus helytdl tavol 1év0 enzim

teriiletekkel is kolcsonhatast alakitanak ki [119].

I11/2. Szénhidrat tipusd nyal amilaz inhibitorok

A Biokémiai Tanszéken szdmos szénhidrat tipusu vegyiilet HSA gatl hatasat
tesztelték. Vizsgdltdk egyszerli cukrok (pl.: gliikkéz), di- és oligoszacharidok (pl.:

maltéz, maltotriéz, maltopentadz) inhibitor tulajdonséagait. A gliik6z esetében gétlé
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hatdst nem tapasztaltak, a di- illetve oligoszacharidok csak mM-os koncentrdciéban
voltak képesek az enzim gétlsara.

Tobb, szintetikus mddon elddllitott vegyiilettel is végeztiink méréseket. Ilyen
szintetikus anyag a Dr. Herczegh Pal és munkatdrsai altal elddllitott gliikal
oligoszacharid keverék, amelynek komponensei ismétlédé, 2,3 telitetlen
hexapiranéz egységekbdl épiilnek fel [120]. Az oligoszacharidokat poli-Ferrier
reakcioval a 3,6-di-O-acetil-D-gliikdlbol nyerték. A gliikkdl amildz inhibitor
aktivitdsit GalG,-CNP szubsztraton vizsgaltuk. A mérési eredmények alapjan a
szamitott inhibiciés konstansok mM-os nagysagrendbe esnek (Kg = 35.2 mM, Kgg;
=27 mM).

Masik szintetikus moddon elédllitott vegyiilet a Dr. Somsdk Laszlé és
munkatdrsai altal, a Szerves Kémia Tanszéken eldallitott gliikopiranozilidén-spiro-
tiohidantoin (GTH) (10. &4bra), a glikogén-foszforiliz enzim igen hatékony
inhibitora [121].

HO
HO

10. abra: A GTH szerkezete.

A GTH gliikopiranozil része H-kotéseket, mig a rigid tiohidantoin-csoport egy
kedvezd elektrosztatikus kornyezetben tovabbi poldris kdlcsonhatdsokat 1étesit az
enzim fehérjével. Az inhibiciés vizsgdlatok kimutattdk, hogy a GTH a nyal
amildznak is inhibitora. A kinetikai vizsgdlatokat humdn nyédl amildz enzim
jelenlétében 2-klor-4-nitrofenil-4-O-B-D-galaktopiranozil-malt6z (GalG,-CNP) és
amil6z szubsztraton is elvégeztiikk. Az amilézon végzett mérésekkor a GTH enzim
gatl6 hatdst nem fejtett ki, a rovid szubsztraton viszont inhibitornak bizonyult.

A GalG,-CNP szubsztraton végzett kinetikai mérések eredményeit Lineweaver-

Burk és Dixon-féle grafikus dbrdzoldssal elemeztiik. A masodlagos dbrdzolasok
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sordn a meredekségek és a tengelymetszetek az inhibitor koncentricid, illetve a
szubsztrdt  koncentrdcié reciprokdnak fiiggvényében valé dbrdzoldsakor
egyeneseket kaptunk. Ez azt jelenti, hogy egy molekula GTH koétddik mind az
enzimhez, mind az enzim-szubsztrdt komplexhez. A gatlds tipusa kevert, nem

kompetitivnek adédott [122]. A mérés eredményeit a 3. tablazat tiinteti fel.

3. tdblazat: A GTH-nal gitolt GalG,-CNP hidrolizisének kinetikai paraméterei.

Vinax Kwm Kg Kesi
(Mmin™) | (mM) | (mM) | (mM)
Lineweaver-Burk-féle masodlagos

o il 42.95 2.36 7.28 2.84
abrazolas

Dixon-féle mdsodlagos dbrazolds 44.05 243 730 | 2.84
GRAFIT teljes, nem kompetitiv 44.87 751 760 271
modell

GRAFIT kevert (Duggleby) modell 44.87 2.51 7.61 2.71

Szamitds mddja

A HSA aktiv helye viszonylag hossza (4 + 3 alhely), ami eldsegiti, hogy a kis
méretli GTH tobbféle kotémodban helyezkedjen el a szubsztratkotd helyen. A
gyenge inhibitor hatdsnak feltehetéen ez az oka. Feltételeztiik, hogy egy tobb
alhelyet elfoglalé molekula hatékonyabb gatlast eredményezne.

A GTH-ndl hosszabb molekula szintézisét Dr. Remenyik Judit végezte el
enzimatikus transzglikozilezéssel. A kemoenzimatikus transzglikozilezést a
Bacillus stearothermophilus maltogén amildzzal (BSMA) katalizdlt reakcidval
sikeriilt megoldani. Ezt az enzimet mar kordbban is sikeresen haszndltdk akarbéz
analogok eldéllitdsara [123]. A BSMA az akarb6z donorrdl katalizdlta az
akarviozin-gliikéz (PTS) atvitelét a GTH-ra, mint akceptorra. A BSMA megtartotta
sztereoszelektivitasat, de a glikozilezés foként a C-6-en tortént €s az o-
akarviozinil-(1-4)-a-D-gliikopiranozil-(1-6)-D-gliikopiranozilidén-
spirotiohidantoin (PTS-GTH) képzddését eredményezte. Az 1igy keletkezett

tetraszacharidszerli vegyiilet mind az atmeneti dllapot analdég, mind a szubsztrat
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anal6g inhibitorok szerkezeti tulajdonsigait magdn hordozza [124], szerkezetét a

11. dbra mutatja be.

H ) N
p /%%\O Hi 0 ©
Hi oHN" H OH o\~
H HO™ Hi |
O
11. abra: A PTS-GTH szerkezete.

A PTS-GTH nyal amildzra kifejtett géatld hatdsit GalG,-CNP és amildz
szubsztraton is vizsgaltuk. A rovid, kromoforral elldtott szubsztrdt estén a gatlds
kinetik4jat nem linedris regressziéval és Lineweaver-Burk-féle dbrdzoldssal és a
megfeleld6 masodlagos dbrdzoldsokkal hatdroztuk meg (12. dbra). Az elsddleges
abrdzolds (12. A 4bra) esetén egyeneseket kaptunk, amelyek a madsodik
siknegyedben metszik egymadst. A meredekség és a tengelymetszet értékek is
novekvd tendencidt mutattak az inhibitor koncentrdcié fliggvényében. A gatlds
tehat kevert, nem kompetitiv tipusd.

A masodlagos abrazoldsok (12. B, C dbra) egyeneseket eredményeztek. Az elsd
rendli Osszefiiggés arra utal, hogy egy molekula inhibitor kapcsolddik a szabad
enzimhez és az enzim-szubsztrat komplexhez is. Ezeket a megfigyeléseket a
Dixon-féle abrazolds eredményei is megerdsitik.

Mivel az amildzzal végzett vizsgélat esetén a 0,5-5 Ky kozotti szubsztrat
koncentracié tartomdnyt nem tudtuk biztositani az amiléz rossz oldékonysdga

miatt, igy a nem linedris regressziot a kiértékelés sordn nem alkalmazhattuk.
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12. dbra: Lineweaver-Burk elsddleges (A) és masodlagos (B: i vs [I], C: s vs
[1]) abrazolas. S = GalG,-CNP, [S] =mM. [ = PTS-GTH, [I]: +,0 nM; A, 8 nM;
e, 20 nM; o, 40nM; m, 60nM; O, 80 nM. [1/v] = minuM'l.

A 13. dbra mutatja a Dixon elsddleges és mdsodlagos dbrazolasokat.
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13. abra: Dixon-féle elsddleges (A) és masodlagos (B: i vs [1/S], C: s vs [1/S])
dbrazolas. S = amil6z. I = PTS-GTH. [S]: 0, 6.6 mgmL™"'; @, 5.9 mgmL™; 0, 5.6
mgmL'l; X, 4.6 mgmL'l; +, 3.6 mgmL'l; m 26 mgmL'l. [1] =nM, [1/v] = mian'l.

A GalG,-CNP szubsztrithoz hasonléan itt is egy inhibitor molekula
kapcsolédik az enzimhez, illetve az enzim-szubsztrit komplexhez. A gatlds
disszociacids dllandéit a Lineweaver-Burk és a Dixon-féle grafikus abrazoldsok és

a megfeleld masodlagos abrazoldsok alapjan szamitottuk.
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A kinetikai dllanddkat a 4. tdblazatban 0sszegeztem.

4. tablazat: A GalG,-CNP és az amil6z HSA altal tortén6 hidrolizisének

kinetikai paraméterei PTS-GTH inhibitor jelenlétében.

Szubsztritok
GalG,-CNP Amiléz
Kinetikai Lineweaver- Lineweaver- . .
< Nem Dixon-féle
paraméterek L Burk Burk .
linedris P p masodlagos
.. | masodlagos masodlagos P
regresszio o2 o2 abrazolas
abrazolas abrazolas
Ky 0.9 mM 0.94 mM 22.8 mgmL" | 23.1 mgmL"'
V pnax (WMmin™) 20.3 21.0 983 954
Ker (uM) 0.21 0.19 8.45 9.28
Kes1 (UM) 0.22 0.24 0.5 0.5

A PTS-GTH mindkét szubsztrat esetén kevert, nem kompetitiv gatlast fejtett ki.
A Kg és Kggr inhibicids dllandok a GalG,-CNP szubsztraton gyakorlatilag
azonosak, igy az EI és ESI komplexek stabilitdsa is megegyezik. Az amildz
szubsztrat esetén eltéré eredményeket tapasztaltunk. A Kggy alacsonyabb értéke azt
jelzi, hogy az ESI komplex kialakuldsa kedvezobb, mint az EI komplex
kialakulasa, igy a gatlas jellege inkdabb unkompetitiv. Az ESI komplexre vonatkozé
disszociacios allandok mindkét szubsztrat esetén hasonld értékeket mutatnak, tehat
mindkét szubsztrat esetén az enzim-szubsztrat-inhibitor komplex stabilitdsa is
hasonlé. Az inhibitor feltehetdéen az enzim masodlagos kotohelyéhez kotddik, s ezt
a szubsztrait mindsége nem befolyasolja. A Kg; értékeket tekintve a PTS-GTH
erdsebb inhibitor hatast fejt ki a rovid szubsztraton, mint a hosszd lancd amilézon
[125].

A szénhidrat tipusi HSA inhibitorok disszociacids allandéit és ICs, értékeit az

Osszehasonlitds megkonnyitése végett az 5. tdbldzatban foglaltam Ossze.
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5. tdbldzat: A szénhidrat tipusi HSA inhibitorok disszocidcids dlland6i GalG,-

CNP szubsztraton mérve.

Inhibitor K (uM) KEst (uM) ICso (UM)

gliikdl (DP 2-7) 35200 2700 2010%*

GTH 7300 2840 10500

G, - 4000 8000

G; 2650 - 3500
Gs 400 - 800
PTS-GTH 0,19 0,24 0.03
akarboz 0,7 0,1 0.86

* Mivel a gliikdl minta egy oligoszacharid keverék, az ICsp-et pM egységben nem lehet
megadni, ezért az érték a tabldzatban pgmL™' mértékegységben szerepel.

Mint lathatd, a leggyengébb inhibitor tulajdonsidgokkal a gliikdl jellegli
vegyiilet sorozat rendelkezik. Bar a gliikdlok a szubsztrdt atmeneti allapotdt
mimikaljak, a gyenge affinitdis a OH csoportok hidnydval magyardzhatdé. A
szubsztrat analég GTH molekula kis mérete miatt tobbféle kotdomaodot 1étesithet az
enzim aktiv helyével, ami megmagyardzhatja az alacsony inhibitor aktivitdst. A
maltéz, a maltotriéz és a maltopentaéz mM-os koncentricié tartomdnyban okoz
enzim gétlast a human nyal amildzon. A maltéz esetén a gatlds tipusa tisztan un-
kompetitiv, mig a maltotriéz és a maltopentadz esetén tisztdn kompetitiv. Az
inhibiciés allandék arra utalnak, hogy a cukorgylirtk szdmanak novekedésével
jelentésen nd az inhibitor hatékonysag. Ez a hatds jol érvényesiil a GTH — PTS-
GTH inhibitorok viszonylatdban is. A PTS-GTH-nak négy nagysigrenddel
kisebbek a disszociacios allandoi, mint a GTH-nak. A kivald inhibitor hatashoz
hozzdjarul, hogy a vegyiilet szintézisekor akarbézt hasznaltunk donorként, igy az
atmeneti allapotot mimikdlé ciklitol gylirli és az akceptor révén a tiohidantoin
gylrdl is jelen van a molekuldban. Az akceptor és a donor hidrolizis terméke, a

pszeudotriszacharid (PTS) a(1-6) glikozidos kotéssel kapcsolédik egymdshoz,
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ezdltal az inhibitor molekula ellendll a HSA hidrolizisének és épitd egységeinek
eldnyds gatld tulajdonsdgait 6tvozve képes jelentds inhibitor hatast kifejteni.
Méréseink  bizonyitjdk, hogy egy vegyiilet inhibitor tulajdonsdgait
meghatdrozza a hossza (anndl hatékonyabb az inhibitor, minél tobb alhellyel képes
kolesonhatast kialakitani) és a funkcids csoportjainak jellege és szdma, ami az

enzimmel 1étesitett kotések tipusat és mennyiségét befolydsolja.

I11/3. Tanninok, mint HSA inhibitorok

A Biokémiai Tanszéken végzett munkdm nagy részét természetes polifenolos
vegyiiletekkel, a tanninokkal késziilt inhibicids vizsgdlatok képezik. Méréseinket a
kocsdnyos tolgy (Quercus robur) és az alepp6i vagy mds néven kurdisztani tolgy
(Quercus infectoria Olivier) eredetli tanninal végeztiik.

A szerkezeti analizis eredményei alapjan mindkét anyag keveréknek bizonyult,
igy bioldgiai rendszerekre kifejtett hatasuk nehezebben értelmezhetd, mint egy
adott molekula esetén. Ebbdl a megfontolasbdl egy tiszta, szerkezetileg jol definidlt
tannin komponenst, a pentagalloil-p-D-gliikopiranézt (GGss) is megvizsgaltunk,

ami az a-amildz enzimen hatdsos inhibitor vegyiiletnek bizonyult.

111/3.1. A kocsdnyos tolgybdl szdrmazo tannin vizsgdlata

Mint ahogy az irodalmi részben mdr targyaldsra keriilt, a tanninok szerkezetileg
igen Osszetett anyagok, igy megkiséreltik a kocsdnyos tolgy eredetli tannin
alkotdéelemeinek beazonositdsat.

Els6ként egy gallotannin meghatdrozast végeztiink el. A gallotanninok
kvantitativ  analizisére  haszndlhat6 megbizhat6 mdédszer a  galluszsav
mennyiségének meghatdrozdsa rodaninnal [126]. A vizsgdlatot galluszsavval
standardizaltuk. Két kiilon mérést hajtottunk végre. Az egyiket a tannin hidrolizise

eldtt, a szabad galluszsav, a mdsikat a savas hidrolizis utdn a teljes galluszsav
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mennyiségének mérésére. A galluszsav koncentracié a hidrolizdtumban 1évd tannin
mennyiségének 60%-a. Ebbdl csak 1% a szabad galluszsav.
Elvégeztik a tannin MALDI-TOF MS analizisét pozitiv-ion médban, DHB

matrixban. A 14. dbra a tanninrdl késziilt spektrumot mutatja.
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14. abra: A kocsdnyos tolgy eredetll tannin MALDI-TOF MS spektruma.

A tannin vizsgdlata egész sor molekulaiont eredményezett. A vegyiiletek 152
tomegegységenként kiiloniilnek el egymadstdl. Ez a tomegkiilonbség egy galloil-
csoportnak felel meg. A sor legkisebb tomegii tagja (m/z 519), a legnagyobb
tomegli (m/z 1279). A gallotanninok 4ltaldban gliikéz alapdak, igy meglepd volt,
hogy az elsd csics [M+Na]® (m/z 519) molekulatomege 12 tomegegységgel
kiilonbozik a digalloilezett gliikkdz tomegétdl. Ez kizarja a gliik6z jelenlétét, viszont
megfelel egy digalloilezett kinasavnak. Ezek alapjan a kocsanyos tolgy eredetii
tannint 2-7 galluszsavval észteresitett kinasav molekuldk alkotjak.

Hasonl6 gallotannin sorozatot észleltek ESI-MS technikaval kereskedelmi

forgalomban 1évé (Aldrich Chemical Company), tolgyfa extraktumbél szarmazoé
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tannin vizsgalatakor [127]. A szerzok szerint ezek a vegyiiletek a metil-4-keto-f-D-
gliikopiranozid egy sorozatét alkotjak.

A spektrumban megfigyelhetdé még mas vegyiiletek jelenléte is: m/z 215, m/z
333, m/z 355-nél, amelyek a galluszsav [M+Na]®, a monogalloilezett gliik6z
[M+H]" és [M+Na]" ionok tomegének felelnek meg. Ezek a komponensek csak Kis
mennyiségben vannak jelen ebben a tanninban.

Ezeket az eredményeket altdmasztja az NMR analizis is. A "°C spin-echo
NMR spektrumban a kinasav C-1 atomjdhoz rendelheto jel 83.1 ppm-nél taldlhato.
A gliik6z jelenlétét viszont kizarja a szénhidratok anomer régidjara jellemzo jelek

hidnya a 90-100 ppm-es tartomanyban.
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15. dbra: A tannin °C spin-echo NMR spektruma.

A nagyobb érzékenységli HSQC spektrumban taldlhaté kis intenzitdsu jelek
(92, 95, és 97 ppm-nél) alapjan azonban arra kovetkeztetiink, hogy a f0
komponenshez viszonyitva 10%-nal kisebb mennyiségben galloilezett gliikk6z
molekuldk mégis jelen vannak a keverékben.

Emellett a 60-75 ppm tartomdnyban szamos jel detektdlhat6, ami még inkabb

aldtdmasztja a kinasavban 1évé OCH csoportok jelenlétét.
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A részletes szerkezeti analizis eredményei bizonyitjdk tehdt, hogy a kinetikai
mérésekhez haszndlt, kocsdnyos tolgy eredetll tannin f6 alkotdja a galloilezett
kinasav.

A kinetikai méréseket huméan nydl amildz (EC.3.2.1.1.) enzim jelenlétében,
GalG,-CNP szubsztraton végeztiikk. A gatlas kinetikdjat a klasszikus Lineweaver-
Burk és Dixon-féle grafikus dbrdzoldssal tanulmanyoztuk. A 16. dbra szemlélteti a
kocsdnyos tolgy eredetli tanninnal gatolt nydl amildzra vonatkozé Lineweaver-

Burk-féle dbrazolds egyeneseit.
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16. dbra: Lineweaver-Burk elsddleges (A) és masodlagos (B: i vs [I], C: s vs
[1]) abrazolas. S = GalG,-CNP, [S]= mM. I = kocsdnyos tolgy tannin, [I]: +, 0
pgmL'; x, 6.4 pgmL™"; 0, 12.8 ugmL™; @, 19.2 pgmL™; 0, 25.6 ugmL™". [1/v] =

minnM™
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Ezen édbrizolds metszéspontjainak (i) és irdnytangenseinek (s) mdsodlagos
dbrizoldsa az inhibitor koncentricié fiiggvényében djabb informéciét szolgdltat a
gdtlds mechanizmusara vonatkozdan. A 16. A dbra mutatja, hogy a tanninnal gatolt
amildz kinetikai 4dllandéinak meghatdrozdsara hasznalt Lineweaver-Burk-féle
reciprok dabrdzolds a GalG,-CNP hidrolizise linedris Osszefiiggést eredményez.
Mind a meredekség (s), mind a tengelymetszet (i) novekszik az emelkedd inhibitor
koncentraciéval. Ezen eredmények igazoljdk egyértelmilen, hogy a gatlds nem
kompetitiv tipusu. Az elsédleges egyenesek metszéspontja a masodik siknegyedbe
esik. Ennek megfelelden a gatlas kevert, nem kompetitiv.

Ahogyan a 16. B és 16. C dbra mutatja, mind a tengelymetszet, mind a
meredekség az inhibitor koncentracié fiiggvényében egyeneseket ad. Az elobbi
egyenesek megfeleld elsé foku egyenletei a tannin koncentracidjara vonatkozdan
arra utalnak, hogy egy molekula inhibitor kotédik mind a szabad enzimhez, mind
az ES komplexhez. Parabolikus 0Osszefiiggés arra utalna, hogy két molekula
inhibitor ko6tddik az E-hez és az ES komplexhez [128].

Ezeket az eredményeket a Dixon-féle abrazolas (17. dbra) is megerdsiti, mivel
a kezdeti sebesség reciprokai az inhibitor koncentricié fiiggvényében dbrazolva
egyenesek.

Fontos megemliteni, hogy a meredekség és a tengelymetszet is egyenest ad a
1/S fiiggvényében abrazolva.

Meghatdroztuk a Kg és Kggr disszocidcids konstansokat a madsodlagos
abrazolasbol, illetve a Grafit program segitségével nem linedris regresszidval is.

A kiilonboz8képpen meghatarozott értékek jol egyeznek és a 6. tdbldzatban
lathatok.

A Kg; alacsonyabb értéke azt mutatja, hogy az EI komplex képzddése
kedvezSbb, mint az ESI komplexé. A kinetikai dllandékat pgmL'-ben tiintettem
fel, mert a pontos molekulatomeg nem adhaté meg, mivel a tannin olyan keverék,

amelyben a kinasavat kiillonb6z6 szamu galluszsav (2-7) észteresiti.
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17. abra: Dixon-féle elsddleges (A) és mdsodlagos (B: i vs [1/S], C: s vs [1/S])
abrazolds. S = GalG,-CNP. I = kocsanyos tolgy tannin. [S]: +, 1,0 mM; x, 1,5 mM;

o, 2,0 mM; e, 3,0 mM; 0, 4,0 mM. [I] = pgmL™", [1/v] = minnM™".

6. tablazat: Kinetikai dllandok 6sszegzése GalG,-CNP szubsztriton a

kocsanyos tolgy tannin esetén.

P, £ 1 Vimax Kwm K KEsi
Szamitds modja (anjn'l) (mM) | (ug mL'l) (g mL'l)
Lineweaver-Burk mdsodlagos 318 1.29 827 45.00
egyenesek

Dixon mdsodlagos egyenesek 31.8 1.29 8.27 45.00

GRAFIT teljes nem 321 | 151 | 903 | 4784
kompetitiv modell

GRAFIT kevert (Duggleby) 322 128 | 897 49.38

modell
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A szamitott kinetikai adatok szerint a tannin vagy az aktiv centrumhoz vagy az
enzim mdsodlagos kotOhelyéhez kapcsolddik, s igy keletkezik az EI komplex. A
Kgr alacsonyabb értékei alapjan feltételezhetd, hogy a gétlds tipusa inkabb
kompetitiv, azaz a tannin elényosebben tud kotést kialakitani az aktiv hellyel, mint
az enzim felszinének més helyeivel.

A kinetikai méréseket amil6z szubsztraton is elvégeztiik. A meghatdrozést, a
felszabadul6 redukdlé végek mérésén alapuld dinitro-szalicilsavas mddszerrel 2.6-
6.6 mgmL’1 szubsztrat koncentraci6 tartomanyban, és 0; 53,4; 106,7; 160.0 ugmL'1
tannin koncentraciok alkalmazdsaval kiviteleztiik. Eredményeinket a 7. tablazat

foglalja Ossze.

7. tablazat: HSA katalizalta amil6z hidrolizis kinetikai paraméterei kocsdnyos

tolgy tannin inhibitor jelenlétében.

Loz T Vmax Kum Kgr Kest
Szémitds modja pMmin'l (mgmL'l) (mgmL'l) (mgmL'l)
Lineweaver-Burk mésodlagos 403.86 9.672 1510 0122
egyenesek
Dixon médsodlagos egyenesek | 408.86 9.672 1.510 0.122

Az amiléz rossz oldékonysdga nem tette lehetévé, hogy 0.5 és 5 Ky kozotti
szubsztrat koncentrdcidkat alkalmazzunk, igy a nem linedris regressziét nem
haszndlhattuk a kinetikai paraméterek kiszamitdsakor.

A Ky értékek mgmL™" mértékegységben vannak feltiintetve, mivel az amiléz
pontos molekulatomege nem adhaté meg, tekintve, hogy ez a szubsztrat kiilonb6z6
hosszisdgi a-1,4 glikozidos kotéssel Osszekapcsolddd gliikéz molekuldkbol
felépiild lancokbdl 4ll.

A disszociacids konstansok értékei a gatlds unkompetitiv jellegére utalnak. A
tannin az amiléz hidrolizisekor sokkal gyengébb inhibitornak bizonyult a GalG,-
CNP-n végzett vizsgalatok eredményeihez képest. A kompetitiv tag esetén hirom,

az unkompetitiv tag esetén pedig egy nagysagrendnyi kiillonbség lathat6, ami a
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kiilonbdzd szubsztratok alkalmazdsdbol adddik. Mivel a tannin molekulatémege
sokkal inkdbb 6sszevethetd a rovid szubsztdt molekulatomegével, igy konnyebben

kiszoritja a GalG,-CNP-t az aktiv centrumbdl, mint a nagy molekulatomegii

amildzt.
hasitas helye
4 3 2 -1 J + +2 +3
HO. HO OH

18. abra: Egy feltételezett szerkezetii, hexagalloilezett kinasav inhibitor

molekula lehetséges kotémddja az EI komplexben.

Az 18. abran egy tannin komponens egy lehetséges kotdmodja ldthatd, ha
feltételezziik, hogy egy molekula hexagalloilezett kinasav molekula kapcsolddik a
szabad enzim aktiv centrumahoz [129].

A HSA aktiv helye hét alhelybdl 4ll és a katalitikus hely a (-1) és a (+1)
alhelyek kozott helyezkedik el [130].

A nydl amildzrél késziilt rontgenkrisztallografids vizsgdlatok alapjan ismert,
hogy a keményité vagy maltooligoszacharid szubsztratok képesek hozzdkotddni az
aktiv hely arkdhoz [131]. A galloilezett kinasav molekuldk szintén rendelkeznek
szabad OH csoportokkal, amelyek képesek hidrogén kotésekben részt venni.
Tovabba a galluszsavak aromds gyurtii stacking kolcsonhatdst létesithetnek a

(-3)/(-2), (-1)/(+1) és (+2) alhelyek kozelében 1évo TrpS9, Tyr62 és Tyrl51 aromas
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aminosavakkal [132]. Az el6z0ekben szemléltetett inhibitor szerkezete és a kotodés

moédja azonban csak feltételezés.
111/3.2 Az aleppdoi tolgybdl izoldlt tannin vizsgdlata

Hasonl6képpen a kocsdnyos tolgy eredetli tanninhoz, az aleppdi tolgybdl
szarmazd tannin vizsgdlatdt is a szerkezet analizis elvégzésével kezdtik. A
galluszsav mennyiségét a rodaninos moddszerrel mértilk a csersav kénsavas
hidrolizise el6tt és utdn. A szabad galluszsav koncentracié 3%, mig a teljes
galluszsav mennyiség 70%-a a bemért tannin mennyiségének. A tanninok
galluszsav mellett gyakran tartalmazhatnak ellagisavat is, ezért meghataroztuk az
aleppdi tolgy eredetli tannin ellagisav tartalmat is Hagerman és Wilson mddszere
[133] szerint. A mérést ellagisavra standardizdltuk. A kénsavas hidrolizis elétt a
szabad ellagisav 2%-nak addédott, mig a hidrolizis utdn 7%-nyi teljes ellagisav
tartalmat mértiink. Igy f6 tomegében ez a keverék is gallotannin.

Az alepp6 tanninrdl negativ ion médban ESI MS analizis késziilt. A 19. dbrdn
lathaté a mérés sordn kapott spektrum. A spektrumon &t cstcs lathatd, amelyek
molekulatomege 152 tomegegységgel kiilonbozik egymadstél, ami megfelel egy

galloil-csoport tomegének.
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19. dbra: Az alepp¢ tannin ESI MS spektruma.
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A mérési adatok alapjan a tannin poliol alapjat a gliikéz képzi, amit 2-6
galluszsav észteresit. A 403.088; 635.100; 787.113; 939.127; és 1091.142 Da-ndl
megjelend csicsok rendre a digalloil-, a trigalloil-, a tetragalloil-, a pentagalloil- és
a hexagalloil-gliikéz deprotondlt [M-H] formdjanak felelnek meg.

Az irodalom szerint aleppdi tolgy tannint tomegspektrometridval korabban még
nem vizsgéltak, viszont kiilonb6zd, a longdnfa magjabdl [134] és a
szentjanoskenyérfa gyiimolcsének, a karobnak a rostjabol [135] szarmazé gallo- és
ellagitanninokat azonositottak mar be ESI-MS illetve HPLC-ESI-MS moédszerrel.

A szerkezeti analizis eredményei azt tiikrozik, hogy az aleppd tannin egy
gallotannin, ami galloilezett gliik6z molekulakbdl all és emellett 7%-nyi ellagisavat
is tartalmaz.

A kinetikai mérésekhez GalG,-CNP és amildéz szubsztratot hasznaltunk. A
rovid, kromoforral ellatott szubsztratot 0.5-3 mM-os koncentracié tartomanyban
alkalmaztuk. A kezdeti sebességet inhibitor nélkiil és kiilonb6zé inhibitor
koncentraciokndl mértiik. A Lineweaver-Burk és Dixon dbrazoldsok alapjan a
gdtlds kevert, nem kompetitiv tipustinak adédott.

A masodlagos dbrazolasok (20. B, C dbra) egyeneseket eredményeztek. Az elsd
fokd fliggvény arra utal, hogy csak egy inhibitor molekula kotédik a szabad
enzimhez vagy az enzim-szubsztrat komplexhez.

Az amiléz hidrolizisének elemzése (21. dbra) azonban eltéré eredményre
vezetett. A gatlds kinetikdja szintén kevert, nem kompetitiv. Azonban az elsédleges
egyenesek tengelymetszete, az inhibitor koncentricié fiiggvényében dbrazolva
parabolat adott.

Az eredményeket kiillonbozd szubsztrat koncentracidoknal és adott inhibitor

koncentraciék mellett kaptuk.
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20. 4bra: Lineweaver-Burk elsddleges (A) és mdsodlagos (B: i vs [I], C: s vs
[1]) dbrdzolés. S = GalG,-CNP, [S]= mM. I = aleppdi tolgy tannin, [I]:. +, 0 pgmL’
' @,0.16 pgmL™"; 0, 0.32 uygmL™"; m, 0.64 pgmL™"; o, 1.28 pgmL™". [1/v] =
minpM™'.

A masodfoku Osszefiiggés a tengelymetszeteknek az inhibitor koncentracio
fliggvényében valé dbrazoldsakor, arra utal, hogy az enzim-szubsztrat komplexhez
két inhibitor molekula kotodik [128,136,137]. A meredekségeknek az inhibitor
koncentracié fiiggése azonban linedris. Ez azt jelenti, hogy a szabad enzim

molekuldhoz csak egy molekula aleppdi tolgy tannin kotédik.
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21. 4bra: Linewaver-Burk 4brdzolds. S = amil6z, [S]=mgmL™". I= alepp6

tannin. [I]: +, 0 pugmL™; %, 2.9 ugmL™; 0, 5.7 pgmL™"; e, 11.4 pgmL"

A 8. tabldzatban lathaték az aleppdi tolgy tanninra vonatkozé kinetikai
allandok.

8. tablazat: Az aleppdi tolgy tannin disszocidcids allandoi.

Szubsztrat K (pgmL'l) Kesi (pgmL'l) Kesn (pgmL")
GalG,-CNP 0.8 33 -
amiloz 17.4 14.86 9.64

A GalG,-CNP szubsztrat esetén a Kgp alacsonyabb értéke azt mutatja, hogy az

EI komplex képzddése kedvezdbb, mint az ESI komplexé, azaz a gitlds inkabb
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kompetitiv jellegli. Az amiléz szubsztraton a Kgg és a Kggspp értéke dsszevethetd a
Kg; értékével, azaz az El, az ESI és ESI, komplexek azonos eséllyel alakulhatnak
ki, igy a gétlds hatdrozottan kevert tipust.

A tanninokat gyakran haszndljak nydkszerli poliszacharidok (pl.: az aloéban
jelenlévd acetilezett polimanndz, a noévények 4ltal termelt béta-gliikdnok és
mikroorganizmusok 4ltal eldallitott poliglilkdnok) vizes kivonatbdl vald
extrakcidjara, melynek alapjat a tanninokkal bekovetkezd komplexképzés adja
[138]. Egyes poliszacharidok — kiilondsen az amiléz — az irodalmi adatok szerint
hidroféb drkokat tartalmaz6 masodlagos szerkezet kialakitasara képesek, amelyek
polifenolos vegyiiletekkel erds kolcsonhatasba léphetnek [139].

Eredményeink is azt mutatjdk, hogy az alepp6i tolgy tannin képes
hozzakotédni az amiléz szubsztrathoz. Feltételezziik, hogy nagy inhibitor
koncentrdciok esetén a szubsztrdt és a tannin kozotti kolcsonhatds sokkal
kifejezettebb, mint kis inhibitor koncentriciékndl. Igy az ESI komplex
koncentracidjdnak novekedésével az inhibicié tipusa megvdltozhat. Amildz
szubsztrit jelenlétében a Lineweaver-Burk dbrdzolds egyenesei alacsony inhibitor
szint esetén inkdbb kompetitiv, mig nagy inhibitor koncentraciékndl inkdbb un-
kompetitiv gatlast mutatnak.

Az inhibitor kotddését jelentés mértékben befolydsolja a hasznalt szubsztrat
kémiai szerkezete. GalG,-CNP alkalmazasakor az inhibitor feltehetden az enzim
aktiv centrumahoz kotddik. Amiléz szubsztrdt esetén azonban az inhibici6 jellege
teljesen megvaltozik. Egy molekula inhibitor koétddik a szabad enzimhez és két
molekula inhibitor az enzim-szubsztrdt komplexhez. Valészinlileg az egyik tannin
molekula az enzimhez, mig a masik az amil6z szubsztrathoz kotddik.

Az aleppdi tolgy tannin jobb amildz inhibitornak bizonyult a révid, kromoforral
ellatott szubsztrdton, mint a hosszd lancd amilézon. A kiilonbség szembetiing,
elsdsorban a kompetitiv konstans esetén, ami majdnem két nagysigrenddel
nagyobb az amiléz szubsztraton. Az unkompetitiv tagok kozotti kiillonbség mar

nem ilyen jelentds. A kiilonb6z6 méretti és kémiai szerkezetli szubsztrat okozhatja
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ezt az eltérést, melyet a tannin és az amiléz kozotti kolcsonhatdssal
magyardzhatunk.

Mindkét szubsztraton kivitelezett mérés esetén elvégeztiink egy hiba analizist,
melynek célja a szisztematikus hiba kizdrdsa volt. A vizsgdlat a Lineweaver-Burk
abrazolds adatai alapjan tortént. A grafikonokon a mért értékek és a legjobban
illeszkedd egyenes alapjan kiszamitott értékek kiilonbségét dbrazoltuk a szubsztrat
koncentraci6 reciprokanak fiiggvényében. A maradék abrazolds annak felderitésére
szolgdl, hogy az illesztett egyenestdl vald eltérés szisztematikus hibanak, vagy

véletlenszer( szorasnak tudhato-e be [140].
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22. abra: Maradékabrazolas a GalG,-CNP szubsztrat esetén kiillonboz6 (o, 0
pgmL'l; e 0.16 ugmL'l; 0,0.32 ugmL']; A, 0.64 ugmL']; m 1.28 ugmL'l)

inhibitor koncentraciéknal.

A 22. és 23. 4bran lathaté maradékdbrdzoldsokon a pontok az abszcissza
mentén egy parhuzamos sdvban elszértan helyezkednek el, ami azt jelenti, hogy a
mért értékek standard devidci6ja ugyanaz. Igy megallapithatd, hogy az eltérések
véletlen szordsbdl erednek, a szisztematikus hiba lehetdségét kizdrhatjuk

[140,141].
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23. abra: Maradékabrazolas az amildz szubsztrat esetén kiilonboz6 (O,

0 pugmL™; @, 2.9 ngmL™; 0, 5.7 pgmL™"; A, 11.4 pgmL™") inhibitor

-E0010

koncentracidknal.

111/3.3 A pentagalloil-f-D-gliikopirandz (GGss) inhibitor hatdsa

A tanninok nydl amildzra Kkifejtett hatdsat végiil a pentagalloil-B-D-

gliikopiran6zon, mint modell vegyiileten vizsgaltuk. A vegyiilet szerkezetét a 24.

abra mutatja.

OH

24. abra: A pentagalloil-B-D-glitkopirandz szerkezete.
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A GGss tisztasagdt és szerkezetét az 500 MHz-en végzett egy-, és kétdimenzids
(COSY, HSQC) NMR mérésekkel igazoltuk. A proton spektrum esetében (25.
abra) az Osszes vicindlis proton-proton csatolds nagy értéke (7,6-9,1 Hz) a GGss

anomer konfiguracigjat és *C, konformaciéjat igazolja.

25.4bra: A pentagalloil-p-D-gliikopiranéz 'H NMR spektruma.

A konfigurdcié hozzdrendelését a C-1 anomer szén atom kémiai eltoléddsa
(92.82 ppm) is megerésiti a °C spektrumon (26. 4bra). Az egyes protonok
rezonancia helyei (kémiai eltolédésai) a kovetkezék: H-2 5.44 ppm, H-3 5.65 ppm,
H-4 5.41 ppm, H-5 4.22 ppm, H-6a 4.33 ppm, H-6b 4.23 ppm. A szén atomok
kémiai eltoléddsa, az egyes jelek kémiai eltoléddsa: C-2 71.44 ppm, C-3 73.26
ppm, C-4 70.04 ppm, C-5 72.06 ppm, C-6 63.13 ppm.
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26. dbra: A pentagalloil-B-D-gliikopiran6z *C NMR spektruma.

A GGss a kinetikai analizis sordn hatdsos HSA inhibitornak bizonyult. A
mérést a kordbbiakban is hasznalt mindkét szubsztraton elvégeztiik. A GalG,-CNP
szubsztrat esetén a szubsztrat koncentraciok 0.75-4 mM-os tartomdnyba estek. A
CNP felszabaduldsat inhibitor hidnydban és kiilonbozé (1,764-4.704 uM-os)
inhibitor koncentricidk mellett kovettiik nyomon. Az amiléz szubsztraton végzett
mérésekkor a szubsztritot 2.6-6.6 mgmL™ koncentriciéban alkalmaztuk, a
pentagalloil-B-D-gliikopiran6z  mennyisége pedig a 1.5-9.4 uM kozott
tartomanyban véltozott.

Mindkét szubsztrat estén elvégeztik a Lineweaver-Burk és a Dixon-féle
elsddleges (26. és 27. dbra) és masodlagos dbrazolasokat is. A gatlds tipusa minden

esetben kevert, nem kompetitivnek adédott.
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27. abra: Lineweaver-Burk elsddleges dbrazolds. S = GalG,-CNP, [S] =mM. I =
pentagalloil-B-D-gliikopiranéz, [1]: +, 0 uM; x, 1.76 uM; o, 2.35 uM; e, 3.53 uM;
0, 4.70 pM. [1/v] = minpM ™.

0.02
0.018
0.016
0.014
0.012
/ 0.01
0.008
0.006
0.004 T
0.002 |-

o
n
N
o
™
-
o

28. abra: Dixon-féle elsddleges dbrazolas. S = amildz, [S] =m, 2.6 mgmL’l; 0, 3.6
mgmL’l; e 46 mgmL’l; 0,5.6 mgmL’l; X,5.9 mgmL'l; +, 6.6 mgmL'l. 1=
pentagalloil-B-D-gliikopiranéz, [1] = uM
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9. tablazat: A pentagalloil-B-D-gliikopiranézra vonatkozé disszocidciés allandok.

Szémités média GalG,-CNP Amiloz
! Ker (M) | Kest (W) | Kig (uM) | Kigr (uM)
Llnew?av?r—B/urk-fele 235 502 815 14
abrazolas
Dixon-féle abrazolas 2.338 4.89 8.077 15

A 9. tablazat adatait a Lineweaver-Burk és Dixon dbrdzoldsok masodlagos
egyenesei alapjan szamitottuk. Lathat6, hogy az amiléz szubsztrit esetén a GGss
rosszabb inhibitornak bizonyult. Mindkét szubsztrat esetén a Kg; disszocidcids
konstans értéke a kisebb, azaz az inhibitor kedvezményezetten kotddik a szabad
enzimhez, mig az enzim-szubsztrat komplex felé kisebb affinitdst mutat. A

gatlasban tehat inkabb a kompetitiv jelleg dominal.

111/3.4. A tannin inhibitorokkal kapcsolatos eredményeink dsszefoglaldsa

Mind a kocsanyos, mind az aleppdi tolgy eredetii tanninok és a GGss kinetikai
analizisét is elvégeztiik. A mérések eredményeit az 10. tdbldzatban Osszegeztem,
amelyben az inhibitor hatékonysag megitélésének eldsegitése céljabdl az akarbdz
kinatikai 4llandéit is feltiintettem.

Mint az adatokbdl j6l lathaté a rovid szubsztraton mindkét tannin és a GGss is
jobb inhibitornak bizonyult, mint az amil6zon. A keverék tanninok esetén legaldbb
két nagysdagrendnyi kiilonbség van a Kg; és koriilbeliil egy nagysdgrend eltérés van
a Kggp értékek kozott a két szubsztratot tekintve.

Ennek oka a szubsztratok jellemzoéiben taldlhatd, ugyanis a GalG,-CNP az
amilézhoz viszonyitva rosszabb szubsztratja a HSA-nak, amit a szamitott Ky
értékek is jol tikroznek: GalG,-CNP: 1.29 mM, amiléz: 9.672 mg/ml = 0.096-
0.0096 mM. (Az amiléz Ky értékének mM-ba vald atszdmitasakor egy irodalmi,

10°-10° Da-os molekulatomeg tartomdnyt vettem alapul [142].) A GGss inhibitor
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alkalmazdsakor a két szubsztrdton mért eredmények kozott nem mutatkozik olyan

nagy kiilonbség.

10. Téblazat: A vizsgalt tanninokra vonatkoz6 disszociacids allandok.

GalG,-CNP Amiléz
Inhibitor
KEI KESI inhibicid KEI KESI KESIZ inhibicid
kocsanyos 8.27 45 1510.56 | 121.8
k., nk. - k., nk.
tolgy tannin pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml
aleppéi tol 0.82 3.32 17.4 14.86 9.64
PP & k., nk. k., nk.
eredet(i tannin | pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml
2.35 5.02
8.15uM | 14 uM
uM uM
GGs; k., nk. - k., nk.
2209 | 4.718 7.66 13.16
pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml
0.7uM | 0.1 upM 3.7uM | 1.08 pM
akarb6z 0.452 | 0.0646 | k., nk. 2.389 0.697 - k., n.k.
pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml

Az aleppdi tolgy tannin esetén a két szubsztrat kozotti kiilonbség abban is
megnyilvanul, hogy a GalG,-CNP-n elsd, az amil6zon pedig masodrendii kinetikat
tapasztaltunk. Ez nagy valdszintiséggel, azzal magyarazhat6, hogy a tannin képes
hozzak6tddni az amiléz szubsztrathoz, igy nemcsak az ESI, hanem az ESI,
komplex is létrejohet, azaz az inhibitor nem csak az enzimhez, hanem a
szubsztrathoz is hozzakotédik. A masodrendli kinetikat a kocsanyos tolgy eredetii
tannin esetében nem tapasztaltuk. Hogy ezt a jelenséget megmagyardzzuk, tovabbi
vizsgélatokat végeztiink el a tanninok szerkezetének még pontosabb felderitésére.
Ennek érdekében MALDI-TOF MS PSD mérések késziiltek mindkét tannin egy-

egy komponensérdl.
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29.A. dbra: A kocsanyos tolgy egyik komponensérol, a pentagalloil-kinasavrol

késziilt MALDI-TOF MS PSD spektrum.
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késziilt MALDI-TOF MS PSD spektrum.
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A PSD vizsgdlatokbdl kideriilt, hogy a két tannin egymast6l nem csak a
kozponti poliol mindségében kiilonbozik, amit az enzim géitlds szempontjabol
gyakorlatilag jelentéktelennek gondolunk. Feltételeztiik, hogy az enzimmel valé
kolcsonhatds kialakitdsaért a poliolhoz kapcsol6d6 galluszsavak a feleldsek. A
mérések feltartak, hogy a két tannin esetén a galluszsavak elrendezddése jelentdsen
kiillonbozik. A kocsdnyos tolgy eredetli tannin inkdbb elnyujtott szerkezetli, amiben
féleg galluszsav trimer, dimer és kisebb mennyiségben monomer egységek
kotédnek a kinasav poliolhoz. Az aleppdi tolgy tannin inkdabb egy kompakt
struktdrat képvisel, amelyben a kozponti gliikéz poliolt galluszsav monomerek
(esetleg dimerek) veszik koriil. A szerkezetbeli kiilonbségek nyilvanvaldéan
okozhatjak a kinetikai eltéréseket.

A tanninok HSA-hoz valé kotédésének jobb megértése érdekében felkértiik Dr.
Batta Gyulat, hogy telitési atvitel differencia (Saturation Transfer Difference, STD)
NMR technikédval vizsgdlja meg a GGss — nydl amildz kolcsonhatdst. Az STD
NMR méréseket széles korben alkalmazzdk protein és valamilyen ligand

0sszekotddésének vizsgalatdra [143, 144].

i S |

30. dbra: A GGss STD differencia és 'H spektruma.
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Vilasztasunk azért a GGss-ra esett, mert ez tiszta, jol definidlt szerkezetli, az
egyik tannin komponense, s igy j6 modell vegyiilet lehet az inhibitor enzim
kolcsonhatdsok tanulmédnyozdsa szempontjabol.

Az STD NMR vizsgalatok D,O/CD;0OD (5:1) oldatban torténtek 100 puM HSA
és 1-2 mM GGss jelenlétében. A proton jeleit —1 ppm-nél szelektiven besugdrozva
(azaz telitve) az STD spektrumban mind az 6t aromds csoporthoz rendelhetd
jeleket azonositottuk. A ligandumra nézve toményebb oldatban és 5%-nyi DMSO-
d¢ hozzdadadsa utdn az 6t aromds proton jelei mellett, az anomer protonon is
észleltiink gyenge STD hatést.

Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a GGss hozzakotddik a HSA-
hoz, ezen beliil szivesen alakit ki kolcsonhatdst a fehérje hidroféb régidival. A
HSA aktiv helyérol val6o ismereteink alapjan feltételezhetd, hogy a (-3)/(-2), a
(-1)/(+1) és a (+2) alhelyek kozelében 1évd Trp59, Tyr62 és Tyrl51 aromds

aminosavak a galluszsavak aromds gyf{iriivel stacking kdlcsonhatést 1étesitenek.

Ser163 G240

)

5200

31. dbra: A katalitikus és nevezetes aromds aminosavak elhelyezkedése a HSA-

ban ] inhibitor jelenlétében.
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Val6szinli, hogy a fehérje és az inhibitor kozott H-hidak is kialakulnak, de a
STD mérés alapjan erre vonatkozd informdécidkat nem lehet levonni, mivel a
galluszsav hidroxil-csoportjaiban 1év6 hidrogének az adott kisérleti koriilmények
kozott mind deutériumra cserélédnek. Ezek alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk
le, hogy az aleppéi tolgy tannin kompakt szerkezete valdsziniileg kedvezdbb a
HSA-val valé kapcsolat Iétesitése szempontjabdl, mint az elnyujtott alakd
kocsdnyos tolgy tannin komponenseké.

Hogy a gatlas kialakuldsar6l még tobb informaciét szerezziink a humén nyal
amildz enzim mutdnsaival végeztiink inhibiciés vizsgalatot pentagalloil-B-D-
glilkopiranéz jelenlétében. A muticié sordn az egyik enzimnél a vad tipusi HSA
(-2) alhelynél elhelyezkedd Trp58-at helyettesitették Leu-al [145], mig a masiknal
a (+2) alhelynél taldlhaté6 Tyrl51-es aminosavat cserélték le Met-ra [132]. Mint
lathatjuk mindkét esetben aromds aminosavat helyettesitettek egy apolaros, illetve
egy kevéssé poldros, toltéssel nem rendelkezd aminosavval, ami az alhelyek altal
kialakithaté kotések tipusat teljesen megvaltoztatja. A valtozdsok az enzim

alhelytérképét is érintik, mint ahogy a 31. dbran lathato.

0 ‘ ‘ ‘ ﬁ ‘

4] WHSA
aY151M
51 owssL

Latszdlagos kotési energia (kJ/mol)

-5 -4 -3 -2 -1 1 2 3 4
Alhelyek szama

32. dbra: A vad tipust amildz, az Y151M és a W58L mutdns dsszehasonlitd

alhelytérképe.
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Mindkét mutédns esetén az 0sszes alhely energia értéke lecsokkent a vad tipusd
enzimhez képest. A legfeltlindbb csokkenés mindkét esetben a mutdcié helyénél
lathat6: az YI51M mutdnsndl a (+2) alhelyen, az W58L mutdnsndl pedig a (-3)
alhelyen [130, 146].

Az aromds csoportok hidnydban az enzim a mutdcidéval atalakitott helyeken

stacking kolcsonhatdsok kialakitdsara nem képes [146].

11. tabl.: Mutéci6 befolydsa a HSA miikodésére.

Enzim Aminosavak és Kotés energidja | Osszes energia | Gatlas %
pozicidjuk (kJ/mol) (kJ/mol)
vad tipusu Tyrl51 (+2) -12,0 30,7 50%
HSA Trp58 (-2) -8,8
muténs 1 WS58L (-2) -6,2 18,0 7,9%
mutdns 2 YI151M (+2) -2,6 15,7 2,8%

A 11. tablazatban lathat6, hogy mindkét mutdns enzim esetén csokkent gatlast
tapasztaltunk. Ez bizonyitja, hogy a (-2) és (+2) alhelyeken taldlhaté aromads
aminosavak milyen fontos szerepet toltenek be a GGss megkotésében. Ez is
aldtdmasztja az STD vizsgélatok eredményét, miszerint az inhibitor és az enzim
kapcsolata a galluszsavak ¢és az aromds aminosavak kozotti stacking
kolcsonhatdson alapul. A (-2) alhelynél taldlhat6 még két aromds aminosav, a
TrpS9 és a Tyr62, amelyek szintén alkalmas partnerek lehetnek a stacking
kolcsonhatasok kialakitasaban, bar ezt a feltételezést erre vonatkozdé mérési
eredményekkel, a megfelel6 mutans enzimek hidnyaban nem tudjuk aldtdmasztani.

A két tannin kozil az aleppéi télgy tannin bizonyult jobb inhibitornak mindkét
szubsztrat esetén, amit szintén a galluszsavak elrendezddésében 1évo
kiilonbségekkel magyardzunk. A Kg; értékeket tekintve az aleppdi tolgy tannin
mind a GalG,-CNP, mind az amiléz szubsztriton két nagysdgrenddel kisebb

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

Az inhibicié tipusa minden esetben kevert, nem kompetitiv. A kocsdnyos tolgy
tannin estén az amiléz szubsztraton a kompetitiv tag ért€ke a nagyobb, azaz az
inhibitor szivesebben kotddik az enzim-szubsztrit komplexhez, mint a szabad
enzimhez. Ez a kiilonbség annyira kifejezett, hogy az dbrazolds képe teljesen
unkompetitiv jelleget mutat. A GalG,-CNP szubsztraton az unkompetitiv tag lett a
nagyobb. A GGss disszocidcids dllandéi kozill mindkét szubsztriton az
unkompetitiv tag bizonyult nagyobbnak, ebbdl kdvetkezden a gitlds tipusa inkédbb
kompetitiv. A GGss tehdt szivesebben kotddik a szabad enzimhez, mint az enzim-
szubsztrdt komplexhez. Az aleppdi tolgy tannin a rovid szubsztrdton inkdbb
kompetitiv jelleget mutat, az amil6zon pedig a kordbban mar taglalt masodrendii
kinetik4t tapasztaltuk.

A rovid szubsztrat esetén mindegyik tannin és a GGss is inkdbb kompetitiv
jellegli gatlast mutat. Az amiléz szubsztraton az inhibicidk jellege azonban véltozo.
Ezt azzal magyardzzuk, hogy az amildz esetén a szubsztrat és az inhibitor kozotti
kolcsonhatdsok is befolydsoljak a gatlast, mig ezzel a GalG,-CNP szubsztrit
hasznélatakor nem kell szdmolni.

Az aleppdi tolgy tannin a GalG,-CNP szubsztraton nem sokkal marad el az
akarb6z inhibitor hatdsatél. A kocsidnyos tolgy tannin és a GGss kb. egy
nagysdgrenddel rosszabb inhibitor, mint az akarbéz. Amiléz szubsztriton a
kocsdnyos tolgy tannin sokkal rosszabb inhibitornak bizonyult, az aleppdi tolgy
tannin és a GGss viszont koriilbeliil csak egy nagysagrenddel rosszabb

hatékonysagu, mint az akarb6z.
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Az inhibiciés hatds konnyebb dttekinthetdsége céljabol feltlintettem a tannin

inhibitorok ICs, értékeit a GalG,-CNP szubsztrat esetén.

12.tablazat: A tannin HSA inhibitorok ICs, értékei a GalG,-CNP szubsztrat

esetén.
ICso
inhibitor M) | (ugmL™")
kocsédnyos tolgy tannin - 23.69
alepp6i tolgy tannin - 1.175
GGss 4.54 4.27
akarboz 0.86 0.56

Az eredmények egyértelmiien mutatjak, hogy az aleppdi tolgy tannin a legjobb,
a kocsanyos tolgy tannin pedig a legkevésbé j6 inhibitor a rovid szubsztraton. A
GGss inhibiciés hatdsa megkozeliti az alepp6 tanninét, de az akarb6z gatlé hatdsat

egyik tannin sem éri el.
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IV. KISERLETI RESZ

IV/1. Felhasznalt anyagok
1V/1.1. Szubsztrdtok

A Kkinetikai vizsgalatokat két kiilonbozd szubsztrat felhaszndldsdval végeztiik
el. A szintetikus, kromoforral ellatott, rovid 2-klor-4-nitrofenil-4-O-f-D-
galaktopiranozil-o-D-maltozid (GalG,-CNP) szubsztrdtot a SORACHIM S.A.,

mig a természetes amil6z szubsztratot a GENAY cégtdl vasaroltuk. A GalG,-CNP

szerkezetét a 33. dbra mutatja.
H
O OH OH
HO
HO OH OH oH o)
HO
OH cl
o NO,

32. abra: A GalG,-CNP szerkezete.

Ezen szubsztrat alkalmazdsakor nincs sziikség segédenzimekre a kromofor
felszabaditdsdhoz, mivel az enzimreakcid sordn csak az aglikon hasad le, amely két
termék, a B-D-galaktopiranozil-maltéz és a 2-klér-4-nitrofenol (CNP) létrejottét

eredményezi. Mdas termékek nem keletkeznek.
1V/1.2. Enzim

A humdn ny4lbdl szdrmazo, IXA tipusd a-amildzt (EC 3.2.1.1) a SIGMA-t6l

szereztiik be. Az enzim natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gél elektroforézis
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(SDS-PAGE) soran egyetlen savot eredményezett, a- €s B-glikoziddz aktivitast
nem mutatott.

A vad tipusu HSA-t és pontmuticidval eldallitott mutdnsait, a Y151M-et és a
WS58L enzimet Narayanan Ramasubbu és munkatdrsai készitették (Department of
Oral Biology, New Jersey Dental School, University of Medicine and Dentistry,
Newark, NS 07103, USA).

1V/1.3. Inhibitorok

Kinetikai méréseink sordn szamos nydl amildz inhibitort hasznéltunk. A gliikal
oligoszacharid keverék Dr. Herczegh Pl laboratériumdban késziilt (Gydgyszerészi
Kémia Tanszék, Debreceni Egyetem). A gliikopiranozilidén-spiro-tiohidantoint
(GTH) Dr. Somsak Laszl6 és munkatarsai allitottdk eld (Szerves Kémia Tanszék,
Debreceni Egyetem). A PTS-GTH szintézisét Dr. Remenyik Judit oldotta meg
enzimatikus transzglikozilezés révén BSMA enzim felhasznéldsaval, akarbdz
donor és GTH akceptor jelenlétében (Biokémiai Tanszék, Debreceni Egyetem). A
buzamagbdl szarmazd, 1. tipusi o-amildz inhibitor fehérjét, a 0,28-inhibitort a
SIGMA-t6] szereztiik be csakigy, mint a kocsanyos tolgy eredetl tannint. Az
alepp6i tolgy gubacsdbdl izoldlt tannint Natale Vittori vegyészmérnok
(Biotechnology Services and Consulting Inc., Coppel, TX 75019, USA) kérésére
analizaltuk és tanulmanyoztuk. A pentagalloil-B-D-gliikkopiranézt Ann E.
Hagerman (Department of Chemistry and Biochemistry, Miami University,
Oxford, OH 45056, USA) kereskedelmi forgalomban kaphaté tanninbdl izolalta
acetat pufferben valé metanolizissel [72]. A természetes eredetli és szintetikusan
eloallitott inhibitorok szerkezetét MALDI-TOF MS, ESI MS, NMR, a tannin

keverékek esetében pedig galluszsav és ellagisav meghatdrozéssal is bizonyitottuk.
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1V/2. Alkalmazott modszerek

IV/2.1. Galluszsav meghatdrozds

A galluszsav mennyiségét Hagerman és Inoue moddszerével [126] hataroztuk
meg. 5 mg tannin mintdt 5 mL 1M-os H,SO4-ban oldottunk fel. Az oldatot
ampulldkba pipettaztuk, majd lefagyasztottuk. Az ampulldkat vakuum alatt
leforrasztottuk, majd 24 o6ran at 100°C-os szdritészekrénybe helyeztik. Az
ampulldkat lehiitottiik, kinyitottuk, tartalmukat desztillalt vizzel tizszeres térfogatra
higitottuk. 200 pL higitott mintdt 6sszekevertiink 300 pL. 0.667 w/v%-os, frissen
elkészitett rodanin metanolos oldataval. 5 perc eltelte utdan 200 uL. 0.5M-os KOH
oldatot adtunk a reakcidelegyhez, amit 2,5 perc milva 5 mL-re higitottunk
desztillalt vizzel. 5-10 perc vdrakozds utdn 520 nm-en mértik az elegyek
abszorbancijat.

A meghatdrozds alapja az, hogy a rodanin a galluszsav vicindlis OH
csoportjaival voros szinli komplexet képez, amely 520 nm-nél mutat maximalis
abszorbancidt. Az el nem reagdlt rodanin bazikus koriilmények kozott 412 nm-nél
mutat maximalis abszorbanciat, viszont 450 nm-nél nagyobb hulldmhossznal nincs
elnyelése. A vorods szinti komplex kizarélag csak szabad galluszsavbdl képzddik,
galluszsav észterekbdl, ellagisavbdl és mads, a kivonatban jelen 1évo fenolos
anyagokbo6l nem [147]. Standardként galluszsavat hasznaltunk, a kisérleteket
harom parhuzamos, fiiggetlen méréssel ismételtik meg. A mért abszorbancia a
kovetkezd linedris Osszefiiggésnek felel meg: Asy = [0.1562 x galluszsav

mennyiség (ugmL™)].

1V/2.2. Ellagisav meghatdrozds

Az ellagisav mennyiségét a Bate-Smith 4ltal kidolgozott [148] NaNO;-es

modszer, Hagerman és Wilson [133] 4ltal tovabbfejlesztett védltozatdval hataroztuk
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meg. 10 mg tannin mintit 1 mL IM H,SO4-ban oldottunk. Az oldatokat
ampulldkba toltottik és lefagyasztottuk. Az ampulldkat vdkuum alatt
leforrasztottuk, majd 24 o6rdra 100 °C-os szaritészekrénybe helyeztiik. Az
ampulldkat lehiités utdn kinyitottuk. A lesziirt oldatokat piridinnel 10 mL-re
higitottuk. 1 mL higitott mintdt 1 mL piridinnel kevertiink 6ssze, majd 0,1 mL 1
w/v%-0s NaNO, vizes oldatdval elegyitettiik, és a reakcidelegy abszorbancidjat
538 nm-en mértitk. 36 perces, 30 °C-on végzett inkubdcid utdn az abszorbancidt
djra lemértiik.

Az ellagisav meghatdrozasra szolgdl6 fotometrids mddszer azon alapul, hogy
az ellagisav nitrozalt szairmazéka voros kinon-oximot képez.

A szin 30 °C-on fejlédik ki piridin, NaNO, és HCI katalizator jelenlétében. A
modszer igen szelektiv, csak a szabad ellagisav ad pozitiv reakciét, a galluszsav,
ellagisav észterek, proantocianidinek és flavonoidok nem. A nulla idépontban
illetve a 36 perces inkubdlds utan lemért abszorbancidk kiilonbsége (AAssg) ardnyos
az ellagisav koncentracioval. A mért abszorbancia kiillonbség a kovetkezd linedris

osszefiiggésnek felel meg: AAssg = [0.03 x ellagisav mennyiség (mgmL™)] — 0.04.

1V/2.3. MALDI-TOF MS analizis

A kocsdnyos tolgy eredetli tannin MALDI-TOF MS analizisét pozitiv ion
modban végeztiik Burker Biflex III. MALDI-TOF tomegspektrométerrel. A minta
molekuldk deszorpciéjat/ionizécidjat 337 nm-es lézerrel valtottuk ki. A spektrumot
tobb (legaldbb 100) 1ézerlovés utdn vald osszegzéssel kaptuk 19 kV gyorsitéd és 20
kV reflektron fesziiltség mellett. Kiils kalibraciét alkalmaztunk, melyhez a 6-8
polimerizacids foki ciklodextrinek [M+Na]" m/z: 995, m/z: 1157 és m/z: 1319 Da
csucsait hasznaltuk fel. A spektrum 2,5-dihidroxi-benzoesav (DHB) matrixszal,

,»dry-droplet” médszerrel késziilt.
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1V/2.4. MALDI-TOF MS PSD analizis

A mérések mindkét tannin esetén a MALDI-TOF MS analizis részben leirt

kortilmények kozott zajlottak, 200-400 ns ,,delay extraction” alkalmazdsaval.

1V/2.5. ESI MS analizis

Az elektrospray analizist negativ ion mdédban végeztiik Burker microTOF-Q
tomegspektrométerrel. A miszer bedllitdsi paraméterei a kovetkezOk voltak.
Tomeg tartomany: 50-3000 m/z, szarité giz: N,, szarité hémérséklet: 150 °C,
reflektron fesziiltség: 13000 V, detektor fesziiltség: 1920 V. A minta oldatot 0.1
mgmL'1 koncentracioban 1:1 MeOH:H,O olddszerrel készitettik el, 2 mein'1
aramlasi sebességgel fecskendeztiik a késziilékbe. A kiilsé kalibracié narium-
trifluoracetat klaszter ionok [M-H']" csticsainak segitségével tortént a 200-1200

Da-os tomeg tartomanyban.

IV/2.6. 'H és °C NMR analizis

A 'H (500.13 MHz) és "°C (125.76 MHz) NMR spektrumokat Burker DRX-
500 spektrométerrel vették fel. A kémiai eltoléddsokat a kiilsé kalibracidra hasznalt
TMS-hoz képest szamitottdk. A tolgy eredetli tanninrdl késziilt spektrumot D,O-
ben, a GGss-16l D,O:MeOD elegyben vették fel. A telitési transzfer differencia
(STD) mérést 500 MHz-es proton frekvenciaval, 300 °K hdémérsékleten,
D,0/MeOD elegyben végezték szintén Bruker DRX-500 spektrométerrel.

1V/2.7. Kinetikai mérések GalG,-CNP szubsztrdaton

A rovid, kromoforral ellatott szubsztraton valé méréseket 37 °C-on, pH 6, 5

mM Ca(OAc),-ot, 51.5 mM NaCl-ot és 152 mM NaNj3-ot tartalmazd, 50 mM-os
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MES-pufferben végeztik. A szubsztratot (0.5-3 mM) és az inhibitort
Osszekevertiik, a reakciét pedig a HSA (2 nM) inkubdciés elegyhez val6
hozzdaddsdval inditottuk. Az reakcidelegy Ossztérfogata minden esetben 500 pL
volt. A HSA altal felszabaditott CNP 4ltal okozott abszorbancia novekedést Jasco
V550 spektrofotométer Paralell Kinetics Analysis programjaval kdvettiik nyomon
folyamatosan 405 nm-nél. A kezdeti sebességet a kinetikai gorbék linedris szakasza

alapjin szamitottuk. Minden mérést haromszor-négyszer ismételtiink.

V/2.8. Kinetikai mérések amiloz szubsztrdton

Amildz szubsztrat esetén a kinetikai méréseket 37 °C-on, 48.6 mM Na,HPO,-
ot, 38.8 mM KH,POy-ot és 50 mM NaCl-ot tartalmazd, pH 7 foszfat pufferben
végeztiik. A szubsztritot (2.6-6.6 mgmL™) és az inhibitort 6sszekevertiik, majd a
reakciot a HSA (6.5 nM) hozzaadasaval inditottuk. A reakcidelegy Ossztérfogata
minden esetben 150 pL volt. 10 perces reakcididd letelte utdn a reakciét 1 mL
dinitro-szalicilsav (DNS) reagens (1% 3,5-dinitro-szalicilsav, 0,2% fenol, 0,1%
Na,S0s, 1% NaOH vizes oldatban) hozzdadasaval allitottuk le. Az elegyet foszfat
pufferrel 2 mL-re egészitettiik ki. A lefedett kémcsoveket 15 percen 4t 100 °C-on
foztilk, mig a vdrt sargds-barna szin meg nem jelent. Ezutdn 300 pL 40%-os
kalium-natrium-tartardt (Rochelle s6) oldatot adtunk a reakcidelegyhez a szin
stabilizdldsdnak érdekében. A csoveket hideg vizes fiirddben lehiitottiik, majd a
Jasco V550 spektrofotométer Fixed Wavelength Measurement programja

segitségével 540 nm-nél mértiik az abszorbanciét.

1V/2.9. Statisztikai analizis

A kinetikai paramétereket a Lineweaver-Burk, Dixon és a GalG,-CNP
szubsztrat esetén nem linedris regresszioval is meghatdroztuk a Grafit, enzim-

kinetikai program (2.1 verzi6, Erithacus Sofware) segitségével. Az inhibici6 tipusat
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a Lineweaver-Burk egyenesek és az ezek alapjdn 4brdzolt masodlagos
egyenesekbdl (a meredekség illetve a tengelymetszet vs inhibitor koncentricié
grafikonok egyeneseibdl) allapitottuk meg.

A kinetikai analizis 4ltaldnos egyenlete a kovetkezd:

Vi [S] 0
K, (1+K1E1[1]]+ [S(1+K;I[I]]

Mivel az alepp6éi tannin esetén a Lineweaver-Burk dbrazolas

Vo =

tengelymetszeteinek az inhibitor koncentracié fiiggvényében val6 abrazolasakor

mdsodrendi kinetikdt tapasztaltunk az alapegyenlet a kovetkez6képpen mddosul:

_ Vo IS
[1] [7] 1]’
KM [1 +I(EIJ " [S{l " KESI " KESIKESIZ J

Az (1) egyenletet alkalmaztuk a Grafit program teljes, nem kompetitiv és

2)

kevert (Duggleby) modelljének nem linedris regressziéra vald felhaszndldsakor és
az inhibicids konstansok kiszdmitdsara mindkét masodlagos dbrazolds sordn.

A Lineweaver-Burk dbrdzolds masodlagos egyeneseinek egyenletei:

KM KM
’ Vmax vmaxKEI [ ] ( )
1 1
| = + 1. 4
l Vmax vmaxKESI [ ] ( )

75



A Dixon-féle dbrazolds masodlagos egyeneseinek egyenletei:

S:K—ML_F; ®)
KElvmax [S] VmaxKESI
K

j=tw 1,1 (6)

=M
Vmax [S] vmax

Az aleppéi tannin esetén a Lineweaver-Burk dbrdzolds masodlagos

egyeneseinek egyeneletei:

— M M [f 3
’ Vmax vmaxKEI [ ] ( )
=L e— L iF )

Vmax vmax ESI vmax ESI KESIZ

Az egyenletekben taldlhat6 jelolések: v, a kezdeti sebesség inhibitor hidnyaban
és jelenlétében, vy, a maximdlis sebesség. [S] és [I] a szubsztrdt és inhibitor
koncentracidkat jelolik. Kg;, Kgs;, Kgsp rendre az EI, ESI és ESI, inhibitort
tartalmaz6 komplexek disszocidcids dlland6i. A Ky a Michaelis-konstans, Kg; az
enzim-inhibitor komplex disszocidciés dllanddja, Kgs; az enzim-szubsztrat-
inhibitor komplex disszocidcids allanddja.

Az 1Cs, értékeket minden esetben az 1 mM-os GalG,-CNP koncentracidndl, az
50%-o0s aktivitdshoz legkozelebb 1év0 reakcidsebesség felhaszndldsdval,

aranyparral szamitottam.
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V. OSSZEFOGLALAS

Dolgozatomban Osszefoglaltam a Biokémiai Tanszéken folyd, a human nyal
amildz enzim inhibitorainak vizsgélatdval kapcsolatos kutatdsokat. Munkdm
legfoképp a HSA kinetikai és gatlds vizsgdlatira vonatkozik, mely sordn
megkiséreltem az idedlis enzim inhibitor tulajdonsagaira vonatkozé informacidkat
Osszegyljteni. Ennek érdekében szamos, mind szerkezetét, mind eredetét tekintve
kiilonbozd tipusu inhibitorral végeztem vizsgdlatokat. Méréseim szénhidrat, fehérje
és polifenol jellegli, enzim gdtlé hatdssal rendelkezd anyagokra is kiterjedtek,
melyek kozott természetes, szintetikus eredetli és kemoenzimatikus Gton elééllitott
vegyiiletek is taldlhatok. Ez a sokféleség kivalo alapot szolgdltatott a szerkezeti
jellegzetességek és az inhibicids hatds kozotti Osszefliggések tanulmanyozdsara. Az
Osszegyljtott informaciok megadjak az esélyt egy késobbi, a lehetd legjobb
inhibitor  hatdsi  vegylilet kifejlesztésére, ami komoly és  4lddsos
kovetkezményekkel jarna a diabetes, az obesitas, azaz az olyan betegségek
kezelésében, amelyeknél az a-amildz gitldsa eldnydsnek bizonyult.

A kutatdsaim sordn haszndlt inhibitorok egy része kereskedelmi forgalomban
kaphatd. Mas résziiket a tanszéken illetve az egyetem mads tanszékein éllitottak eld
szintetikus, illetve félszintetikus dton, igy ezek szerkezete ismert €s jOl definidlt
volt. A természetes eredetll tannin mintdk esetében azonban szerkezeti analizis volt
sziikséges. A mérések soran kiilonbozd szerkezetvizsgdlé modszereket (MALDI-
TOF MS, MALDI-TOF PSD MS, ESI MS, 'H és °C NMR) és a galluszsav, illetve
az ellagisav tartalom meghatdrozasara pedig a klasszikus rodaninos és NaNO,-es
szinreakcidkat hasznaltuk.

Ezek alapjan a kocsdnyos tolgy eredetli tannin olyan keveréknek bizonyult,
melyben 2-7 galluszsavval észteresitett kinasav molekuldk taldlhatok. A
galluszsavak elrendezddése a kinasav koriil elnyult struktdrat kolcsonoz a
kocsanyos tolgy tannin molekuldknak, ugyanis foként galluszsav trimer, dimer €s

kis mennyiségben monomer egységek kapcsolddnak a poliolhoz. Ezzel ellentétben
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az aleppdi tolgy eredetli tannin kdzponti poliolja a gliikéz, amelyhez 2-6 galluszsav
kotédik, mégpedig fOként monomer (esetleg dimer) formdban. Ennek
kovetkeztében az aleppd tannin a kocsdnyos tolgy eredetli tanninhoz képest egy
kompaktabb struktdrat képvisel.
A kinetikai vizsgalatokat a legtobb esetben két szubsztraton végeztem el. A
mesterséges  2-klor-4-nitrofenil-4-O-fB-D-galaktopiranozil-a-D-maltozid  (GalG,-
CNP) szubsztrat gyors és egyszerli meghatdrozast tett lehetévé, mig a természetes
amil6z szubsztrat haszndlata az amildz természetes miikodésének koriilményeit volt
hivatott megkozeliteni. A mesterséges szubsztrat esetén a CNP kromofor
felszabaduldsat kovettem nyomon fotometrids moédszerrel. Az  amiléz
alkalmazéasakor a redukalé érték kimutatasan alapulé dinitro-szalicilsavas médszert
hasznéltam.
A gatlas tipusat a Lineweaver-Burk és Dixon-féle dbrazolasok elkészitésével és
kiértékelésével hatdroztam meg. A kinetikai dllandékat a Lineweaver-Burk és
Dixon-féle masodlagos abrazolasokbdl és a GalG,-CNP szubsztrat esetén nem
linedris regresszidval is kiszdmitottam.
Vizsgalataim eredményeib8l megallapitottam, hogy az inhibitor hatds
szempontjabol elényos:
¢ ha az inhibitor molekula viszonylag hosszi
e szénhidrét tipusy inhibitorok esetén jd, ha tobb monoszacharid
egységbdl 4ll, igy tobb alhellyel is kdlcsonhatdsba l1éphet az enzim
aktiv centrumédban

¢ ha a molekula sok OH csoportot tartalmaz, ami lehetévé teszi
hidrogén hidak kialakitdsit az enzimmel

¢ haaz inhibitor a glikozidos kotés dtmeneti allapotat mimikald
telitetlen ciklohexén gytirtit (akarboz, gliikkal), vagy poldris
kolesonhatdsok kialakitasara képes spiro-tiohidantoin gytrtit (PTS-GTH)
tartalmaz

¢ ha stacking kolcsonhatas kialakitdsara alkalmas molekularészlet van
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jelen az inhibitorban

Megfigyeltem, hogy az egyes tulajdonsdgok dnmagukban nem elegenddek a
kivél6 inhibitor hatds eléréséhez. Igy példdul a gliikl vegyiiletek hidba megfeleld
hosszisaguak, a kettds kotések jelenlétébdl adéddan kevés szami OH csoportot
tartalmaznak, s emiatt csak mM-os koncentraciéban képesek gitolni az amildz
enzimet. A szubsztrit analég GTH-ban hidba van jelen a heteroatomokat
tartalmazé spiro-tiohidantoin gytliri, rovidsége miatt ez sem bizonyult jo
inhibitornak. Az inhibitor molekula hosszanak jelentoségét j6l mutatja a kordbban
a tanszéken glilkézzal, maltézzal, maltotriézzal €s maltopentadzzal végzett
vizsgélat, ami radmutat, hogy a monoszacharid egységek szamdnak novekedésével
no az inhibitor hatas.

Az akarb6éz és a PTS-GTH az idedlis inhibitor minden kordbban felsorolt
jellemzdjével rendelkeznek, igy ezek bizonyultak a HSA legjobb inhibitorainak a
szénhidrat tipusud vegyliletek koziil.

A megfeleld hosszisig és a kelld szamd OH csoport jelenléte mellett a
polifenolos vegyiiletek kozé tartozé tanninok rendelkeznek még azzal az inhibicié
szempontjabol eldnyos tulajdonsdggal, hogy galluszsav csoportjaik révén stacking
kolesonhatast hozhatnak 1étre a HSA koté alhelyeinek aromds aminosavaival,
amely révén az alepp6 tannin megkozeliti az akarb6z és a PTS-GTH gétl6 hatasat.
A GGss inhibitor hatdsa nem sokkal marad el az aleppd tanninétdl. A kiilonbség
oka, hogy az alepp6 tannin hexagalloil-gliikézt is tartalmaz, ami valésziniileg jobb
inhibitor a GGss-ndl. A kocsdnyos tolgy eredetli tannin kevésbé jo gatlé hatdsat
elnyult szerkezetével magyardzzuk, ami a HSA-val valé kolcsonhatés kialakitdsa
szempontjabdl valdsziniileg kedvezdtlenebb, mint a kompakt struktira.

Megallapitottam, hogy a GalG,-CNP rosszabb szubsztratja a HSA-nak, mint az
amildéz, igy érthetd, hogy az inhibitorok a rovid, kromoforos szubsztriton jobb
gatlé hatast képesek kifejteni, mint a masikon. A szubsztrat tulajdonsagai pedig az
inhibicid jellegét is képesek megvaltoztatni az inhibitorral 1étrehozott kolcsonhatas

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

Az alepp6 tannin esetén az ESI, komplex képzddése azzal magyarazhatd, hogy
az amil6z olyan poliszacharidok kozé tartozik, amelyek hidroféb arkokat
tartalmaz6 masodlagos szerkezetet tudnak kialakitani, s ezdltal képesek
polifenolokkal erés kolcsonhatdst kialakitani. A kocsdnyos tolgy tannin esetén
valészintileg az elnydjtott szerkezet miatt nem volt tapasztalhaté a mdsodrendii
kinetika.

Az inhibitorok koziill a buizamagbdl szarmazé fehérje, a 0.28-inhibitor
bizonyult a legjobbnak a HSA gatldsakor az ICs, értékek alapjan. Ennek oka, hogy
a protein nagy méretébdl adédéan nem csak az aktiv centrumhoz kapcsolddhat,

hanem attdl tavol 1évo enzim teriiletekkel is kolcsonhatast alakithat ki.
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VI. SUMMARY

Interactions between salivary components and bacteria are thought to be
important with regards to oral microflora, which play a crucial role in the formation
of oral diseases, including dental caries, periodontal disease and tooth loss. Dental
caries is a multifunctional disease in which diet, nutrition, microbial infection and
host response play important roles. It has been shown that human salivary amylase
(HSA) takes part in the formation of dental plaque and subsequent caries
formation. In solution o-amylase binds with high affinity to viridans oral
Streptococci. The bacteria-bound amylase is capable of hydrolyzing starch to
oligosaccharides, which can be used as a food source by the bacteria where it is
metabolized to lactic acid. The local acid production can lead to the dissolution of
tooth enamel, which is a critical step in dental caries progression, so inhibition of
HSA could decrease the risk of caries formation.

The main aim of our research was to investigate the inhibition kinetics of
different amylase inhibitors, to determine the kinetic constants, to gain information
on the mechanism of inhibitor action.

Amylase inhibitors from several origins were used for the inhibition of Human
Salivary Amylase (HSA). The proteinaceous inhibitor from wheat seed, the 0.28
inhibitor and the different tannin samples (tannin originated from pendunculate and
aleppo oak), which consist of polyphenolic compounds, are natural materials.
Among the carbohydrate like inhibitors PTS-GTH (a-acarviosinyl-(1-4)-a-D-
glucopyranosyl-(1-6)-D-glucopyranosylidene-spiro-thio-hydantoin) was
synthetized chemoenzymatically, GTH (D-glucopyranosylidene-spiro-
thiohydantoin) and the glucal compounds are of synthetic origin. The various
structural properties of these inhibitors render to study the inhibitor structure —
inhibitory potential connections.

One part of the used inhibitors were purchased from commercial sources. The

other part of them were of synthetic origin. These molecules were structurally well-
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known and well-defined. In the case of the natural tannin samples structural
analysis was necessary. For this reason different kind of methods (MALDI-TOF
MS, MALDI-TOF MS PSD, ESI MS, 'H and "C NMR) were used. For the
determination of gallic and ellagic acid content of the tannins spectrophotometric
methods were carried out with the use of rhodanine and NaNO,, respectively.

The results of these measurements confirm that the pendunculate oak originated
tannin is a mixture of gallotannins, in which quinic acid forms the polyol. Mainly
trimer and dimer and in little quantity monomer gallic acid units are bound to the
central polyol, which gives a linear structure to the components of pendunculate
oak tannin. The polyol of the aleppo oak originated tannin is glucose, to which 2-6
gallic acids are connected through esther bonds, mainly in a monomer form.
Therefore aleppo tannin has a compact structure in contrast with pendunculate oak
tannin.

With the structurally characterised and known inhibitors kinetic studies were
done. The measurements were carried out on two different substrates. The using of
the  artificial ~ 2-chloro-4-nitrophenyl-4-O-B-D-galactopyranosylmaltotrioside
(GalG,-CNP) substrate makes a simple and quick enzyme activity determination
possible. The natural amylose substrate is for presenting the natural circumstances
of amylase function. In the case of GalG,-CNP substrate the amount of the
liberated CNP chromophore was measured spectrophotometrically. When amylose
was used, the kinetic measurements were based on the determination of the
reducing value by dinitro-salicilic acid method.

The type of inhibitions were determined using the classical Lineweaver-Burk
and Dixon plots. The kinetic constants were calculated from the Lineweaver-Burk
and Dixon secondary plots and in the case of GalG,-CNP substrate by non-linear
regression, too.

On the basis of my results I can state that from the viewpoint of the inhibitory

effect it is advantageous:
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o if the inhibitor molecule is long enough

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

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

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

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

the enzyme

It was observed that these properties individually are not enough to achieve an
excellent inhibitory effect. E.g. the glucal molecules are enough long, but
according to the presence of double bounds they contain only a few OH groups, so
they inhibit HSA only in millimolar range. The substrate analogue GTH has a
spiro-thiohydantoin ring part, but because of its shortness it does not proved to be a
good inhibitor. The importance of the inhibitor’s length is well shown by the
experiments carried out with glucose, maltose, maltotriose and maltopentaose
earlier in our department. The results of this study confirmed that with the
increasing number of monosacharide units the inhibitory effect increases.

Acarbose and PTS-GTH possesses all the above mentioned advantageous
features. In addition with that they was found to be the best HSA inhibitors among
the carbohydrate like inhibitors.

Tannins are polyphenolic compounds of high molecular weight, which beside
the properties of necessary lenght and number of OH groups are able to form
stacking interactions with the aromatic amino acid residues of the HSA active
center subsites. This conclusion is based on the results of a STD NMR assay and

experiments with mutated enzymes (Y151M, W58L), which showed that Tyr151
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and Trp58 at (+2) and (-2) subsites are highly involved in the binding of the
tannins.

In the case of aleppo tannin these interactions contribute to the good inhibitory
potential, which is close to the inhibitory effect of acarbose and PTS-GTH.
Pentagalloy-B-D-glucopyranose (GGss) is a constituent of aleppo tannin and its
dissotiation constants are not much higher than aleppo tannin’s. The reason of the
difference is that the aleppo tannin mixture contains hexagalloyl-glucose
molecules, which are thought to be better inhibitors than GGss. The pendunculate
oak originated tannin is worse inhibitor of HSA than aleppo tannin. This can be
explained by the linear structure of pendunculate oak tannin, which was determined
with MALDI-TOF PSD MS analysis. Probably this linear structure is more
unfavourable from the viewpoint of making interactions with the enzyme.

It was established that GalG,-CNP is not as good substrate of HSA as amylose.
So it can be understood, why all the used inhibitors displayed worse inhibitory
potential on amylose substrate. The properties of the substrate also have a great
effect on the type of inhibition according to the characteristics of the interaction
between the inhibitor and the substrate.

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

The formation of ESI, complex in the case of aleppo tannin is based on the
fact, that amylose belongs to the polysaccharides, which can form a secondary
structure containing hydrophobic cavities, so they are able to make strong

interactions with polyphenols. In the case of pendunculate oak tannin this

84



phenomenon was not observed, presumably because of the linear structure of this
tannin.

Among the inhibitors the wheat seed derived, proteinaceous 0.28-inhibitor had
the best inhibitory effect on HSA on the basis of ICs, values. It is because of the
great size of the protein molecule, which therefore can make interactions not only

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