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Roviditesek

a-CD: alfa-ciklodextrin

A. actinomycetemcomitans: Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Ai: alhely kotési energidja

AMP: adenozin-monofoszfat

BAMY: béta-amilaz

BRENDA: Enzimek Széleskorii Informacids Rendszere, adatbazis

CAZy: Carbohydrate Active Enzymes database — Szénhidratokon hatd
enzimek adatbazisa (http://www.cazy.org/)

CBM: Cellulose Binding Module, szénhidrat k6té6 modul

CNP: 2-klor-4-nitrofenol csoport

Da: dalton, tomegegység

DP: ,.degree of polymerisation”, polimerizacio foka

DspB: diszperzinB enzim

[Eo]: kiindulasi enzimkoncentracio

EC: Enzyme Comisson, Enzim Bizottsag

G: glikoz

G2: maltoz

G4: maltotetradz

GH: ,,glycoside hydrolase”, enzimcsaladok roviditése

GIcNAc: N-acetil-D-gliikozamin

G-1-P: gliikkoz-1-foszfat

HPLC: nagy hatékonysagu folyadékkromatografia

k: sebességi allando

Keat: informaciot ad a reakcidsebességrol telitési szubsztrat koncentracional
Kj: inhibici6s allando

Km: Michaelis-Menten allandd, az a szubsztratkoncentracio, amelynél a
reakcidsebesség a maximalis felét eléri

MALDI-TOF: matrix segitette 1ézer deszorpcids ionizacios technika repiilési
1d6 analizatorral

MeCN: acetonitril

P: GIcNAc,

P,: GIctNAC,, B(1,6) kotést N-acetil-D-gliikkozamin dimer
P3: GIcNACs. B(1,6) kotésti N-acetil-D-gliikkozamin trimer
PDB: Protein Data Bank, fehérjék szerkezetének adatbazisa
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PGA: PGIcNAc, poli-glikozamin, baktériumok altal  szintetizalt
extracellularis poliszacharid matrix

Si: fenil-tio-N-acetil-p-D-gliikozaminid

S,: Ph-S-(N-acetil-pB-D-gliikkozamin),, B(1,6) kotésii N-acetil-D-gliikozamin
dimer fenil-tioglikozidja

Ss: Ph-S-(N-acetil-p-D-gliikbzamin);

S4: Ph-S-(N-acetil-B-D-gliikozamin)4

Ss: Ph-S-(N-acetil-p-D-gliikozamin)s

[So]: kiindulasi szubsztrat koncentraciod

S. aureus: Staphylococcus aureus baktérium

S. epidermidis: Staphylococcus epidermidis baktérium

SDS PAGE: Na-dodecilszulfat poliakrilamid gélelektroforézis technika,

-SH: tiol csoport

TrisHCI: hidroximetil-aminoetan-hidroklorid

Vmax: enzimreakcidé maximalis sebessége

VRK: vékonyréteg kromatografia
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1. Bevezetes

A szénhidratokat atalakitdo enzimek vizsgalata hatarteriilet a kémiai ¢és
biologiai kutatdsok kozott, hiszen a bioldgiai kérdések megvalaszolasa
tobbnyire kémiai modszerekkel torténik. A biologia €s a bioldgiai modszerek
fejlodésével igény mutatkozott az enzimek miikodési mechanizmuséanak €s az
altaluk katalizalt folyamatoknak a megismerésére is. A Debreceni Egyetem
Természettudomanyi ¢€s Technologiai Karanak Biokémia Tanszékén
korabban endo hatdsmechanizmust a-amilazokat tanulmanyoztak [1-3].

Ezen munka folytatdsaként a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai
Kémiai Tanszékén Dr. Gyémant Gyongyi egyetemi docens iranyitasaval exo
hatdsmechanizmusu, glikozidos kdtéseket hidrolizald enzimek vizsgalatdba
kapcsolodtam be. EXo hatdsmechanizmusu enzimek alhelytérképezéséhez és
hatdsmechanizmusuk tanulmadnyozasahoz egy inverzids és egy retencids
enzimet valasztottunk. Inverzids modell fehérjének az édesburgonydbdl
szarmazo0 béta-amilazt (BAMY) hasznaltuk. Az édesburgonyat tobb mint 100
orszagban termesztik, fontos élelmiszerforras fOleg a fejldddé vilagban:
Afrikdban, Dél-Amerikaban taplalék, valamint Indidban, Indonézidban és
Kinaban is fogyasztjak és hasznaljak allati takarmanyként [4]. JelentOségét
mutatja, hogy 2020-ra tobb mint 2 milliard ember élelmezésének alapjat
biztositjak a gumods és gyokeres ndvények, koztik az édesburgonya is. Az
édesburgonya gyokere a f6zés kozben valik édessé. A keményitdbdl a-amilaz
¢és P-amilaz hatasara maltoz (G2) keletkezik, amely az édes izt adja [5,6]. Az
édesburgonya (Ipomoea batatas) a legfébb BAMY forras, mennyisége
hozzavetdlegesen 5%-a az oldott fehérjéknek. Mas gumods ndovények csak
nyomnyi mennyiségben tartalmaznak BAMY-t [7], de magasabb rendi

novények magjaiban, mint szojabab és arpa [8] valamint kiilonb6zo
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baktériumokban ¢és gombakban is megtalalhato [9]. Széles korti irodalommal
rendelkezik, amely lehetdvé teszi eredményeink helyességének ellendrzését
¢€s 0sszevetését korabbi vizsgalatokkal.

Masik vizsgalt enzimiink, a DiszperzinB (DspB), amelyet 2003-ban irtak le
elészor. Egy szajban taldlhatdé patogén mikroorganizmusbol, az
Aggregatibacter actinomycetemcomitansbol izolaltdk, amely szerepet jatszik
kiilonbozé betegségek kialakitasdban, mint példaul a foginyvérzés vagy
szivbelhartya-gyulladas [10]. Az enzim Onmagaban és antibiotikumokkal
egyiitt alkalmas biofilmek feliiletrdl valo eltavolitasara [11,12]. A biofilmek
problémdjanak a gydgyaszatban egyre nagyobb figyelmet szentelnek,
koszonhetden a nagyszamu, biofilmhez kothetd komoly betegségnek. Igy
minden olyan modszer, ami megoldast kindl érdemes az alapos
tanulmanyozasra.

Az a-amildazoknal alkalmazott mddszerek alapjan terveztilk meghatarozni a
kivalasztott enzimek alhely szerkezetét, miikkddési mechanizmusukat. Ehhez
a megfeleld szubsztratok mellett a termékek €s szubsztratok enzimreakcid
kozbeni koncentracio valtozasanak kovetésére alkalmas analitikai modszerre
volt sziikség. Erre a célra egy elvalasztdstechnikai modszer, a
nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) bizonyult alkalmasnak.
Korabban az elsérendii kinetikai allandok meghatarozasat a kezdeti
sebességek modszerével, a Michalis-Menten Kkinetika alapjan végezték,
azonban igy a tobblépéses reakciok egyes reakciolépéseinek kinetikajarol és
azok sebességi allanddinak egymashoz viszonyitott aranyarél nem kapunk
pontos informaciot. A teljes hidrolizis reakcidok kovetése megoldas lehet erre
a problémara. A vizsgalt hidrolizis reakciokban a folyamatok modellezéséhez
tobb reakcidt kell figyelembe venni, igymint tobbféle produktiv ktdmodot,
processziv hidrolizist, transzglikozilezést, termékgatlast. Ezaltal jobban

megismerhetéve valik a vizsgalt fehérje miikddése, szerkezete.
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2. Irodalmi attekintes

Az enzimek csoportositasara és osztalyokba soroldsara 1992-ben hoztak létre
azt a rendszert, amelyet ma is hasznalunk [13]. Csoportositasuk az altaluk
katalizalt reakciok tipusa alapjan tortént meg (International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB - http://www.iubmb.org/).

1. Az oxidoreduktazok oxidacios és redukcios folyamatokat katalizalnak
(Enzyme Comisson (EC) 1...) Jelenleg 23 alosztalyba soroljak az ide tartozo
enzimeket. Ilyenek példaul az oxidazok, katalazok, dehidrogenéazok.

2. A transzferazok (EC 2...) valamilyen atom vagy atomcsoport atvitelét
segitik egyik molekularél a masikra. Atvihetnek példaul acil, alkil, glikozid,
foszfat és  szulfat csoportokat. 10 alosztdlyaba tartoznak az
acetiltranszferazok, aminotranszferazok, de a polimerazok is, amelyek a DNS
és RNS felépitéséhez nélkiilozhetetlenek.

3. A hidrolazok (EC 3...) olyan enzimek, amelyek vizmolekula segitségével
kovalens kotéseket bontanak, igy az adott szubsztrat molekula két kisebb
egységre bomlik szét. 13 alosztalyukba tartoznak a glikoziddzok (mint pl. az
amilazok, glikoamildzok), észterazok, proteazok.

4. A liazok (EC 4...) nem hidrolizis és nem is redox folyamatok soran
hasitjak fel a szén-szén, szén-oxigén és szén-nitrogén kotéseket. 7
alcsoportjukat a hasitand6 kotésben szénhez kapcsolddd masik atom szerint
csoportositottak.

5. Az izomerazok (EC 5...) olyan enzimek, amelyek az atalakitando
molekulan beliili kotések atrendezését végzik. Az atalakitas tipusa alapjan
soroljak Oket 6 alosztalyba, példaul a cisz-transz izomerazok, epimerazok
vagy racemazok csoportjaba.

6. A ligazok (EC 6...) két molekula Osszekapcsolasat katalizaljak. 6

alosztalyaba olyan enzimek sorolhatok, amelyek szén-oxigén, szén-szén vagy
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éppen szén-nitrogén kotéseket alakitanak ki. Ide tartoznak a peptid szintdzok,

DNS és RNS ligazok.

2.1. Glikozidazok altalanos bemutatasa

A glikozid hidrolazok (GH) (EC 3.2.1 ) olyan, a hidrolazok osztalyaba
tartozo enzimek csoportja, amelyek az O-, N- vagy S-glikozidok glikozidos
kotését két szénhidrat vagy egy szénhidrat €s egy nem szénhidrat rész kozott
hasitjak, egy vizmolekula belépésével. Nomenklatirajuk szubsztrat
specifitasukon és molekularis mechanizmusukon alapul. A hasitott kotéseket
egy altalanos sav és egy nukleofil vagy bazis segitségével bontjak fel.

A szénhidratokon hatd hidrolazok ¢€s transzferazok csoportositdsara Henrissat
egy szerkezeti alap rendszert hozott 1étre Carbohydrate Active Enzymes
database (CAZy) néven [14]. Felismerték, hogy az azonos csaladba tartozo
enzimek aminosav szekvencidja ¢és harmadlagos szerkezete nagyfoku
hasonlosagot mutat [15] és a glikozidos kotés koriili geometria is tGlnyomd
tobbségben konzervalt megjelenésii. Ez egy 1j szerkezet alapu besorolast tett
lehetove. A szerkezeti jellemzOk jobban tiikrozik azt, hogy az enzim melyik
csalddba tartozik, mint az egy szubsztriton megallapitott specifitasuk,
valamint az enzimek kozotti evollcios kapcsolatok is jobban feltarhatoak. A
CAZy adatbazis folyamatosan frissiti a glikozid hidroldz csaladok list4jat.
Jelenleg 132 csaladot ismeriink, de tobb mint 1700 ismert glikozid hidrolaz
van, amit nem soroltak még be egyik csaladba sem. Mivel a fehérjék
szerkezete jobban konzervalt, mint az aminosav szekvenciajuk, ezért néhany

csaladot nagyobb csoportokba, ugynevezett ,.klanokba™ soroltak.
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2.2. Glikozid hidrolazok hidrolizis stratégiaja

Aszerint, hogy a szubsztrat lanc belsejébdl vagy szigorGian csak annak
végérél szabaditanak fel terméket, megkiilonboztetiink endo és exo
hatdasmechanizmusti enzimeket. Nem produktiv kotémod esetében a
szubsztrat kapcsolddik az enzim aktiv centrumaba, de kotés modosulasa, azaz
uj termék képzddése nem kovetkezik be. Produktiv kotémodrol akkor
beszéliink, amikor az enzim és a szubsztrat kapcsolodasat kovetéen az
enzimreakcio sordn uj termék képzdodik uj kotés Iétrejottével vagy kotés
hidrolizisével. Az ) termék nemcsak ugy alakulhat ki, hogy egy enzim-
szubsztrat komplexbdl létrejon az enzim-termék komplex, majd a termék
ledisszocial a fehérje feliiletérl. Ugynevezett processziven hatd enzimek
hanem egy ujabb kotés hasitasa kovetkezik be, igy egymas utan két vagy
tobb kotés bontdsa torténik meg két vagy tobb termék képzddésével. A
processziv vagy ,,multiple attack” hasitas szdmos, polimer szubsztraton hato
enzim esetében megfigyelhetd, amelyek gyakran nem old6do szubsztratot,
példaul kitint vagy cellulozt bontanak [16]. Ezen enzimek kozott talalunk
retencids €s inverzios enzimeket is, és gyakran tartalmaznak szénhidrat kotd
modult (CBM) az aktiv katalitikus doménen kiviil [17]. Gyakran a processziv
enzimeknek alagutszera (tunnel) szubsztratkoté helyiik van, de ez nem
kizarolagos feltétel [18]. A BAMY miikodésének modellezése soran leirtak
egy mozgékony kart, ami képes lezarni a szubsztratot a hidrolizis idejére,
majd elésegiteni a maltoz termék tavozasat [19]. Azt is feltételezik, hogy a
szubsztrat kotédés gyengébb a processziven haté enzimeknél, ami segiti a
szubsztrat tovabbcesuszasat. Ebben féleg aromds és hidrofob oldallancok

jatszanak szerepet.
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Endo enzimek esetében az aktiv hely a fehérje feliiletén, egy tgynevezett
arokban helyezkedik el. Az éltaluk katalizalt hidrolizis soran tobb produktiv
kotési mod eredményeként tobb, kiilonb6zo tagszamu termék van jelen egy
komplex termékelegyben. A kiilonboz6 tagszamu termékek képzodésének
relativ hidrolitikus sebességét kotéshasitasi frekvencianak vagy BCF
nevezziik. Kisérletileg meghatarozott BCF (Bond Cleavage Frequency)
meghatarozasahoz, illetve az alhelyek kotési energidjanak szamitdsahoz. Az
alhelyek szamat a Phillips-féle ,,alhely modell” segitségével irjuk le [20]. Az
egymast kovetd alhelyek tandem sorat. Mindegyik alhely komplementer, és
kolesonhatést 1étesit a szubsztrat egy monomer egységével. A Davies-féle
nomenklatura szerint [22] az alhelyeket a katalitikus helyt6l kezdve jeloljiik:
a katalitikus helyt6l balra negativ szamokkal (-1, -2, -3...) a glikon
kotdhelyeket, jobbra pedig pozitiv szamokkal (+1, +2, +3...) az aglikon
kotdhelyeket (1.4bra).

4 4 4 3 2 1 4 # B

AVAVAVAVAVAVAVAVAN
G—G—G—G—G—G—G4G—G—G
G—G—G—G—G—G—G—GG—G
G—G—G—G—G—G—G—G— GG
G—G—G—G—G—G—G—G—G—G

1.4bra: Maltooligomer szubsztratok kotémodjai egy 9 alhelyet tartalmazé endo enzim aktiv
centrumaban. A nyil a katalitikus helyet jeloli. G-gliikoz egység, a katalitikus hely a -1 és +1
alhelyek kozott talalhato

Exo enzimeknél egy ugynevezett zsebben taldlhaté a hasitdo hely. Csak

egyféle produktiv kotémod tud kialakulni, amelynek kovetkeztében mindig
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azonos termék képzdédik. Az ilyen enzimek eltéré hatékonysaggal hasitjak a
kiilonb6z6 hosszsagh szubsztratokat.

Ezt a tulajdonsagot hasznaljdk fel az alhely térképek elkészitéséhez, a
kinetikai adatokbdl torténd alhely energiak szamitasdhoz a Hiromi altal leirt

képlet hasznalhato [23]:

(k

cat

/K,,), = (0,018)K, . *exp(niAi/RT) (1)

ahol Kg/Ky= kinetikai adat, n = szusztrat tagszama (DP: degree of
polymeristaion), 0,018 = keverési entropia 25°C-on, Ky = fiiggetlen az n-tél,
A = az i-edik alhely affinitasa, R = gazalland6 és T = abszolut hdmérséklet.

Kisérletek sordan a Ky €s vmax €értékek valamint a kcys meghatarozhatodak.

2.3. Glikozidazok mechanizmusa

2.3.1. Retenciods glikozid hidrolazok

Koshland 1953-ban irta le a kett6s helyettesitéses retenciés mechanizmust
[24]. Ebben az esetben a glikozidos kotés hasitasa soran az anomer kdzpont
konfiguracidja megmarad, o kotésbdl a anomer, B kotésbdl pedig B anomer
glikozidos -OH keletkezik. A reakci6 a kovetkezé 1épésekbdl all (2. abra).
Els6 lépésként az egyik katalitikus aminosav deprotonalt karboxil csoportja
nukleofilként tdmadja az anomer kozpontot, ugyanakkor egy masik
aminosav protonalt karboxil csoportja savként katalizdl és protonalja a
glikozidos oxigént. Megtorténik a kotés felhasadasa és l1étrejon egy glikozil-
enzim intermedier. Masodik 1épésként egy viz molekula belépésével a
glikozil-enzim  intermedier hidrolizal, a tamaddé viz molekula
deprotonalodik. A masodik aminosav sav/bazisként 1ép fel. Igy két kozti
allapoton at és egy intermedieren keresztlil megvalosul a glikozidos kotés

hidrolizise.
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Retaining mechanism for a -glycosidase:
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2. abra: Retencids B-glikozid hidroldzok hidrolizis mechanizmusanak sémaja (forras:

http://www.cazypedia.org/index.php/File:Retaining_glycosidase_mechanism.png)

Ennek a retenciés mechanizmusnak egy valtozata, amikor magéan a szubsztrat
molekulan talalhaté egy a katalizisben résztvevd csoport. Ez a mechanizmus
azokra az enzimcsaladokra jellemz0, amelyek szubsztratja N-acetil csoportot
tartalmaz a 2-es pozicioban. Els6 Iépésként a 2-acetamino csoport
intramolekularis nukleofilként hatva egy atmeneti allapot utan létrehozza az
oxazolin kozti terméket. Majd madsodik Iépésként egy ujabb atmeneti
allapoton at felbomlik az oxazolin gytiri és kialakul a termeék.

Anionos tio-glikozidok hidrolizise soran a mirozinazok esetében hianyzik az
altalanos savként funkcionalé aminosav, azaz a glutaminsav helyett glutamin
talalhato, amely taszitja az anionos szulfat aglikont. Az alternativ bazikus
csoport pedig exogén modon van jelen, amelyet az L-aszkorbinsav biztosit

[25].
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A neuraminiddazok, amelyek a szidlsavak kozotti glikozidos kotést
hidrolizaljak katalitikus nukleofilként tirozint hasznalnak, amely aktival egy
bazisként szereplé aminosavat.

NAD" kofaktort igényelnek a kotések hasitasahoz a GH4 és 109 csaladba
tartozd enzimek. Anionos atmeneti allapotok, eliminacios és redox 1épések
soran szabaditjak fel termékeiket [26].

Retencids glikozdazoknal altalanosan megfigyelhetd a transzfer reakcio is,
amely soran az adott enzimek nem csak hidrolizaljak szubsztratjaikat, hanem

képesek 11 glikozidos kotéseket is 1étrehozni [27].

2.3.2. Inverzios glikozid hidrolazok

Inverzids enzimekre jellemzd, hogy a szubsztrat hidrolizise soran az anomer
kozpont konfigurdcidja megvaltozik, ellentétes térallast vesz fel. Tehat o
kotésbol B anomer termék, még B kotésbol a termék keletkezik. Egy 1épésben
torténik a reakcid egy kozti allapoton keresztiil, amelyben a bazisként
szereplé aminosav protondlodik, a savként szerepld deprotonalddik, egy viz
molekula pedig a tdvozd csoport cseréjét végzi el, igy kialakitva a terméket

(3.4bra) [27].

Inverting mechanism for an o-glycosidase:

base T B T ! _AL_

(.O o H"O fe) HO [e]
! géﬁ f
0} 0, S H o
tﬁ H ' — OH.  Hom
/7 oR vo-R

AN H,

o}

- o_ .0 -
0 o acid transition o
| state _

3. abra: a-glikozid hidrolazok inverziés mechanizmussal térténd szubsztrat hidrolizisének

sémaja

(forras:http://www.cazypedia.org/index.php/File:Inverting_glucosidase mechanism.png)
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A retencités enzimekkel ellentétben az inverzioval miikodo fehérjék esetében
nem jellemz6 a transzglikozilezési reakcio. Azonban Hehre megallapitotta,
hogy az inverzids glikozidazok hidrolizaljak a megfeleld glikozil fluoridok
fluorid szubsztratbol transzglikozilezésre utald kozti terméket detektalt [28].
Bebizonyitottak, hogy a gliikkodextranaz, amely egy exo hatasmodu inverzids
a hidrolaz enzim, a-gliikopiranozil-fluoridbol B-gliikozt allit el6. Ebbdl a
termékb6l pedig B-D-fluorid akceptorral a-D-gliikozil transzfer termék
keletkezik [29]. Ezekben az esetekben az enzimek anomer szelektivitasa altal
meghatarozott glikozidos kotés ¢és a glikozil-fluorid anomer szenének

konfiguracioja ellentétes térallasu.

2.4. Enzimreakcio sebességének meghatarozasa

Korabban az elsérendii kinetikai allandok meghatarozasara a Michaelis-
Menten kinetika volt az egyetlen és legjobban alkalmazhaté modszer, amely
tavol all a kvazi egyensulyi allapottol és az egyenstly feltétele, hogy [Eo] >>
[So] [30].

Azonban igy az egyes reakciolépések kinetikajarol és azok sebességi
allandoinak egymashoz viszonyitott aranyarol nem kaptunk pontos
informaciot. Az enzim miikdési mechanizmusat a steady-state és a kvazi
egyensulyi rendszer sem irja le megfeleléen. Ezért olyan tranziens modszer
sziikséges, amely ezekre a kérdésekre egyiittes valaszt ad. A teljes hidrolizis
reakciok kovetése megoldds lehet mindezen kérdésekre. Schnell és
munkatarsai 2004-es irdsukban el0szor mutattdk be, hogy az enzim
katalizélta reakciokban a kinetikai allandok az enzim koncentraciojatol
fiiggetlenek, amennyiben [Sg] << Kyn. Ha a kezdeti enzimkoncentracio
ismert, a szubsztrat fogyasara illesztett gorbe segitségével a ki, ki és ks

sebességi allandok megadhatoak [31]. Az enzimek aktiv centrumanak és
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katalizisiiknek tanulmédnyozasara alkalmazhat6 altalanos kinetikai modszer a
teljes hidrolizis reakciok kdvetése, mert megkonnyiti a kj elsérendii kinetikai
konstans vagy mas néven atviteli szdm meghatarozasat [30].

Polimer szubsztraton hat6é enzimek esetében gyakran (példaul: Trichoderma
reesei cellobiohidrolaz 1 és II, a bakteriofag T7 DNS polimeraz, az
Escherichia coli exonukleaz I,) mar a reakcio kezdeti szakaszaban is tobb
termék van jelen a termékelegyben, ezért nem lehet egyértelmiien eldonteni,
hogy milyen modon torténik a kotések hasitasa [32]. Torténhet tobb
produktiv kotémod altal, konszekutiv 1épések sordn vagy tobbszoros
hasitassal. Amennyiben ezek a 1épések nem egyértelmiien azonositottak és
meghatarozottak tigy a vizsgalt enzim miikodési mechanizmusa sem irhato le.
A korabban hasznalt kezdeti reakciosebesség mérésekkel [33] ezeket a
kérdéseket nem lehet megvalaszolni, ezért sziikséges a szubsztratok teljes
hidrolizis reakcidit kdvetni és értékelni.

A reakciok iddbeli, teljes vizsgalatanak eldnye, hogy tobblet informacidkkal
szolgal az enzim tulajdonsagairdl. Egy egyszerli reakcidelegyet felhasznalva
tobbféle vizsgalati eredményt kaphatunk meg egyszerre. Minden adat
ugyanabbol az egyetlen mérésbdl szarmazik, igy minden komponens (enzim,
szubsztrat, puffer, inhibitor) a megfeleld koncentricioban van jelen. A
reakcio soran torténd koncentracidvaltozasok egyértelmiien kovethetdek,
vagy szamithatok. Ezért az alkalmazott mddszer nem befolyasolja az enzim
tulajdonsagait. Egyarant alkalmazhat6 egyenstulyra és nem egyensulyra
vezet6 reakcioknal is [34].

A mért szubsztrat ¢és keletkezett termék koncentraciokat az id6 fiiggvényében
abrazoljuk, majd egy matematikai modellt felallitva és azt megfeleltetve az

adatoknak, leirhatjuk a teljes enzimreakciot.
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2.5. Az édesburgonya p-amilaz vizsgalatanak irodalmi
el6zményei

2.5.1. Az édesburgonvya B-amilaz altalanos jellemzoi

Az édesburgonyabdl szarmaz6é BAMY (EC 3.2.1.2.) vagy mas néven 1,4-a-
D-gliikan maltohidrolaz, egyike volt az els6 kristalyositott enzimeknek. [35]
Természetes szubsztratja a keményitd, katalizdlja a lanc nem redukalo vége
feloli masodik o(1,4) glikozidos kotés hidrolizisét [36], maltoz egységeket
hasitva le B-anomer konfiguraci6 kialakitasaval [37,19]. Keményit6hoz vald
affinitisa kisebb, mint az a-amilazé [36]. Poligliikézokon, ugymint
glikogénen vagy dextrineken szintén hat [38]. Szerkezetét, amely
megtalalhato a PDB adatbazisban is (PDB: Protein Data Base,
http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do), rontgendiffrakcioval fejtették meg,
azonositoja 1FA2 (4. abra) [39].

4. abra: Az édesburgonya BAMY tetramer szerkezetének szalag modellje, azonositdja: 1FA2
(forras: PDB adatbazis)

Az a-amilazoktol eltéréen spektroszkopias vizsgalatok nem mutattak fémion

vagy prosztetikus csoport jelenlétét, az aktivitdshoz nem igényel klorid vagy

mas aniont, nem aktivalodik kalcium ion jelenlétében [35,39].
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2.5.2. Az édesburgonvya B-amilaz szerkezete

Négy alegységbol felépiild, tetramer fehérje, amelynek kialakitasaért ionos
kolcsonhatasok lehetnek felelések. Szerkezete egy (P/a)s hordd felépitésii
magbol és egy C terminalis végi hurokbol all [40-42].

Sz6jabol szarmazd PBAMY-val 64-68%-ban egyezik meg [43] az arpabol
nyerttel 53%-ban azonos az aminosav szekvencidja. Legkevesebb 6
konzervativ régiot tartalmaz [43].

Egy alegysége 498 aminosavbol 4ll, 319 vizmolekula veszi koriil, az N-
terminalison alanin, a C-terminalison aszparaginsav talalhato [42]. A BAMY
magszerkezetét valtakozva B-reddk és a-hélixek alkotjak, amelyeket 15 hurok
kapcsol 6ssze. A nagy és a kis domének formaljak a mély arkot, ahol az aktiv
centrum talalhaté és a Glul87 lokalizalodik, amelynek pKa értéke 3,5, még
pKb értéke 8,0 [44]. A Glul87 y-karboxil csoportja funkcids csoportként
mikodik, részt vesz a katalizisben [42] és az aktiv helyen konzervalt
megjelenésti [43]. Ez egy konzervalt régi6é [39], amely kiilonb6z6 eredetii
BAMY -kban is megtalalhato [45]. A Glul86 karboxil csoportja a glikozidos
kotés hidrolizise soran proton donorként funkciondl, még a Glu380 az aktiv
hely mélyén koti a glikoz egységet [46]. Ez a harom aminosav alkotja az
aktiv centrum +1 ¢és -1-es alhelyeit [41], az L4 hurok tagjai.

Fontos szerepet jatszanak a szulfhidril (-SH) csoportok a szubsztrat monomer
egységek kotéseiben. Az —SH csoport pK-ja 10, ami azt mutatja, hogy a
szulfhidril csoportot tartalmazé aminosav nincs kozvetleniil jelen az aktiv
helyen, de esszencialis az enzim aktivitashoz, igy kozel kell lennie az aktiv
centrumhoz [47,48].

Egy alegységen 10 Cys aminosav talalhato, a korabban leirt 5 helyett [49,50],
amelyek koziil 4 reaktiv az enzimben és a maltoz megkotéséért feleldsek
valamint esszencialisak az enzim funkcidjahoz [51,52]. A Cys97 a
legreaktivabb és ez helyezkedik el legkozelebb az aktiv helyhez [53]. Az L3-
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as hurkon, az aktiv hely bejaratanal talalhato a konzervativ Cys96. A Phe341,
Thr342, Cys343 konzervativ régid, amely a szubsztrat vagy inhibitor
kotésében vesz részt és nélkiilozhetetlen az enzim szamara [36,50,51]. A
Cys96 ¢és a Cys345 a Glul87 két oldalan helyezkedik el, meghatdrozva az
1,2,3 és 4 alhelyeket. A Cys345 noveli az alhelyek flexibilitasat [54].

A Glu380 és a Thr342 kozott egy viz molekula alakit ki hidrogén kotést,
tamadja az anomer szénatomot, igy forditva meg a konfigurdciot B-maltozt
képezve [55]. A Phe341 masodik nukleofilként szerepel. A Trp303 a 4-es
alhely mellett talalhato és szerepet jatszik az alhelyek flexibilitasaban [54].
Az Asp53, amely a szubsztratktd hely szélén talalhato és a His93
kozremiikddik a hidrogén kotés kialakitdsdban az enzim €s a szubsztrat nem
redukalo vége kozott [41].

Az édesburgonyabodl izoldlt BAMY tetramer fehérje molekulatomegét
kiilonb6z6 kozleményekben kozelitleg 150-200 kDa-nak adtak meg [35,36,
56], amely jol egyezett az egy alegységre megadott koriilbeliil 50 kDa-al
[36,47]. Majd a cDNS szekvenciabol a monomer alegység tomegét 48 kDa-
nak [53] és 56 kDa-nak allapitottak meg [42].

A korai leirasokban szerepld tomegeltérések a mérési modszerek
kiilonbségébdl adodtak, a DNS szekvencian alapuld tomeg meghatarozasok
és a még pontosabb meghatirozast lehetévé tevé aminosav szekvencian
alapuld meghatarozasok alapjan mar pontos értékek adhatdéak meg. Az igy
szamitott monomer egység tomege 56079 Da (Protein Calculator 3.3). Az
altalunk hasznalt enzim molekulatomegét SDS PAGE-val hataroztuk meg,

amelyet késdbb, az anyagok és modszerek részben mutatok be.

2.5.3. Az édesburgonya B-amilaz katalizalta reakciéo pH fiiggése

A nativ enzim pH optimuma 5,5 [57], de széles pH tartomanyban aktiv, 3-as
és 10-es pH érték kozott stabil [19,47]. Acetat puffer esetén pH 4 és 5, mig
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citrat puffer esetén pH 5 és 6 kozott a legaktivabb az enzim, izoelektromos
pontja 4,74-4,79 [35]. Kitinen immobilizalt enzim esetén a pH optimum
hasonlé tendenciat mutat: 4-10 kozott stabil, de pH 7-10 kozott aktivabb [58].
pH 4 ¢és 9 kozott elektroforetikus mérések soran nem lattak jelentOs
aktivitasvesztést [59]. Hagenimana és munkatarsaik altal édesburgonyabol
izolalt BAMY enzim pH optimumat 5,3-5,8 kozott hataroztak meg,
stabilitasat pH 4,0 és 8,0 kozott [60]. Alacsonyabb pH-értékeken az enzim
gyorsan denaturalodott, pH 3-nal mar nem tudtak értékelhetd aktivitast mérni
[19].

2.5.4. Az édesburgonya B-amilaz miikodésének homérséklet fiiggése

Az enzim hémérséklet optimuma valtozo, a fehérje allapotatol fliggden 25 °C
[61] és 70 °C kozott aktiv [62]. A nativ enzim hémérséklet optimuma 50 °C,
a kitinnel immobilizalté 70°C [58]. Az édesburgonya sejtfalahoz kototten
talalhato oldhatatlan BAMY aktivitasa 100-ad része az oldhatoéénak, azonban
hoéstabilitasa sokkal nagyobb, igy homérséklet optimuma 75 °C, de 90 °C
felett 3 percig még megmarad az aktivitasanak 45%-a [63]. Hagenimana
vizsgalatai soran megallapitotta, hogy az enzim 53 °C-on mutatja
aktivitasanak maximumat, 60°C-on inaktivalédik [60]. Az -SH-csoportok

modositasa csokkenti az enzim hostabilitasat [36].

2.5.5. Az édesburgonya B-amilaz inhibitorai

Az enzim aktivitdsat tobbféle inhibitor jelenlétében vizsgaltak. Az alfa-
ciklodextrinrdl (a-CD) megallapitottadk, hogy kompetitiv inhibitorként hat
[19,47,64]. Az enzimet radioaktivan jelolt o-CD-el reagaltattak ¢és
megallapitottak, hogy a kotdhelyek fiiggetleniil hatnak, egy inhibitor

kotohely talalhatdo minden monomer alegységen [65]. Az a-CD azonban nem
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okoz szerkezeti valtozast [39], specifikusan kotddik, lezarja a hasitd zseb
bejaratat, de nem jut olyan mélyre, hogy elérje a katalitikus helyet, ezért csak
fizikalisan blokkolja azt [45].

A maltéoz kompetitiv inhibitora az enzimnek, Ki érttke 6 mM, de a
tobbszoros hasitas jelenlétén nem valtoztat még 5% maltoz sem [19]. Két
kiilonb6z6 modon torténhet meg a PAMY gatlasa, amely sordn a
szubsztratkotd helyek energiacsokkenése kovetkezik be. Az els6 eset, amikor
a maltéz csak az enzimstruktura flexiblis részével reagal, ekkor a kotémod a
normal szubsztratkotést nem fogja befolyasolni, de a katalitikus folyamatot
megakadalyozza (nem kompetitiv gatlas). A masik esetben, mint kompetitiv
gatloszer, a katalitikus helyhez kotédik. G11 szubsztrat esetében azt
tapasztaltak, hogy a maltdz, ha 5% koncentracioban (0,15 M) van jelen a
reakcidelegyben, akkor kompetitiven gatol [19]. Az a-metil-glikozid szintén
kompetitiv inhibitora az édesburgonya BAMY-nak [19,44]. Nem kompetitiv

inhibitorai az enzimnek a gliikkoz [19] valamint a glicerol [66].

2.5.6. Az édesburgonya B-amilaz alhely szerkezete

Az enzimet radioaktivan jelolt a-CD-el reagaltattadk, majd az egyensuly
beallta utan megallapitottak a koté helyek szamat. Kristalyositas utan az
enzimmel 4 maltéz valt ki, 4 maltéz kotodott a 4 szubsztrat kotd helyhez,
azaz alegységenként egy [50]. Els¢ feltételezések szerint egy kot helyet 3
kot alhely alkot, egy katalitikus hellyel alegységenként [65]. A hasito hely a
kotohelyek egyik végéhez kozelebb van, amely magyardzhatja a tobbszoros
hasitas mechanizmusat [67]. Szo6jabol szarmazé BAMY aktiv helye 6
alhelybdl all, ellentétben az édesburgonya BAMY-éval, amelyre 5 alhelyet
valdszinisitettek [41]. Az enzim alhelyeinek a szama limitalja a keményitd

feliilettel valo érintkezését [61]. Buzakorpa eredetii BAMY esetében a hasitd
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hely a 2-es és 3-as alhelyek kozott talalhatod (5. abra), az alhelyeket balrol

jobbra szamozték, a szubsztrat lanc nem redukalo vége feldl [68].

G—-G—-G—-G-G Nonproductive
G—-G—G-G—G ESs.q
— GG-GGG Productive ESni
G-G—G—G—G ESnp
Subsite (i) 1
Subsite
Affinity (A)) A1 A2A3As As

G—G—G—G—G}

5. abra: Korpabdl szarmazé BAMY alhely szerkezetének sematikus abraja és a szubsztrattal
kialakitott produktiv és nem produktiv komplexek [68] i-alhelyek szama, Ax-alhely

affinitasa

2.5.7. Az édesburgonya B-amilaz hidrolitikus mechanizmusa

,»Multiple attack” azaz tobbszords hasitasi modot elészor az édesburgonya
BAMY-nal figyeltek meg [41,69]. Ekkor az enzim-szubsztrat komplexbdl
kialakult enzim-termék komplexrél csak a maltéz, mint nem redukalod végi
termék disszocial. A redukald végi termék, mint 0j szubsztratja az enzimnek
tovabb cstszik annak feliiletén és egy jabb kotés hasitasa torténik meg. A
folyamat soran a BAMY feliilet¢hez tobb gliikoz egység képes egyszerre
kapcsolddni, igy tud végbemenni a katalizis folyamata majd a keletkezo
maltoz lediffundal az enzim feliiletérél, a ,,maltoz felszabadité helyr6l” [19].
Mindezek ellenére nem tudtak kiilonbséget tenni a ,,multiple attack” és egy
konszekutivan lezajlo reakcid kozott [47]. A tovabbestszas valdszinliségének
meghatarozasara mar torténtek kisérletek radioaktivan jelzett szubsztratokon
VRK mérések eredményeit hasznalva. [70] Monte Carlo modszer
segitségével 0,6-nek adodott ez a szam, a lanchossztol fliggetleniil [71]. Ezek
a mérések azonban nem tudtak kiilonbséget tenni a redukald és nem redukalo
végi maltoz kozott, igy paros tagszamu szubsztratok hidrolizise nem volt

modellezheto.

28



Fazekas Erika egyetemi doktori (Ph.D) értekezés

2.6. DiszperzinB enzim vizsgalatanak irodalmi el6zményei

2.6.1. Biofilmek

Az orvosi eszkozokkel kapcsolatba hozhatod fertézéseket a legtobb esetben
biofilmet képz6 mikroorganizmusok okozzak és vilagszerte tobb millié olyan
betegnek okoznak problémat, akiknek ilyen eszkozoket tiltettek be [72,73].

A legfontosabb ilyen baktériumok a S. aureus és S. epidermidis, amelyek
orvosi implantatumok feliiletén telepednek meg, létrehozva a sajat maguk
alkotta extracellularis poliszacharid matrixot (PGA) (biofilmet) és okoznak
fertézéseket [74,75]. Napjaink orvoslasaban az egyik legnagyobb probléma
ezen biofilmek kialakulasa az orvosi eszkozok feliiletén [76]. A National
Institute of Health (US) szerint a korhazi fertézések 80%-a biofilmekkel
kapcsolatos [77]. A biofilmek a fogaszati problémak mellett a beiiltetett
eszkozok kilokddéséhez és a koriilottik talalhatdo szervek gyulladdséhoz
vezethetnek. A korhazakban bekovetkezé hugyuti fertdézések 95%-at a
betiltetett katéterek, a légiti megbetegedések 86%-at a klimaberendezések
nem megfeleld tisztitdsa okozza, valamint a gyakran korhazi kezelés kozben
felhasznalt eszk6zok, mint példaul a kanuldk felszinén taldlhatd biofilmek
okoznak  gyulladast [78,79]. A  kontaktlencsék  felszinén a
mikroorganizmusok alkotta kozOsségek a szem irritaciojat és érzékenységét
fokozzak [80]. Az elfert6z6dott sebekben a S. aureus, E. coli fajok képeznek
biofilmeket, amelyek hatasara stlyos nyirokodéma alakulhat ki [81,82].
Miutdn ezek a Dbiofilmbe csoportosult baktériumok ellenallnak az
antibiotiumoknak, ezért sebészeti vagy probiotikus kezelés segitségével
tavolithatok csak el a feliiletrdl, illetve csak ezek kozremiikddésével képesek
megakadalyozni a baktériumok tovabbi elszaporodasat. Jelenleg nincs olyan
kezelési mod, amelynek segitségével teljesen eltavolithatd az 6sszes biofilm

sejtcsoportosulas a katéterek felszinérol.
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A gybgyszerfejlesztés soran illetve a mikrobioloégusi gyakorlatban a
kiilonb6z6d szerek hatékonysagat altaldban oldatban vagy taptalajon novo
baktériumokon vizsgaltdk. Az utdbbi évek vizsgalatai azonban kimutattak,
hogy bizonyos baktériumok gyorsabban ndének kiilonboz6 feliiletekhez
kototten. Ez a tulajdonsdguk merdben megvaltoztatja a viselkedésiiket és az
antibiotikumokkal szembeni érzékenységiiket. Igy egy biofilmet alkoto,
matrixszal koriilvett kolonidban nové baktérium elpusztitasahoz akar
ezerszeres dozisu antibiotikum sziikséges, szemben egy ,,normal”, nem
biofilm-képz6 baktériummal [83]. A biofilmek évrdl évre dollarmilliardos
karokat okoznak. Ezen 0Osszeg egy része kiilonbozo késziilékek
meghibasodasabol illetve a lerakodott réteg miatt kialakuld plusz
energiafogyasztasbol szdrmazik, maésrészt az orvosi eszkozok magasabb
sterilezési koltségeibdl, és az ilyen baktériumok altal okozott krénikus
betegségek, gyulladasok, szovédmények kezelésének arabol adodik dssze. Az
ilyen fertdzések kezelésének kidolgozasa még folyamatban van, de enzimek
¢és antibiotikumok egyiittes alkalmazasaval igéretes eredményeket értek el,
mind a biofilm eltdvolitdsidban és azok megakadalyozasaval kapcsolatban
[84,85]. DNA-zokat és glikozid hidrolazokat mar régdta hasznalnak
biofilmek enzimatikus megsemmisitésére vagy biofilm kialakulasanak
meggatlasara [84,85].

A biofilmeket alkoto baktérium tomegeket az onmaguk altal szintetizalt PGA
oleli koriil és tartja egyben, ezzel eldsegitve, hogy a biofilm a szilard
aljzathoz  rogziilni tudjon [86]. Poli-B-D-(1,6)-N-acetil-gliikkozamin
(PGIcNAc) az egyik f6 alkotd komponense a biofilm martixdnak és
kozvetitdje néhdny human patogén mikroorganizmus intracelluléris

crcr

[87,88,89] és az Aggregatibacter actinomycetemcomitans [90].
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A biofilmet altaldban nem egyfajta baktérium, hanem kiilonb6z0 fajok
keveréke alkotja. A baktériumokon kiviil gyakran algak, gombak, protozoak
is beépiilnek a biofilmbe. A kiilonb6z6 szervezetek altal termelt biofilmek
matrixa is killonboz6 Osszetételti [91]. A bevonatban €16 sejtek bonyolult
szerkezeteket, gyakran masodlagos struktirakat (pl. mikrokolonia) hoznak
1étre, melyek kozott csatornarendszerhez hasonld képzédmények biztositjak a
tapanyagok megfeleld aramlasat az azt felhasznalo sejtekhez [92]. A
biofilmek érése bonyolult folyamatok sorozatabol tevédik Ossze (6. abra)
[93]. A baktériumok van der Waals kotéssel kapcsolodnak a szilard
feliilethez, majd a poliszacharid matrixba agyazoédnak. Az igy kialakult
telephez tovabbi mikroorganizmusok kapcsolddnak és létrehozzdk a
mikrokolonidt, amik ha megfeleld szdmban vannak jelen, kialakul az érett
biofilm. Majd ez a matrix kinyilik, igy lehetdvé téve a baktériumok
kiaramlasat és 1) feliileten valo megkdtodésiiket.

o

ool
#

SR

6. abra: Biofilmek érési folyamatanak sematikus abréja; 1: a baktériumok megtapadnak a
szilard feliileten, 2: poliszacharid matrixba agyazodnak 3: baktérium telep kialakulasa 4:

tovabbi mikroorganizmusok csatlakozasa a telephez 5: érett biofilm 1étrejotte
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Az A. actinomycetemcomitans altal termelt DspB a baktériumok biofilmbd6l
valé kiszabadulasat segiti eld a poliszacharid matrix bontasaval. A DspB,
mint a poliszacharid hidrolizisére képes enzim fontos lehet a biofilmek elleni
védekezésben. A folyamat a kovetkezd képen zajlana. A mar megtapadt
kolonidkat DspB-vel kezelve, igy megbontva a PGA martixot, az
antibiotikumoknak ellenallé burok megbomlik és eltavolithatok a feliiletrdl.
Emellett rezisztencidjuk az antibiotikumokkal szemben is csokken, vagyis ha
az eltavolitais nem is teljes a baktérium elpusztithatd. PGA matrixot
termelnek a kiilonb6zé Gram-pozitiv €s Gram-negativ baktériumok is, ezért a
DspB alkalmas lehet az ezek altal 1étrehozott biofilmek eltavolitasara is.
A Kane Biotech Inc. munkatarsai DspB-vel torténd vizsgalatokat végeztek az
enzim egészségiigyi alkalmazasanak céljabol [94]. Az enzim hatékonysagat
Oonmagaban és kiilonb6z6 antimikrobialis szerekkel kombinalva tesztelték. A
kisérletek alapjan a kovetkezd teriileteken tervezik a DspB enzim
felhasznalasat:

1, orvosi eszk6zok felszinének bevonasara

2, sebkezeld termékek

3, fogaszati termékek

4, allatgyogyaszati termékekben valo alkalmazasra, valamint

5, cisztas fibrozis ellen tervezik felhasznalni.

2.6.2. Hexozaminidazok altalanos jellemzoi

Az EC 3.2.1.52 csoportba tartozd enzimek az altaluk katalizalt reakciok
alapjan “terminalis nem redukalé vég feléli N-acetil-D-hex6zamin egységet
hidrolizald N-acetil-pB-D-hex6zaminidazok, amelyek N-acetilglikozidokon és
N-acetilgalaktozidokon hatnak”.

A GH20 csalad hex6zaminidazai, amelyek kitinen vagy hasonlo

oligoszacharidokon hatnak, széles korben tanulméanyozottak a szerkezet,
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inhibicio és reakcidik mechanizmusa alapjan [95-99], azonban a B(1,6)-N-
acetilgliikozaminidaz, amelynek eddigi egyetlen ismert képviseldje a
DiszperzinB (DspB), sokkal kevésbé vizsgalt. A GH-K klanba tartozo
enzimek, amelyhez a GH20 csalad is tartozik, (B/o)g hord6 szerkezetiiek, de
az aktiv hely felépitésében és a katalitikus mechanizmusban kiilonboznek. A
vizsgélatok felderitették a katalitikus hely szerkezetét és ezzel egyiitt azokat
az aminosavakat, amelyek a szubsztrat kotésben és a katalizisben részt
vesznek. A GH20 csalad enzimei esetében az aktiv hely glutaminsava és a
szubsztrat N-acetil csoportja vesz részt a szerkezet megtarto retencios hasitasi
mechanizmusban [14]. Megallapitottak, hogy a 184-es helyen talalhato Glu
proton donorként funkcional karboxil csoportja révén, még a 183-as helyen

talalhat6 Asp a szubsztrat kotésben jatszik szerepet.

2.6.3. DiszperzinB enzim

A DspB-t egy szajban talalhaté Gram-negativ patogén baktérium az
Aggregatibacter actinomycetemcomitans termeli. [90] Ramasubbu és
munkatarsai 4-nitrofenil- (PNP-) és 4-metilumbelliferil-2-acetamido-2-deoxi-
B-D-gliikopiranozid segitségével (4-MU-GIcNAc) vizsgaltak [100,101].
Chibba ¢és munkatarsai 2011-ben 4-nitrofenil-gliikozilkarbamat szubsztrat
felhasznalasaval végeztek vizsgdlatokat, amely soran az enzim aktivitasat
Osszehasonlitottak a kardbabbdl szarmazd B-hexdzaminidazéval [102]. A
DspB az N-acetil-gliikozaminidazok kozé tartozik, egyediilalldan
specifikusan bontja a B(1,6) glikozidos kotést N-acetil-glilkozamin (GlcNAc)
egységek kozott. 4-metoxifenil-B-GlcNAc oligomer vizsgalatok alapjan az
enzim exo karaktert mutatott [103]. Ezzel ellentétben, PGIcNAc hidrolizise
soran GIcNAco-t6l GlcNAcpg-ig tartd oligomer sorozat keletkezett és a

termékaranyok alapjan endo tipusu hasitasi modot feltételeztek [101].
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A DspB szerkezetét Ramasubbu és munkatéarsai rontgenkrisztallografiaval
hataroztak meg, a PDB adatbazisban 1YHT kod alatt talalhato [75] a GH20
glikozid hidrolaz csaladba besorolva.

Az enzimet 361 aminosav alkotja. Az 1-t61 60-ig illetve 91-t61 358-ig
aminosavak a tipikus TIM-hord6 szerkezetet alkotjak. Kisebb doménjeit a 2
(egy a-hélix és 3 B-redd), B3 (2 a-hélix), B6 (egy B-hélix) valamint a7 (egy P-
redo6 és egy a-hélix) alkotjak.

Katalitikus doménje homolog a tobbi human ¢és bakterialis GH20 csaladba

tartoz6 hidrolazéval a 40-297-es aminosavakig bezarolag.

7. abra: A DspB katalitikus helyének felépitése, amely homolog a tobbi GH 20 csaladba
tartoz6 enzimével. A Glul184 és az Asp183 katalitikus aminosavak elhelyezkedését mutatja

az aktiv centrumban, ahol a bek6t6d6é GlcNAc egységet glicerin és ecetsav mimikalja [75]

A C-terminalison talalhaté Trp aminosavak konzervativak [90] a Tyrl87
koriil viszont gyenge a homoldgia. Ezen aminosav mutacidja a szubsztrat
kotését befolyasolja. Az Aspl183, a Glul84 ¢és a Glu332 egyiittesen alkotjak a
-1-es alhelyet (7. abra). Az Aspl83 kapcsolodik a szubsztrat acetamido
csoportjanak nitrogénjével, a Glu332 a cukor molekula C3 és C4 hidroxil

csoportjaihoz, amellyel stabilizalja a bek6tddé GIcNAc egységet. A Trp216,
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Trp237 ¢és Trp330 alkotjak a hidrofob zsebet, amely a GH20 csalddra

jellemz6 (8. abra).

8. abra: DspB enzim aktiv centruma, a hasit6 helyet alkotd aromas aminosavak és a bek6t6do

GlcNAc egység kozott kialakuld kotések

A Tyr278 a mozg6 hurkon helyezkedik el, a katalitikus hely bejaratat alkotja.
az Arg27 hidrogénkdtést 1étesit a GIcNAc egység C3, C4 és O atomjaival. A
GH20 csaladra jellemz6, hogy aromas aminosavak alkotjak a hasito zsebet. A
DspB esetében viszont Trp nem talalhat6 az aktiv helyen. A +1 és +2-esS
alhelyek kozott potencialis kapcsolat all fenn. A -1-es alhelyen talalhaté
aminosavak esszencidlisak. A DspB aktiv centrumdaban talalhat6 aromas
aminosavak fontossagat mutans enzimek segitségével tanulmanyoztak [100].
Trp237 mutacidja teljesen megsziinteti az enzim hidrolitikus aktivitasat 4-
nitrofenil-N-acetil-B-D-gliikozamin ~ (PNP-B-GIcNAc) szubsztraton, de
kismértékli biofilm eltavolitdé képessége megmarad. Tyrl87 és Tyr278
aminosavak mutacioja csokkenti a hidrolitikus aktivitast PNP-B-GIcNAc-on
és PGA-n is [100].

Mivel a GIcNAc-tiazolin, amely atmeneti allapot analdgja a szubsztratnak,

kompetitiv  inhibitornak  bizonyult, feltételezik, hogy  retencids
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mechanizmussal, szomszéd csoport segitségével hidrolizalja szubsztratjat.
Molekulatomege szekvencia alapjan 42 kDa, pH optimuma 5.8, pKa értéke
6,8 £ 0,1 [100].

A biofilm poliszacharidok nem jol definialt szubsztratok és a PGICNAC
molekuldk nem rendelkeznek jol definidlt szerkezettel, ezért nehéz
tanulmanyozni enzimatikus degradacidjukat. Mivel az enzim diszpergalja és
eltavolitia a S. epidermidis altal termelt biofilmet, ezért alkalmas lchet
antibiofilm agensként, illetve antiszeptikus Triclosannal egyiitt alkalmazva
széles spektrumu antibiofilm és antimikrobialis aktivitast mutatott [104]. A
DspB a korabbi ligand koté és hidrolizis vizsgélatok soran ugy tiint, hogy
specifikusan csak a linearis, B(1,6) kotésti polimer GICNAC lancon hat és
GlcNAc egységet hasitja le a lanc nem redukald vége fel6l [103]. B(1,6)
kotéstt  p-metoxifenil-GlcNAc  oligomereket — szintetizaltak, amelynek
tagszama (DP) 2, 4 és 6 volt. A vizsgalatok soran arra kovetkeztettek, hogy a
B(1,6) kotésihi oligomerek jobban kdtddnek az enzim aktiv centrumaba, mint a
B(1,4) kotéstiek, valamint a DspB exo hatasmodu enzim. Sajnos a B kotésti p-
metoxifenil aglikont az enzim a hidrolizis vizsgalatok soran szintén hasitotta,
amely megakadalyozta a pontos HPLC elemzést. Ezen tdlmenden, az
alkalmazott blokk szintézis kovetkeztében csak péaros tagszdmu oligomerek

voltak elérhetéek [103].
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3. Célkitiizesek

Dolgozatom téméaja két exo hatasmodu glikozidaz enzim mikodésének
vizsgalata volt.

Korabbi tanulményok a Debreceni Egyetem Biokémia Tanszékén kizarolag
az endo hatasu a-amilazokra korlatozodtak, igy az exo enzimek vizsgalata (j
kihivast jelentett.

Az exo tipust fehérjék alhely szerkezetének szamitasahoz meg kellett
hataroznom a kinetikai allandokat kiilonb6z6 lanchosszisagi szubsztratokon
¢s igy miikddési és hasitasi modjuk is feltarhatd. Vizsgéalati modszeriik a
reakciosebességek meghatdrozdsa vagy a felhaszndlt szubsztrat teljes
nyomonkovetése volt. Célul tiztiik ki egy 0j analitikai modszer kidolgozasat
a szubsztratok teljes hidrolizis reakcidinak kovetéséhez, amely alkalmas a
termékek ¢és szubsztratok koncentracid valtozasanak kovetésére az
enzimreakci6 sordn.

Az édesburgonya a fejlédd vilag fontos taplaléka és kitlind BAMY forrés.
Feladatom volt a teljes hidrolizis vizsgalatokhoz nyert adatok feldolgozésa és
a korabbi irodalomban fellelhetd eredményekkel vald Osszevetése. A
vizsgéalatokhoz a kereskedelemi forgalomban nem kaphaté kromoforos
maltooligomer szubsztrat sorozatot (DP3-15) szintetizaltam. Az orvosi
gyakorlatban igen nagy probléma a biofilmek kialakuldsa a kiilonb6zo
implantatumok feliiletén. A biofilm matrixanak egyik f6 komponense a
PGIcNAc. A DspB ezen poliszacharid hidrolizisére képes exo enzim. Célom
volt az enzim miikodési mechanizmusanak mélyebb megismerése, a
szubsztratok aktiv helyhez valo kotddésének és hidrolizisének felderitése,
melyhez meg kellett oldani az oligomer kromoforos szubsztratok valamint a

redukald és nem redukal6 végi termékek azonositasat.
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4. Vizsgalati eredmények és értékelésiik
4.1. Az édesburgonya béta-amilaz vizsgalata

4.1.1. A reakciok enzimkoncentracio fiiggése

CNPG7 szubsztrat segitségével kiilonb6zo enzimkoncentracidknal kovettiik a
teljes hidrolizis reakciokat HPLC mddszerrel. A kiinduldsi szubsztrat
koncentraciok 4,61 mM, 4,59 mM ¢és 4,59 mM voltak, a hozzajuk tartozé

reakciokban az enzim koncentraciok 4 x 10'9, 8x10%¢s2x 107 M.

2,10E-03
1,80E-03 hd
1,50E-03

1,20E-03

9,00E-04

Vinae! Kag (1/pere)

v=28417x

6,00E-04 R2=0.9105

3,00E-04

0,00E+00
0,00E+00 5,00E-08 1,00E-07 1,50E-07 2.00E-07 2,50E-07

Enzimkoncentracio (M)

9. dbra: Edesburgonya BAMY enzimreakcionak HPLC médszerrel CNPG7 szubsztraton (4,6
mM) (pH 5.0, [E]= 4 x 10°, 8 x 108 és 2 x 10”7 M) meghatarozott

reakcidsebességeinek fiiggése az alkalmazott enzimkoncentraciotol.

A Vma/Kn értékeket abrazolva az enzimkoncentracio fiiggvényében egy
egyenesre illeszkedd pontokat kaptunk (9. abra). Kozel lineéris 0sszefiiggeést
tapasztaltunk, amely azt mutatja, hogy az enzimkoncentracié valtozasaval
egyenes aranyban valtoznak a vmad/Kw értékek.

Az enzim aktivitdsa a higitds fiiggvényében azonban véltozhat. Mivel az
enzim tetramer szerkezeti, tobb alegységbdl all, ezért a tal nagy higitas soran

megvaltozhat az enzim szerkezete akar kitekeredhet, széteshet alegységekre,
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ezért fordulhat el az, hogy bizonyos higitds utan az enzim jelentdsen veszit
aktivitasabol vagy inaktivva is valhat. Stabilitds vizsgalatok soran
megallapitottuk, hogy a BAMY a sajat ammoénium-acetatos pufferében

megtartja aktivitasat +4°C-on tarolva 24 6ran at.

4.1.2. CNPGS teljes hidrolizise édesburgonya B-amilaz enzimmel

Kezdeti reakciosebességeket szerettiink volna meghatdrozni kiilonb6z6
tagszamu szubsztrat sorozaton, azonban mar a reakciok kezdeti szakaszaban
tapasztaltunk olyan folyamatokat (transzglikozilezés, t6bbszords hasitas),
amelyek nem voltak egyértelmiien azonosithatdoak. Tovabba a szubsztratok
oldékonysagi problémai miatt nem lehetett a méréseket a 0,5-10 Ky
koncentracio tartomanyban végezni, igy azokat a Ky és  Vmax
meghatarozashoz felhasznéalni. Ezért Uigy dontottiink, hogy a reakciokat
hosszabb ideig kovetjilk nyomon. HPLC mddszerrel kovettik az egyes
szubsztratok teljes hidrolizisét az idében. Azonos id6kdzonként 5 ul mintat
injektaltunk a vizsgalt reakcidelegybdl a HPLC kolonnara.

Minden esetben a kiindulasi szubsztrat lanc egy maltdz egységgel rovidiilt
meg. Paratlan tagszamu szubsztratok esetében azt tapasztaltuk, hogy a lanc
lebontasa soran a reakcid nem megy végig teljesen, a keletkezett CNPG3
bontasa mar nagyon lassu (10. abra). BAMY enzim katalizalta kromoforos,
CNPGS5 szubsztradt enzimatikus, teljes hidrolizise egyszerli egy Iépéses
reakcid. A mért pontokra gorbét illesztettiink, amely soran a ks Kinetikai
allandé 3,16 x 10° M™s™-nek adédott, ahol a ks a CNPG5 hidrolizisének

sebességi allandoja.
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in

Koncentracio (mM)

°

T
-] xo 20 Erd o 1000 10

165 (perc)
10. abra: Edesburgonya BAMY (3,06 x 10 M) katalizalta CNPGS5 (2,42 mM)(pH 5,0) teljes
hidrolizisének nyomon kovetése HPLC modszerrel. (mCNPG5, , 0 CNPG2, x
CNPG)

Azonban a reakci6 sordn megjelenik egy masik végtermék is, amely a
CNPG2. Ez azzal magyarazhatd, hogy amikor a CNPG3 lebontasra kertil,
akkor itt a bekotédés soran kétféle produktiv kotémod alakulhat ki, amely
soran nemcsak maltozt, hanem gliik6z egységet is képes hasitani az enzim
[19]. A keletkezett CNPG2 mennyisége nem eclhanyagolhatd, ezért

mindenképpen figyelembe kell venni a mechanizmus leirasakor.

4.1.3. CNPG6 teljes hidrolizise édesburgonya B-amilaz enzimmel

Péros tagszdmu szubsztratok esetében az enzimreakcid teljesen végbe megy,
a végsd termék CNPG2 lesz. CNPG6 hidrolizise sordn (11. abra) a
keletkezett CNPG4 ¢és CNPG2 a reakcidé kezdeti szakaszaban processziv
modon keletkezik, mivel a két termék mennyisége egymdssal parhuzamosan

novekszik.
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Koncentracia (mM)
"

15 {perc)

11. abra: Edesburgonya BAMY (3,06 x 10 M) katalizdlta CNPG6 (4,44 mM) (pH 5,0) teljes
hidrolizisének nyomon kovetése HPLC modszerrel.

(@ CNPG6, + CNPG4, o CNPG2)

CNPG6 hidrolizise sordan a masodik maltéz egység keletkezésének
valoszintisége P= 0,26, amely a kovetkezd képlettel szamithaté a reakcio

kezdeti szakaszanak adataibodl:

B [CNPG2] @)
~ [CNPG 2]+ [CNPG4]

A gyors kezdeti hidrolitikus 1épés utan a kiindulasi CNPG6 szubsztrat Gjra
szintetizalodik az enzim altal katalizalt forditott irdnyd reakcidé soran. A
szdmitott maltéoz koncentracid6 (2,14 mM) hasonl6 a CNPG6
koncentraciojahoz (2,7 mM) €és magasabb, mint a CNPG4-¢ (1,26 mM) 20
perc reakcididd eltelte utan. A teljes hidrolizis utan pedig CNPG2 lesz a

végso termek.
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4.1.4. CNPG7 teljes hidrolizise édesburgonya B-amilaz enzimmel

A CNPG?7 teljes hidrolizise nagyon hasonlé a CNPG6-éhoz. A gyors

processziv 1épést kdvetden, ahol P=0,5,

_ [CNPG3]
~ [CNPG3]+[CNPGS5]

(4)

CNPGS és CNPG3 csaknem azonos mennyiségben keletkezett, majd
transzglikozilezéssel a CNPG7 koncentracidja wjra megndvekedett. A
CNPGS koncentracidja konstans marad a hidrolizis teljes vizsgalt ideje alatt,
mikdzben a CNPG7 mennyisége csokken és a masodik termék a CNPG3

mennyisége folyamatosan ndvekszik (12. abra).

Koncentracio (mM)

o E s £ 00 00 o 140 120
W4 (pere)

12. abra: Edesburgonya BAMY (6,68 x 10 M) katalizalta CNPG7 (2,95 mM) (pH 5,0) teljes
hidrolizisének nyomon kovetése HPLC modszerrel. (A CNPG7, mCNPGS5, , O
CNPG2, x CNPG)

Monte Carlo szimulaci6 soran az édesburgonyabdl szarmazo BAMY esetében

a processzivitds 58%-nak adddott radioaktivan jelzett maltoheptadzon,

amelyet papirkromatografiaval kovettek, mig 55%-nak sz6jabol szarmazo
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enzim esetén [41,71]. Ezek az adatok jol egyeznek az altalunk meghatarozott
P értékekkel.

4.1.5. CNPGS teljes hidrolizise édesburgonvya B-amilaz enzimmel

CNPGS8 hidrolizise soran mar a reakcid korai szakaszadban jelen van a
CNPG2, amely két processziv 1€pést jelent az elsé hidrolitikus hasitas utan. A

szamitott valoszinliség a reakcid korai szakaszédban P=0,8.

B [CNPG2]+[CNPG4] )
~ [CNPG2]+[CNPG4]+[CNPG6]

Transzglikozilezést figyeltiink meg ebben a reakcidban is, amikor a maltdz

koncentrarciodja elérte a 2,7 mM-t, 25 perc reakcioid6 utan (13. abra).

41

Koncerntracia (mM )
= M

o 1000 2000 3000 4000 5000 6000 T00D 8000 2000 10000
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13. abra: Edesburgonya BAMY (2,95 x 10® M) katalizalta CNPGS (3,73 mM) (pH 5,0) teljes
hidrolizisének nyomon kovetése HPLC moddszerrel.

(» CNPGS8, 0 CNPG6, + CNPG4, o CNPG2)

Oktamer szubsztraton végzett korabbi szimulacids tanulmanyok szerint a G4
Kis reakcioképességet mutat [71]. Teljes hidrolizis vizsgalataink soran
azonban azt lattuk, hogy a CNPG4 koncentracidja nullara csokken és a

kromoforos dimer lesz a végsd termék. Ez egy nagyon fontos elénye a
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szubsztratjainknak, mert igy kiilonbséget tudunk tenni a nem redukald végi és
a redukalo végi végtermékek kozott, amely mindkét esetben maltéoz a paros
tagszama maltooligomer szubsztratok esetén. Ugy gondoljuk, hogy a korabbi

sikertelen szimulaciok oka ennek a termék komponensnek a hidnya volt.

4.1.6. CNPG11 teljes hidrolizise édesburgonva B-amilaz enzimmel

Az 14. 4bran a CNPGI1 BAMY-val torténd teljes hidrolizise soran mért
termékeloszlas lathato.

BAMY katalizalta CNPG11 hidrolizise soran egyértelmi transzglikozilezés
figyelheté meg. A hidrolitikus reakcid kezdeti szakaszdban {6 termékként
CNPG3 keletkezett 3 processziv 1épés utan, de a koncentracidja jelentésen
csokkent a kovetkezo 90 percben, mialatt minden hosszabb lancu termék és a
CNPGI11 szubsztrat koncentracioja novekszik. Ezt kovetden a hidrolizis valik
ujra dominanssa. Meglepd, hogy a CNPG2 jelentés koncentracidban van

jelen, nagyobban, mint a CNPGL.

2 -
——CNPGI1
1.5 4 —m— CNPG9
= CNPGT
g —< CNPG5
= —#k—CNPG3
2y —e—CNPG2
2 |——cnps”
&
=
=
=3
&5
=z

e e —h
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
1doé (perc)

14. 4bra: Edesburgonya BAMY (3,2 x 10® M) katalizalta CNPG11 (2,45 mM) (pH 5,0) teljes

hidrolizisének nyomon kdvetése HPLC modszerrel.
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4.2. Az édesburgonya B-amilaz  enzim  vizsgalati
eredményeinek értékelése

4.2.1. Teljes hidrolizis vizsgalatok kiértékelése Scientist® programmal

A szubsztratok teljes hidrolizisének kovetésekor a HPLC moddszerrel
meghatarozott szubsztrat- és termékkoncentracio-idé adatparokra Scientist®
program segitségével kinetikai gorbét illesztettiink. A program az altalunk
felirt modell differencial egyenletei alapjan, iteracidoval végezte el a
szadmitasokat. Példaként a CNPGI1 hidrolizisekor felirt
differencialegyenleteket (6-12) mutatom be.

d [Cr\(le:Gll] — k. ,[CNPG11]-k,, ,[cNPG11]-k,, .[cNPG11]-k,, ,[CNPG11] (6)
W = k;; o[CNPG11] - k,,[CNPG9] - ko, [CNPG9]—k,,[CNPG3] (7)
% =Ky, ,[CNPG11]+k,, [CNPG9] -k, [CNPG 7]~ k,,[CNPG7] (8)
% =Ky, s[CNPG11]+ ko5 [CNPG9]+ k;s[CNPG 7] kg;[CNPG5]  (9)
% = k;,5[CNPG11]+ ko [CNPG 9]+ k. [CNPG 7]+ k., [CNPG5]— k,, [CNPG 3] -
—k4,[CNPG3] (10
d[CNPG2] [C':'ij 2l_x_[cnpa3] (11)
% = k,,[CNPG3] (12)

Az egyenletek mddositasaival eljuthatunk a legjobban illeszkedé modellhez.
Ezéltal megadhatdk az egyes reakciolépések kinetikai allandoi és a hidrolizis

mechanizmusa is. A reakcidé soran tobbféle termék képzddott, amelyek
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folyaman parhuzamos ¢s egymast kovetd reakcidlépések egyarant
lejatszodnak. Ezeket figyelembe véve a differencidlegyenleteken valtoztatva

eljuthattunk a legmegfelelébb modellig (15. abra).

CNPG1ll ——> CNPG9 ——> CNPG7——> CNPG5 ——> CNPG3—— CNPG

kll,g k97 k75 k53 k31
\ Wl o
-

CNPG2

ki1s

15. abra: Edesburgonya PAMY enzim éltal katalizalt CNPG7 teljes hidrolizisének
reakciomodellje, ahol parhuzamos és egymast kovetd reakciolépések kovetkeznek be a
szubsztrat hidrolizise soran (k- egy reakciolépés sebességi allanddja, ahol x a kiindulasi

szubsztrat, y pedig az abbol keletkezett termék tagszamat jeloli)

A modell megalkotdsa soran egységes jelolést alkalmaztunk. Az egyes
reakciolépésekhez tartozd ,k” sebességi allando indexébe a kiindulasi
szubsztrat és a beléle keletkezett termék tagszama keriilt. Tgy a kiilonboz6
tagszami CNP maltooligomer sorozat hidrolizise soran az azonos Iépésekhez
tartozo sebességeket azonos indexekkel jeldltiink. Igy azok a kiértékelések
soran egymassal 0sszehasonlithatoak.

Ezt a formulat haszndlva a paratlan tagszamu szubsztratok esetében kinetikai
gorbéket illesztettiink a mérési pontjainkra. Az illesztések azonban csak a
kezdeti szélséértékek elétti pontok elhagyasaval voltak sikeresek (1.
tablazat).

A paros tagszdmu szubsztratok teljes hidrolizis reakcidi sordn a meért
pontokra illesztett kinetikai gorbékbdl szamitott allandokat a 2. tablazatban

foglaltam Ossze.
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1.tablazat: Paratlan tagszamu CNP-maltooligomer szubsztratok édesburgonya

BAMY enzim altal katalizalt teljes hidrolizis reakcidinak HPLC modszerrel torténd

vizsgalatabol szdrmaz6 kinetikai allandok

Kinetikai allandék
(perc x 107) CNPG11 CNPG7 CNPG5

Kizo 1,92 - -

Ko7 6,3x 10" - -

ks 4,69 1,17 -

Kss 2,1 6,3x 10° 1,9
Ka1 6,3x 107" 0,2 6,3x 10"
Ksp 0,15 8,6 x 10 8,2x10°
Ki17 2,99 - -

Kos 5,58 - -

Kz 0,53 1,26 -

Ks1 54x10° | 63x10" 1,2x 107
Y 4,91 2,43 1,9

2. tablazat: Paratlan tagszami CNP-maltooligomer szubsztratok édesburgonya BAMY enzim
altal katalizalt teljes hidrolizis reakcidinak HPLC mddszerrel torténd vizsgalatabol szarmazo

kinetikai allandok

Kinetikai allandok
(percx 107) CNPGS8 CNPG6
Kas 0,45 -
Kes 2,13 0,85
Ka 0,59 6,3x10™°
Kas 0,19 -
K> 3x10° 0,48
Ks2 1,6 x10° -
Kesa - 1,2
D 0,64 1,33
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A tablazatok minden esetben a reakciok harmadik szakaszanak, a teljes
hidrolizisek soran kapott adatokbdl szamitott kinetikai allandokat
tartalmazzak. A tablazatok értékelése csak akkor valik lehetové, ha a kezdeti
gyors hidrolizis és transzglikozilezési szakaszt is megfeleléen tudjuk leirni.
fgy ezek az értékek csak megkozelitéek és pontos kovetkeztetések nem
vonhatéak le bel6lik, igy az egyes reakcidlépések sebességei sem

meghatarozhatoak.

4.2.2. Az édesburgonva B-amilaz katalitikus hatékonvsaga

A katalitikus hatékonysadg szadmitasdhoz a reakciok kezdeti sebességét
hataroztuk meg kis kiinduldsi szubsztrat koncentracié mellett, 10% konverzid
értekig, HPLC modszerrel. A kezdeti sebességekbdl a katalitikus
hatékonysag értékei a kovetkez6 (13) alap egyenlettel szamithatok, ha [S] <<

v, ~ (Vﬂ][s] (13)

A képletben v megadja az enzim atviteli szamat, ha az enzimkoncentracio
ismert. A Keat /Ky kifejezés az enzim katalitikus hatékonysaganak mérésére
szolgal. A katalitikus hatékonysag értékek logaritmusat abrazoltuk a
szubsztrat lanchossz fiiggvényében (16. abra). A hatékonysag novekszik a
szubsztrat lanchosszanak novekedésével, amely jelzi, hogy a hosszabb

szubsztratok bekotddése kedvezobb.
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16. abra: Edesburgonya BAMY enzim éltal katalizalt hidrolizis reakci6 soran CNP
maltooligomer sorozaton meghatarozott katalitikus hatékonysag értékeinek valtozasa a

felhasznalt szubsztratok tagszdmanak fiiggvényében

4.2.3. Pszeudo elsorendii Kinetikai allandok meghatarozasa (Kqps

A teljes hidrolizis reakciok elsd szakaszat hasznaltuk fel a szamitdsokhoz. A
kiilonb6zé mérési idépontokban meghatarozott szubsztrat koncentracid
értékeket logaritmizaltuk addig a pontig, amig a szubsztrat mennyiségének
csokkenése linedris. Ez a reakciok elsd fél, egy ordjanak iddintervalluma.
Majd az igy kapott pontokra egyenest illesztettliink, amelynek meredekség
értékei adtak a kops értéket (17. abra). A kapott gorbe lefutasa hasonld a
katalitikus hatékonysag meghatarozasanal latotthoz. Ez azt mutatja, hogy a
reakciok kezdeti, gyors hidrolitikus szakaszanal megallapitott kezdeti
reakcidsebesség értékek €s az altalunk kidolgozott teljes hidrolizis reakciok

kovetése soran kapott eredmények azonos tendenciat mutatnak.
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obs (perc |

K

Szubsztrat tagszama

17. abra: Edesburgonya PAMY enzim éltal katalizélta, HPLC médszerrel nyomon kovetett
teljes hidrolizis reakciok kezdeti szakaszabol meghatarozott elsérendt kinetikai allandok

abrazolasa a szubsztrat tagszamanak fiiggvényében

4.2.4. Az édesburgonva B-amilaz enzim exo karakterének ellenorzése

A kezdeti sebesség mérések soran kapott termékelegyek méar néhany szazalék
bomldsa utan is tartalmaztdk a tobb maltéz egység lehasitdsdval a
szubsztratbol keletkez6 rovidebb termékeket. Ugyanakkor a termékelegyben
nem jelenik meg mas nem redukald végi termék (szabad maltooligomer) csak

a malt6z, amint ez a MALDI spektrumon jol lathato (18. abra).

[G4+Na]: 689,3 Da
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18. 4bra: Edesburgonya PAMY enzim altal katalizalt CNPG?7 hidrolizis reakcio MALDI-
TOF MS spektruma 1 nap reakcioidd utan. A szamitott m/z értékek: CNPG7= 1330,348;
CNPGb5=1006,242; CNPG3= 682,132; G2= 365,106, G4= 689,3, amely nem jelenik meg a

spektrumon.
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A CNPG7 szubsztrat hidrolizisében keletkezd trimer jelentds mennyisége
ellenére maltotetradznak (G4) megfelelé m/z értékii cstics nincs jelen a
spektrumban. Ez tobbszords hasitasra utal, amikor is a redukald végi termék
az enzim feliiletérdl nem disszocidl le, hanem tovabb csuszik és ujabb kotés
hasitasa kovetkezik be. Igy a sebesség meghatarozasaban nemcsak a kotédés,
hanem ezen processziv 1épések szdma is szerepet jatszhat, kisebb lesz a
sebesség, mert a szubsztrat sokaig elfoglalja az enzimet. Emiatt az

alhelytérkép szdmitasok nem lehetségesek.

4.2.5. Az édesburgonva B-amilaz enzim processzivitasa

Tobbszords hasitasi modot irtak le az édesburgonya PAMY esetében [19]. A
tovabbcestszas valdszinliségének meghatarozasara mar torténtek kisérletek.
Kiilonboz6 lanchosszasagh radioaktivan jelzett szubsztratokon VRK mérések
eredményeit hasznalva 0,6-nek adodott ez a szam, a lanchossztdl fiiggetleniil
[71]. Ezek a mérések azonban nem tudtak kiilonbséget tenni a redukald és
nem redukalo végi maltdz kozott, igy paros tagszdmu szubsztratok hidrolizise
nem volt modellezheté (19. abra) A 19. A &bran lathatd, hogy a kiindulasi
oktamer szubsztratbol csak G6 és G4 termék keletkezését igazoltdk. Az
altalunk szintetizalt kromoforos szubsztrat vizsgalata sordn azonban
kiilonbséget tudtunk tenni a redukald és nem redukald végi termékek kozott
igy a reakciokoordinatdk szamitdsakor a keletkezett CNPG2 mennyiségét is
meg tudtuk adni és szamolni tudtunk vele. Az enzim miikdédési
mechanizmusarol pontosabb képet tudtunk adni. A 19. B aran lathat6, hogy a

keletkezett termékek mennyisége egymassal parhuzamosan novekszik.
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19. 4bra: A: Edesburgonya BAMY altal katalizalt Gg szubsztrat hidrolizisének VRK
mérésekbdl szarmazo értékei és Monte-Carlo szimulacioval a kapott pontokra illesztett

gorbék [71] és B: édesburgonya BAMY altal katalizalt HPLC moédszerrel nyomon kovetett

s

A processzivitas jelenségét nukleinsav motor enzimek miikodése soran is
leirtak ¢és matematikai formulat javasoltak a processziv 1épés kulcs
paraméterének meghatarozasara (14), amit szamitasainkhoz is alkalmaztunk

[105,106].

P N
n:ﬁ(l—P ) (14)

Ahol P, az a szamérték, amely megmutatja, hogy a hidrolizis soran a masodik
hasitas mekkora valoszinliséggel kovetkezik be az enzim-termék komplex
disszociacidja nélkiil. A termék disszociacidjanak valoszintisége 1-P.
Szamitasdhoz a HPLC-vel meghatarozott termékaranyokat hasznaltuk. Ennek
a valoszintiség értéknek a felhasznaldsaval n szdmithato, amely a processziv
1épések atlagos szamat adja meg egy enzim-szubsztrat komplex esetén (3.

tablazat).
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3. tablazat: A szubsztrat (CNP maltooligomer) masodik hasitasanak valosziniisége

édesburgonya BAMY enzim feliiletén (P) az els6 hasitas utan és annak atlagos szama (n)

Szubsztrat tagszama | P | N n
5 0 1 0
6 0,26 | 2 | 0,33
7 0502 07
8 0,80 3|19
11 093] 4 |334

N: a lehetséges reakcidlépések szama

A szubsztrat lanchossz novekedésével novekszik a 1épések atlagos szama. Ez
a kapcsolat a vizsgalt tartomanyban linearis, amelyet abrazolva az x-tengely
metszete mutatja, hogy 5 taga az a legkisebb szubsztrat, ahol még nincs jelen
processzivitas (20. abra).

11-es tagszamu szubsztrat esetén ez az érték 3,34-nek adodott, amely
megegyezik az irodalomban leirt 44-es atlagos tagszamt amil6zon mért 3,3-
mal [36]. Ez arra utal, hogy 11 tagnal hosszabb lanc esetén a processziv

1épések szama allandosul.

3,5
3 m
2,5 A
2 4 A
1,5 1
1 m
0,5
0 A T T T
4 6 8 10 12
Szubsztrat lanchossz

Processziv Iépések atlagos
szama

20. abra: Edesburgonya BAMY enzim processziv lépéseinek szama CNP maltooligomer

sorozaton a szubsztratok lanchosszanak fliggvényében
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4.2.6. Transzglikozilezés édesburgonyva BAMY altal katalizalt hidrolizis
reakciok soran

Megfigyeléseink alapjan megéllapitottuk, hogy spontan maltéz transzfer
kovetkezik be a hidrolizis reakcid korai szakaszaban minden szubsztrat
esetében, ahol a processziv hasitds lehetséges. A transzglikozilezéssel
keletkezett termékek mennyisége jelentés. Osszehasonlitottuk az dsszetevok
koncentraciojat a 65-dik és 155-dik percben. A CNPG11 koncentracidja 0,24
mM és 0,54 mM. Ugyanebben a reakcioban a CNPG9 (0,16 és 0,37 mM) és a

crer

novekedést mutatja. A CNPG9 és CNPG7 a hidrolizis termékei, de a
CNPGI11 koncentracidjanak novekedése csak transzglikozilezés utjan
kovetkezhet be. Hasonld tendencia figyelheté meg CNPG8, CNPG7 és
CNPG®6 kiindulasi szubsztrat esetében (13,12,11 4bra), habar az arany kisebb.
ismertek és részletesen tanulmanyozottak [107,108]. Ezt az aktivitast viszont
eddig nem irtak le inverzios glikozidazoknal hidrolizis reakciok soran. Ez az
els6 alkalom, hogy maltooligomer hidrolizise sordn transzglikozilezés
reakciot tudtunk megfigyelni egy inverzidos glikoziddz esetében. Ez
megerdsiti azt a glikozil transzferrel kapcsolatos elgondolast, hogy a
hidrolizis és a transzfer megegyezd folyamatok €s az atmeneti allapotu
szerkezet kozel azonos a retencidés ¢és inverziés enzimeknél [109]. A
processziv reakcid feltételezi a redukald végi termék hosszabb kotddését az
aktiv centrumba ¢s a felhalmoz6do B-maltdz jelenléte miatt a mikroszkopikus

reverzibilitas hosszabb transzfer termék formajaban jelenik meg.
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4.3. DiszperzinB enzim vizsgalatanak eredményei

4.3.1. Elozetes vizsgalatok tiofenil glikozidokon DiszperzinB és mutans
enzimeivel

Aglikonként kromofor csoportot tartalmazd oligomer szubsztratokat
szintetizaltak (Fekete A. MTA-DE Szénhidratkémiai Kutatocsoport),
amelyek soran B(1,6)-N-acetilglikozamin-tiofenil glikozid oligomereket (Ph-
S-GIcNACc,) allitottak elé. Polimerizacios fokuk 2-t61 5-ig terjedt, amelyek
segitségével a DspB hidrolitikus tulajdonsagai vizsgalhatova valtak [110].

Vizsgaltuk a szubsztrat lanchosszdnak hatdsat a hidrolizis sebességére.
Megallapitottuk, hogy a dimernél (S;) hosszabb szubsztratok esetében a

hidrolizis sebessége novekszik a lanchosszal (21. abra).

Area %
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21. abra: DspB altal katalizalt kiilonb6z6 lanchosszisagt tiofenil glikozidokon vizsgalt
hidrolizis reakciok id6beli kovetése HPLC moédszerrel ([S]= 0,4 mM; [E]=2 uM; pH 5.9; T=
25 °C; o- dimer, m- trimer, A-tetramer, o- pentamer glikozid) [110]

Erdekesség, hogy a tetramer (S;) és pentamer (Ss) esetében a sebességek
kozel azonosak. A reakcidsebesség tehat novekszik a tetramerig, de az 6todik
GlcNAc egység bekdtddésével nem tapasztaltunk sebesség novekedést. Ezen
eredmények alapjan feltételeztikk, hogy legalabb négy GIcNAc egység

szlikséges az alhelyek betdltéséhez.
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Azért, hogy az aromas aminosavak szerepét feltarjuk (22. abra) a Tyr187Ala,
Tyr278Ala és Trp237Ala mutdnsok hidrolitikus aktivitasat szintén vizsgaltuk

tiofenil glikozid szubsztratokon és 6sszehasonlitottuk a vad tipusu enzimével.

Asp290
Phe287

Tyr275

22. 4dbra: A DspB enzim aktiv centrumaban talalhaté aromés aminosavak elhelyezkedése a

hasitohely kornyezetében (Dr. Motyan Janos Andras, nem kozolt abra)

Ss szubsztraton Gsszevetve a hidrolizis sebességeket megallapitottuk, hogy a

vad tipust enzim sokkal aktivabb a pentameren, mint a mutansok (23. &bra).

4. tablazat: DspB és mutans enzimei altal katalizalt kiilonb6z6 lanchosszisagl szubsztratok

(S2-Ss) hidrolizis reakcidiknak konverzio értéke 6 6ra inkubacios id6 utan

Enzim
Szubsztrat
Vad tipusu Tyrl87Ala Tyr278Ala
Dimer 43 2,8 0
Trimer 23,2 24,4 2,6
Tetramer 39,8 15,4 4,36
Pentamer 49,8 18,0 7,7

A Trp237Ala mutans teljesen inaktiv volt. Eredményeink megegyeznek

Manuel és munkatarsai kovetkeztetésével [100], miszerint DspB enzim
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esetében a Trp237 fontos szerepet tolt be a szubsztrat kotésében a hidrofob

zsebben.

Conversion%

0 200 400 600
Time (min)

23. 4bra: DspB és mutans enzimei altal katalizalt pentamer szubsztrat hidrolizisének
konverzio értékei. A-DspB vad tipus, +- Tyr187Ala, o-Tyr278Ala; az illesztett egyenesek
meredekség értékei: DspB m=0,17, b=13,76, r=0,997; Tyr187Ala m=0,073 b=10,5 r=0,999;
Tyr278Ala m=0,013 b=10,3, r=0,973. [110]

Az Tyr187Ala mutaci6 csokkenti a hidrolitikus aktivitast és megvaltoztatja a
szubsztratspecifitast (4. tablazat). Eredményeink megerdsitették tobb tandem
alhely jelenlétét, mivel a Tyr187 mutacioja (tavolabb van az aktiv helyt6l)
jobban befolyésolta tetramer €s pentamer hidrolizisiét, mint a trimerét €s

dimerét.

4.3.2. Enzimkoncentracio figgés vizsgalata

Trimer (S3) szubsztrat segitségével kiilonboz6 enzimkoncentraciok mellett
kovettiikk nyomon a reakciokat az 5.4. fejezetben leirt koriilmények kozott és
az 5.3.1. fejezetben szerepld kromatografias rendszerben. A kiindulasi
szubsztrat koncentracié 3,27 mM volt, az enzimkoncentraciok 2 és 10,5 uM
kozott valtoztak a 3 kiilonalld6 mérés soran. Az elsérendii kinetikai

konstansokat a szubsztrat fogyasokbol adtuk meg.

57



Fazekas Erika egyetemi doktori (Ph.D) értekezés

0,008
0,005

0.004 /
0,003

0.002 /

0.001 /

Kove (min')

-0.001

[E] (uM)

24. 4bra: DspB enzim altal katalizalt HPLC modszerrel nyomon kovetett Sz-on megallapitott

elsérendi kinetikai konstansok abrazolasa a reakcioelegyben talalhaté DspB

s

A 24. abran lathatd, hogy az enzimkoncentracio ndvekedésével a kinetikai

allandok is valtoznak. Ez az 0sszefliggés linedrisnak adodik.

4.3.3. Olisomer szubsztratok teljes hidrolizisének nyomon kovetése

Az Sj-es szubsztrat teljes hidrolizisét kovettiik nyomon forditott fazist HPLC
modszerrel. A kiindulasi  szubsztrat koncentraci6 3,6 mM, az
enzimkoncentracié 8,3 pM volt. A mérések soran a dimer szubsztratbol
egyértelmilen csak monomer keletkezett, egy glikozidos kotés
felhasadasaval. A kinetikai gorbék kiértékelése (25. abra) utan a kp;1= 0,95
perc’x10%nak  adodott. A dimer  hidrolizisére a  kovetkezd

reakciomechanizmus irhato fel:
ky
S, —=>5,

Az Sz-as szubsztrat teljes hidrolizisét kovettiik nyomon forditott fazist HPLC
modszerrel. A kiindulasi  szubsztrat koncentracid 3,6 mM, az
enzimkoncentraciéo 8,3 uM volt. A trimer hidrolizise tipikus konszekutiv

reakcidmintdzatot mutat (25. dbra). A dimer termék mennyisége ndvekszik
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meg eldszor, majd megjelenik a monomer termék és ndvekszik mialatt a
dimer mennyisége csokkenni kezd. A kapott kinetikai 4allandok a
kovetkezoknek adodtak: ks,=1,76; kz1=0,68; ky1=0,28 perc'x10”. A reakcid
leirdsara javasolt mechanizmus a kovetkez6, amely soran a ks

elhanyagolhato:

A Ss-es szubsztrat teljes hidrolizise soran a kiindulési szubsztrat koncentracio
3,6 mM, az enzimkoncentracio 8,3 uM volt. A termékeloszlas a tetramer

esetében eltérd hatdismodot mutat (25. abra).

184 (perc x 107) 146 (perc x 10

idopontjainak fiiggvényében Scientist programmal. Az értékek az S,-Ss (3,6 mM) szubsztrat
sorozat DspB (8,3 uM) altal katalizalt teljes hidrolizis reakcidoinak HPLC modszerrel torténd
nyomon kovetésébdl szarmaznak. A gorbék a valsztott modell alapjan Scientist programmal

illesztettek. (Ss, Sa, Sz, 5oy )
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A reakcid korai szakaszdban a trimer és a dimer termékek mennyisége
azonos. Ez alatamasztja azt, hogy nem csak egymast kovet6 1épésekbdl allo
reakciorol van szo, hanem vagy a tobbféle produktiv kotémod kovetkeztében
a javasolt reakciéséma parallel vagy a konszekutiv reakciolépések mellett
megjelenik egy tigynevezett ,,multiple attack™ 1épés. Ennek soran a kiindulasi
tetramer szubsztrat az els0 GIcNAc egység felszabadulasa utan nem
hidrolizal le az enzim feliiletérél, hanem azon tovabbcsuszva egy ujabb
monomer egység lehasadasa kovetkezik be. Igy a tetramerbdl kozvetleniil
dimer is képzddik. Ennek eldontésére végeztink MALDI-TOF MS
méréseket.

A Kinetikai allandok parhuzamos reakciokat feltételezve a kovetkezdknek
adodtak: ks3=1,85; kso=1,46; k32=2,06; k»=1,46 perc’ x10°. A javasolt
reakcidéséma a kovetkezo:

ks k2

S; 5

kas
S, —S3

ka2

A tetramerhez hasonléan a pentamer szubsztrdt esetében is eltérést
tapasztalunk az egymast kovetd reakcio képtél. A tetramer, a trimer és a
dimer mennyisége a teljes hidrolizis reakcid els@ szakaszdban azonos
sebességgel nd (25. 4bra). Ez is magyardzhato a parallel vagy processziv
hasitassal. A monomer mennyisége a vartnak megfeleléen valtozik, majd
végsé termékként felszaporodik. A Scientist® program altal meghatarozott
kinetikai allandok a kovetkezok lettek: ksa=3,8; ks53=2,36; K52=0,69; k43=2,11;
kao=2,58:; k3»=2,2; k31=1,25; k»1=0,76 perc'1 x107.

A reakciomechanizmus egy konszekutiv reakciosort mutat paralel 1épésekkel,
amelyekben jeldltik a nem redukald végi termékeket is (P: GlcNAc, Py:
GIcNAC;, P3: GICNAC3).
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P, X2, PP

A paralel reakciolépések termékei szintén szubsztratjai a DspB-nek, a
tetramer ¢€s trimer mennyiségének csokkenése igazolja ezt, valamint a dimer

mennyiségének ndvekedése a konszekutiv reakcidlépésnek kdszonhetden.
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4.4. DiszperzinB enzim vizsgalati eredményeinek értékelése

4.4.1. Retencios hidrolizis mod igazolasa

'H-NMR modszert alkalmaztunk a retenciés hasitisi méd igazolaséra.
Sorozatméréseket ~ végeztiink,  szubsztratként  para-nitrofenil-p-D-N-
acetilgliikdzamint hasznalva. Retencids hasitdsi mdd sordn az anomer
kozpont konfigurdcidja megmarad, DspB esetében a keletkezett termék
glikozidos csoportja B térallast vesz fel. A mérések soran megjelend f-
anomer proton az enzim retenciés mechanizmusara utal. A jelek iddbeli
valtozasat kovetve megallapithatd (26. abra), hogy még az aromads jelek
csokkenésével a hozzajuk rendelhetd uj jelek parhuzamosan noévekednek,
addig az eredeti f-anomer proton jelének csokkenését késébb koveti az a-

anomer proton jelének novekedése.

PNP aromas !H B anomer 'H

38 . \
|

a anomer 'H
\

\
'

26. abra: Para-nitrofenil-B-D-N-acetilgliikozamin DspB-vel torténd reakciojanak "H-NMR

spektruma; az aromas és anomer protonok jeleinek eltolodasa a reakcid eldrehaladtaval

Ez azt mutatja, hogy a reakcio soran B anomer keletkezik (jele a viz jel miatt
nem értékelhetd) és mutarotacioval a-konfiguraciojuva valik, amig az
egyensuly be nem all. A mérések soran a kapott jelek intenzitdsanak
kiértékelése is megtortént. A jelek intenzitdsdnak valtozdsa is igazolja azt,

hogy a DspB retencios mechanizmussal hidrolizalja szubsztratjat (27. dbra).
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Jelintenzitas x 10°

27. abra: A kiilonb6z6 proton csticsokhoz tartozd jelintenzitasok valtozasa az *H-NMR
mérés soran (O-aromas protonok jele a glikozidban, 0-aromas protonok jele a szabad PNP-
ben, o-B-anomer protonok jele a glikozidban, : -szabad monoszacharid a-anomer protonok

jele)

4.4.2. Oxazolin kozti termék kimutatasa és szintézise

A p-hexdzaminidazokkal  vald  homologia alapjan az  enzim
hatasmechanizmusanal egy oxazolin koztitermék keletkezését
valoszinlsitették. Az oxazolin kialakuldsa soran vizkilépés mellett, a
cukormolekula szénatomja ¢és a GIcNAc N-acetil csoportja kozott
gylrtizarodas kovetkezik be. Feltételezik, hogy ez a kozti termék a PNAG
hidrolizis soran keletkezik, segiti azt, majd viz belépése soran hidrolizal és
visszaalakul a kiindulasi GIcNAc egységgeé.

A reakciot *H-NMR sorozatmérés segitségevel kovettiik nyomon, 10 mM
PNP-B-D-GIcNAc szubsztratot és 10 ul DspB (3,63 mg/ml) enzimet
alkalmazva. Az oxazolinnak 6 ppm kornyékén kellene latszodnia az 'H-NMR
spektrumon [111]. A mérések soran azonban ezt egyszer sem tapasztaltuk
(28. abra).

Ennek oka lehet, hogy a reakcid vizes kozegben jatszodik le, ahol az oxazolin
vizfelvétellel visszaalakul a kiinduldsi GlcNAc-4. A termék instabilitasa

miatt feltehetéen kialakul egy olyan dinamikus egyenstuly a képzddés
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visszaalakulas kozott, mely soran a keletkezd oxazolin koncentracidja nem

éri el az "H-NMR mérés soran a kimutathatosagi alsé hatarat (10-100 pM).

28. abra: Oxazolin kozti termék kimutatasanak kisérlete "H-NMR segitségével 10 mM PNP-
B-D-GlcNac és 10 ul DspB (3,63 mg/ml) enzim felhasznalasval

Probalkozasaink oxazolin szintetikus tonon torténd eldallitasara Yuan He és
munkatarsai modszere alapjan [112] ¢és szintézis reakciokban valo

felhasznalasara nem vezetettek eredményre.

4.4.3. Pszeudo elsorendii kinetikai értékelése a DspB altal katalizalt teljes
hidrolizis reakcioknak

A hidrolizis reakciok idobeli fiiggésének kiértekelésehez jobb modszerek is
léteznek, mint a kezdeti reakcidsebességek meghatidrozasa. Az
adatfeldolgozés ilyen moédja lehetdvé teszi, hogy az enzim miikodésérdl is
informaciot szerezziink. Az enzimreakciok 1d6 fliggésének kiértékelését és
alapelveit Duggleby irta le el6szor [34]. Ez a megkozelités azonban nem
kezeli a konszekutiv reakcidkat. J6 néhany enzimre jellemzd, hogy olyan
reakciokat katalizalnak, amelyekben tobb, azonos hidrolitikus 1€pés
kovetkezik egymas utan. Ilyenek példaul a lipazok, foszfatazok,

glikozidazok. Ugyanazon enzimek sorozat reakcidinak kiértékelésére
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Mitchell és munkatarsai fejlesztettek ki modszert [113], de az a modell nem
foglalta magaba a parallel reakciot els6 1épésként. A mi modelliink a reakciot
az id6ben folyamatosan nyomon koveti, bar az enzim-szubsztrat komplex
kialakulasat nem kezeli kiilon 1épésként. A Scientist® software lehetéséget ad
arra, hogy a mért pontokra  gorbéket illessziink  modell
egyenletek/Osszefliggések alapjan. A pszeudo els6 rendii kinetikai konstansok
Kobs szamitasra keriiltek (5. tablazat). A konstansok értékeinek névekedése is
azt mutatja, hogy hosszabb szubsztratok sziikségesek a teljes alhely térkép

megalkotasahoz.

5. tablazat: DspB enzim altal katalizalt HPLC modszerrel kovetett teljes hidrolizis reakciok

kiértékelésébol szarmazod els6rendl kinetikai allanddik

Pentamer | Tetramer | Trimer | Dimer
Kops (perc™) | 6,7 3,2 2,2 1,0

4.4.4. Tobb produktiv kotomod jelenlétének Kkimutatasa oligomer
szubsztratokon

A nem redukal6 végi termékek Osszetételét a reakcidelegyben MALDI-TOF
modszerrel hatdroztuk meg. A reakcidelegyben megjelend kromoforos és
szabad oligomerek szamitott és mért m/z értékei a 6. tablazatban talalhatoak.

A 29. abran lathatd6 a pentamer hidrolizis reakcidelegyének spektruma
kiilonb6z6 idépontokban. 10 perc elteltével (29. abra A) két redukald végi
termek, a tetramer (S4) €s a trimer (S3) jelenik meg, ezzel parhuzamosan az
annak megfelel6 monomer (P1) és dimer (P2) nem redukaloé végi termékek is

lathatova valnak.
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6. Tablazat: DspB enzim altal katalizalt pentamer szubsztrat hidrolizise soran keletkezett
reakcioelegy alkotoinak natriummal ionizalt MALDI-TOF MS spektrumbol mért és

szamitott m/z értékei

DP Ph-B-S-GIcNAc, sorozat GIcNACc, sorozat
X érték szamitott mért szamitott mért
1 336,090 336,1 244,080 2443
2 539,157 539,1 447,159 4471
3 742,246 742,2 650,238 650,2
4 945,526 945,2 853,318 -

A 2043 Da m/z értékkel rendelkezé [M-H,O+H]" cstics is megjelenik. Ez az
m/z érték jelezheti az oxazolin jelenlétét, a szubsztrat segitette hidrolizis
mechanizmus kozti termékét DspB esetében, amelyet korabban mar
javasoltak [100]. Azonban lehet mitermék is, mivel jelét megfigyeltiik
GlcNAc spektrum felvétele sordn is. 20 perc elteltével (29. abra B) minden
redukald végi és nem redukald végi termékpar (S4+P, S3+P2, S,+P3) jelen van
a tomegspektrumon. Egy oraval az enzimreakcid elinditasa utan (29. abra C)
a konszekutiv reakcié utols6 végtermékeként megjelenik a monomer
glikozid. Egy nap elteltével (29. abra D) az egymast kovet6 reakcid 1épések
termékei az S, S; és P, P, valnak fo termékekké.

A tovabbi kisérletek soran a kromoforral jelolt redukald végi termékek

vizsgalatat végeztem el.
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29. abra: DspB altal katalizalt pentamer szubsztrat hidrolizis reakcidjanak kiilonb6z6

JLL. Al Llh h\m

idépontokban rogzitett MALDI-TOF spektruma, S,- redukalé végi termékek, Py- nem
redukalo végi termékek (A: 10 perc, B: 20 perc, C: 60 perc, D: 1 nap)

4.4.5. Katalitikus hatékonysag vizsgalata olisomer sorozaton

A katalitikus hatékonysag meghatarozasa soran 3 fliggetlen méréssort

hasznaltunk.

A reakcidk kezdeti sebességét kis szubsztrat koncentraciok mellett (0,2 mM)
kovettik nyomon szakaszos mérési moddszerrel. A koncentracio-ido
adatparokra illesztett egyenesek meredeksége adja a kezdeti sebességeket,
amelyekbdl a katalitikus hatékonysag kea/ Ky értékeit szamitottuk a (13)-as
egyenlet alapjan. A szubsztrat koncentracio-idé adatparok a teljes hidrolizis
reakciok kivonatai. Az adat pontokra a Scientist® programmal illesztettem
kinetikai gorbéket a Michaelis-Menten egyenlet alapjan. A kea/ Ky €rtékek a
szdmitott vmax €s Ky értékekbdl valamit a teljes enzim koncentraciobodl [E]g

adddnak.
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Végiil, kezdeti reakciosebességet hataroztam meg a  szubsztrat
koncentraciojanak valtozasabol. A kezdeti reakciosebesség linedrisan
novekszik alacsony szubsztrat koncentracidé mellett, amikor a termék
keletkezése fiigg a szubsztrat €s az enzim koncentraciojatol. A gorbe linearis
szakaszanak meredeksége megegyezik a ko/Ky sebességi allandoval,
amelyb6l a katalitikus hatékonysag szamolhaté. A kapott hatékonysag
értékek atlaga €s szummaja a 30. abran lathato.

A katalitikus hatékonysag novekszik a szubsztrat lanchosszanak a
novekedésével (2,11; 6,07; 7,11; 8,6 M'ls'l), jelezve a hosszabb szubsztratok
preferaltabb kotését és nagyobb reakcid készségét. A szamitott pszeudo

elsorendi kinetikai konstansok hasonlo értékeket és tendenciat mutatnak.

8

12 7 4 6,7

10 - 8,60 6
a s 711 :'\5 -
o 3 6,07 P
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30.4abra: DspB enzimaltal katalizalt HPLC moédszerrel kdvetett teljes hidrolizis reakcidk
tiofenil glikozidokon (S,-Ss) megallapitott katalitikus hatékonysag atlag értékei és az
elsoérendti kinetikai allandok abrazolasa a felhasznalt szubsztratok lanchosszanak

figgvényében

4.4.6. Javaslat az aktiv hely alhely szerkezetére

Szisztematikus bontasi kép és kinetikai vizsgalatokat végeztem oligomer
szubsztrat sorozaton, hogy megadjam a DspB enzim aktiv helyének
szerkezetét ¢és hasitasi modjat. Szigorian nem redukald végi specifitast és
tobb produktiv kotdmod jelenlétét igazoltam MALDI-TOF MS és HPLC

mérések alapjan. A folyamat (teljes hidrolizis) gorbek analizise azt is mutatja,
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hogy a tobb produktiv kétdmdd eredményeként a hosszabb szubsztratok
esetében (tetramer és pentamer) parallel reakcid megy végbe. Monoton
novekedést figyeltem meg a Ko/ Ky €s a pszeudo elsérendi kinetikai allandok

esetében a kinetikai értékelések soran (7. tablazat).

7. tablazat: DspB enzim altal katalizalt tiofenil glikozidokon HPLC modszerrel kovetett

teljes hidrolizis reakciok soran szamitott pszeudo elsérendii kinetikai allandok

Paraméter Kinetikai konstans (perc'x107)
pentamer | tetramer trimer dimer

Ks4 3,82 - - -
Ks3 2,36 - - -
Ks2 0,66 - - -
Ks1 0 - - -
Kys 2,11 1,85 - -
Kz 2,66 1,46 - -
K1 0 0 - -
K32 2,2 2,06 1,76 -
ka1 0,76 0 0,28 -
K21 1,26 1,46 0,68 0,95
x? 6,84 3,33 2,04 0,95

k’ (PFO) 6,7 3,2 2,2 1,0

Keat/IKm® | 8,60+1,27 | 7,11+1,03 | 6,07+1,27 | 2,11+1,25

% az adott szubsztrat dsszesitett kinetikai allandoja
b st
- az adat nem szamitott

0 szamolt adat de nagyon alacsony érték

Az ) monomer egység bekotddése az aktiv centrumba javitja a szubsztrat

bekotddeését a katalitikus helyhez. Ezek az adatok tisztdn mutatjak, hogy 5
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GlcNAc egység a szubsztratban nem elég ahhoz, hogy az enzim Osszes
alhelyét lefedje. Ahhoz, hogy a teljes alhely térkép sikeresen meghatdrozhatod

legyen hosszabb szubsztratokra lenne sziikség.

4.4.7. DiszperzinB enzim szigoru nem redukalo végi specifitasanak
igazolasa

A 31. abran azonos méréssorbdl szdrmazo adatok kétféle kiértékelése lathato.
Bontasi kép vizsgalatok soran a HPLC kromatogramokon lathatd csucsok
teriileteinek egymashoz viszonyitott aranyat adjuk meg. Az els6 esetben a
teljes hidrolizis vizsgalatok soran az egy Oras mintavételkor rogzitett
kromatogram bontasi kép kiértékelésébdl szdrmazo ardnyok, a masodik
sorban a kiilonb6zd szubsztratok teljes hidrolizise soran a Scientist® program
altal a mért pontokra illesztett gorbékbdl szamitott kinetikai allandok aranya
lathat6. Hexamer szubsztrat esetében csak bontdsi kép adatok alltak
rendelkezésiinkre, kinetikai mérések ezen a szubsztratok nem torténtek.

A két eltérd kiértékelési modszer altal szamitott ardnyok jO egyezést
mutatnak. Ez is alatamasztja az altalunk javasolt modell helyességét.
Korabban azt feltételezték, hogy a kiilonb6z6 produktiv kotd modok esetében
a hasitasi egylitthatok egyenldek, valamint a kotéshasitas relaitv aranya fiigg

crer

mutat, de tobb produktiv kotémod is lehetséges.
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31. dbra: DspB enzim tiofenil glikozidokon meghatarozott bontasi képeinek vizsgalata; felsé
értékek: teljes hidrolizis reakciok kezdeti szakaszabol szarmazo kromatogramon lathato
termékek egymashoz viszonyitott aranya, also értékek: Scientist® program altal megadott
kinetikai allandok egymashoz vizsonyitott ardnya ugyanabban a reakcidelegyben (O-
GlcNAc egység, - B(1-6) glikozidos kotés, o- tiofenil aglikon, A- 4-nitrofenil aglikon, 0- 4-
metoxifenil aglikon)

4.4.8. Javaslat az DiszperzinB enzim CAZy rendszerbe torténo
besorolasara

A DspB EC 3.2.1.52 [90] és/ vagy GH 20 csaladba és EC 3.2.1.- (CAZy)-ba
torténd besoroldsa mar korabban megtortént, a specifitds, a szekvencia
homologiaja és mechanizmus azonossag alapjan. Az EC 3.2.1.52 csoportba
tartoz0 enzimek az altaluk katalizalt reakciok alapjan “terminédlis nem
redukal6 vég feldli N-acetil-D-hexdzamin egységet hidrolizalo N-acetil-B-D-
hex6zaminidazok, amelyek N-acetilglikozidokon és N-acetilgalaktozidokon
hatnak”. A DspB csak PNP-B-GIcNAc-on hat, PNP-3-GalNac-on nem [90].
Valésziniileg ez az oka annak, hogy a CAZy adatbazis az EC 3.2.1.-
tipoldgiat hasznalja. Az EC 3.2.1.30 B-D-acetilgliikdzaminiddz kategoria
torolve lett és beleillesztették az EC 3.2.1.52 B-D-N-acetilhex6zaminidazok
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koz¢. Mindamellett mas adatbazisok, mint BRENDA (BRENDA: Enzimek
Széleskorti Informacios Rendszere (http://www.brenda-enzymes.info/) és a
PDB még mindig az EC 3.2.1.52 osztalyba soroljak az enzimet. Ezért
javasoljuk az EC 3.2.1.- altalanos hasznalatat, mivel a DspB nem hidrolizal
N-acetilgalaktozidokat [90], tobb produktiv kdtémodot képes kialakitani és

nem valddi exo enzim.
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5. Felhasznadlt anyagok és modszerek

5.1. Felhasznalt enzimek

5.1.1. Az édesburgonyabol szarmazo B-amilaz

A vizsgalat soran hasznalt nativ BAMY édes burgonyabdl szarmazott (EC
3.2.1.2). Az enzimet a Serva gyartotta, aktivitas értéke ~ 500 U/mg. Az
enzim higitasahoz kiilon higit6 puffert alkalmaztunk (2,45 M (NH4)2SO4, pH
3,7), igy aktivitdsa akar 3-5 hétig is azonos szinten tarthatd volt. A kis
hidrolizis vizsgalatainal 6,68 x 10° és 3,25 x 10° M (reakcidelegy
térfogatatol  fliggben) enzimkoncentraciokat —alkalmaztunk. Alegység

molekulatomegét és tisztasdgat SDS PAGE segitségével igazoltuk (1. kép).

1. kép: A vizsgalatokhoz hasznalt édesburgonya BAMY SDS PAGE képe, amelyen 55

kDa tomegegységnél lathato széles sav a BAMY enzimet jelzi
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5.1.2. DiszperzinB

Az enzimet (EC szam: 3.2.1.52 vagy 3.2.1.- CAZy) a KANE Biotech Inc-t6l
(Winnipeg, Canada) vasaroltuk [94]. A  rekombinans fehérje
molekulatomegét 41,78 kDa-nak adtdk meg, amely jo egyezést mutatott az
altalunk felvett MALDI-TOF tdmegspektrummal ([M+H]" m/z= 41,79 kDa).
A fehérje elméleti molekulatomegét a Q840G9 UniProt szekvencia
felhasznalasaval szamitottuk. A spektrumon lathaté, hogy az enzim
preparatum tiszta (32. abra).

A szilard enzim 3,48 mg-jat oldottuk 1000 pl 20 mM TrisHCI-t (pH 7,5) és
500 mM NaCl-t tartalmazo pufferben, amelyet 4 °C-on taroltunk. Ezt a

torzsoldatot hasznaltuk fel a mérésekhez.

2087091
83536.64

\\\\\\\\\\\\\
20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000

32. 4bra: DspB enzim MALDI-TOF MS spektruma: [M+2H]*" m/z=20,87 kDa, [M+H]"
m/z=41,79 kDa and [2M+H]" m/z=83,54 kDa

5.1.3. Nvul vazizom glikogén foszforilaz b

Az enzimet CNP-maltooligomer sorozat szintéziséhez hasznaltuk fel, amelyet

nyul vazizom szovetébol preparaltak a Debreceni Egyetem Orvosi Vegytani
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Intézetében Dr. Docsa Tibor és munkatéarsai. A fehérje aktivitdsa 2E=1000

E/ml, 163 mg/ml fehérjét tartalmazott.

5.2. Felhasznalt szubsztratok

5.2.1. 2-klor-4-nitrofenol (CNP) maltooligomerek

A kromoforral jelolt maltooligomer sorozatot kemoenzimatikus uton
allitottuk eld. A Debreceni Egyetem Biokémia Tanszékén B-ciklodextrinbdl
kromofor csoporttal jelolt maltoheptadzt allitottak el6 (CNPG7) [114]. Ezt
kiinduldsi vegyiiletként haszndltuk fel. A 3-6 tagszdmu szubsztratok
eloallitasahoz a glikogén foszforildz b enzimnek azt a tulajdonsagat
hasznaltuk fel, hogy maltooligomerekbdl a lancvégi gliikoz egységet képes
lehasitani gliikoz-1-foszfat (G-1-P) keletkezése kozben. A reakcidelegy a
kovetkezd volt: 7,6 mM CNPG7-et feloldottunk 5 ml pufferben (4 mM AMP,
2 mM EDTA, 1 M Na;HPOQO,, 17 ul B-merkaptoetanol, pH 6,8), a reakci6 10
ul  glikogén  foszforilaz b  hozzaadasaval indult. Az  elegyet
szobahdmérsékleten inkubaltuk 40 percig. Az inkubaciods 1d6 valtoztatasaval
lehetéség van a termékdsszetétel befolyasolasara [115,116]. A hosszabb
tagszamu szubsztratok eldallitasa hasonloképpen zajlik, azzal a kiilonbséggel,
hogy abban az esetben 115 mM G-1-P jelenlétében a szintézis iranyaba
torténik (puffer: 4 mM AMP, 2 mM EDTA, 25 mM B-glicerofoszfat, 17 ul B-
merkaptoetanol, pH 6,8). Az igy kapott maltooligomer sorozatot (33. abra)
hasznaltuk fel az édesburgonyabdl szdrmazo PAMY feltérképezésére. A
maltooligomereket a kromofor csoport abszorpciés maxumuman, 302 nm-€s

hullamhosszon detektaltuk.
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33. abra: Edesburgonya BAMY vizsgélatokhoz felhasznalt 2-klor-4-nitrofenol (CNP)
maltooligomer sorozat szerkezeti képlete

5.2.2. N-acetilgliik6zamin olisomerek
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34. abra: DspB enzim vizsgalatokhoz felhasznalt tiofenil-N-acetilglitkozamin oligomer

sorozat szintézisének 1épései [110]

A DspB vizsgalatokhoz a megfelel6 kromoforral jelolt szubsztrat sorozatot
(34. abra) Dr. Fekete Aniké a Debreceni Egyetem Szénhidratkémiai
Kutatocsoportjanak tagja allitotta el [110]. A tobblépéses szintézis soran a
kapott maltooligomer sorozat tagszama 2-5. Kromoforként tiofenol (-SPh)
aglikont hasznaltak, amelynek abszorpciés maximuma 254 nm

hullamhosszon talalhatd, amelyen a HPLC-s detektalas is tortént. A
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szubsztratok tisztasagdt MALDI-TOF modszerrel ellendrizték. A reakciok

soran a keletkezett termékeket standardok hasznalataval azonositottuk.

5.3. A vizsgalatokhoz hasznalt modszerek

5.3.1. Nagvhatékonysagu folvadékkromatografia (HPLC)

A folyadékkromatogriafias vizsgalatokhoz kétféle késziiléket alkalmaztunk.
Az egyik egy Hewlett Packard 1090 folyadékkromatograf volt, amely
diddasoros detektorral, automata mindaadagoloval és ChemStation-nal volt
felszerelve. A preparativ késziilék Youngling tipusu, gazmentesitdvel, kézi
mintaadagoloval, valamint UV-Vis és Corona Cad detektorral volt ellatva. A
mérésekhez hasznalt acetonitril gradiens tisztasdgu volt (VWR HiPerSolv
Chromanormg), a 3-szorosan ioncserélt viz ioncserélovel és szénsziriivel
felszerelt tisztitoberendezésbdl szarmazott (Millipore, Bedford, MA, USA).
Az analitikai mérések soran felhasznalt kolonnéak és paramétereik:
e Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um)
MeCN : H,0 =1:9, 1 ml/perc aramlasi sebesség
e Kinetex XB-C18 (100 mm x 4.6 mm, 2,6 pum)
MeCN : H,O = 1:9, 0,8 ml/perc aramlési sebesség
e  YMC Polyamine II (250 mm x 4,6 mm, 5 pum)
MeCN : H,O = 6:4, 1 ml/perc aramlasi sebesség (kontrolként)
Preparativ tisztitasok soran felhasznalt kolonnak:
e SupelcosilTM LC-18 (250 mm x 10 mm, 5 pm)
MeCN : H,O = 2:8, 3 ml/perc aramlasi sebesség
e YMC Polyamine félpreparativ (250 mm x 10mm, 5 pm)
MeCN : H,O = 6:4, 4 ml/perc aramlasi sebesség
A mérések soran az eluens Osszetétele néhany szazalékkal valtoztathato a

jobb elvalasztas érdekében.
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5.3.2. Kalibracios gorbék készitése koncentracio meghatarozasahoz és
enzimkoncentracio fiiggéshez HPLC modszerrel

A BAMY enzim vizsgalatnal sziikség volt egy kalibracios gorbe felvételére,
amely segitette az enzimreakciok sordn a szubsztrat fogyasanak nyomon
kovetését és a keletkezett termékek mennyiségének meghatdrozasat. Az
készitettlink el. Azonos térfogatot injektalva (5 pul) a kolonnara
Osszevethetdek a mért csucs alatti teriiletek. A szubsztrat koncentraciok
fliggvényében abrazoltuk a cstcs alatti teriileteket (35. abra) majd a kapott
pontokra egyenest illesztettlink. A kapott egyenes meredeksége ¢és

tengelymetszete hasznalhat6 a termékkoncentraciok szamitdsahoz.
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s

készilt forditott fazisit HPLC modszerrel

DspB enzim esetében a kiilonbozd tagszamu oligoszacharid szubsztratok (DP
2-5) hidrolizise soran a szubsztrat mennyiségének valtozasat és a keletkezett
termékeket forditott fazisi HPLC modszerrel kovettiik nyomon. Kalibracios

egyenest készitettiink annak érdekében, hogy az enzimkinetikai mérések

crer

crer
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injektaltunk a rendszerbe, majd a kapott cstcs alatti teriileteket dbrazoltuk a
koncentracio fiiggvényében (36. abra). A kapott pontokra illesztett egyenes
meredekség értékével ¢és a tengelymetszet felhasznalasaval pontos

termékkoncentraciokat tudtunk megadni.

2500

HPLC cscsaalatti teriilet

S: (mM)
36. abra: DspB enzim vizsgalatahoz felhasznalt szubsztratok (S-Ss) koncentracidinak
meghatarozasahoz készitett kalibracios egyenes. HPLC kromatogramokon talalhaté csucsok

teriileteinek abrazolasa a bemért Sz szubsztrat koncentracidinak fliiggvényében.

Mindkét enzim esetében az enzimkoncentracid fiiggésének vizsgalatdhoz a
Scientist” program segitségével a szubsztrat fogyasokat (mM) abrazoltuk a
mintavétel idOpontjanak fiiggvényében. Majd a Michaelis-Menten
Osszefiiggés alapjan gorbét illesztettiink a pontokra. A program megadta az
altala szamitott Ky €s vmax értékeket, amelyekbdl képezhetdk hanyadosaik (8.

tablazat).

8. tablazat: Edesburgonya BAMY altal katalizalt HPLC médszerrel nyomon kovetett CNPG7
teljes hidrolizisébdl Scientist” program segitségével meghatarozott vima /Ky értékek és a

meghatarozas reakcioelegyében jelen 1évé enzimkoncentarciok.

[E] Vimad Km értékek

(M) (1/perc)
4x10° 5x10°
8x10° 0,3x 107
2x107 2,5x10°
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5.3.3. MALDI-TOF MS

A spektrumok pozitiv ion modban Bruker Biflex MALD-TOF
tomegspektrométeren  késziiltek, amelyhez repiilési 1d6é analizator
kapcsolodik. A mintdk ionizacidjahoz 337 nm hullamhosszon sugarzo
nitrogén lézert alkalmaztunk. A spektrumok 150 lézer 16vés Osszegzett
eredményébdl késziiltek 19 kV gyorsitd fesziiltség mellett pozitiv ion
modban. A fehérje vizsgalatok soran a kalibracidhoz marha szérum albumint
(BSA) hasznaltunk, amelynek [M+H]" és [M+2H]** cstcsaihoz tartozo
molekulatomegek 66,43 ¢és 33,2 kDa. A spektrumokat 3,5-dimetoxi-4-
hidroxifahéjsav (SA) martixdban vettiik fel, az altalanos fehérje minta
eldkészitési leirast hasznalva.

Az enzimreakciok MALDI-TOF elemzése soran pozitiv reflekton modot és
2,4,6-trihidroxiacetofenon (THAP) matrixot alkalmaztunk, a minta
elokészités az altalanos mddon tortént. A spektrumok tobb (legkevesebb 100)
lézer 16vés 0Osszegébdl késziiltek 19 kV gyorsitd és 20 kV reflekcids
fesziiltséggel. Kiilsé kalibracioként a ciklodextrinek DP 6-8 [M+Na]"
csucsait hasznaltuk fel, mely sordn a hozzajuk tartozé6 molekulatomegek
rendre 995, 1157, 1319 Da.

5.3.4. 'H-NMR

'"H-NMR spektroszkopids méréseket az enzimreakciok kovetésére, kozti
termékek megfigyelésére, illetve termékek azonositasara alkalmaztuk. A
méréseket Dr. Batta Gyula és munkatarsai Bruker Avance II késziilékkel 500

MHz-en végezték el.
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5.4. Enzimkinetikai vizsgalatok

5.4.1. Kezdeti reakciosebességek meghatarozasa

Az enzimreakcidk sordn a szubsztratokat pufferben oldottuk fel. Egy reakciot
mindig 10% konverzi6 értékekig vizsgaltunk, ami 5 illetve 6 mintavételi
pontnak felelt meg. A reakcidelegyek 50 ul 6ssztérfogatiiak voltak, amelyhez
1 pl enzimet adtunk.

BAMY vizsgalatok soran minden szubsztratbol 5 mM-os torzsoldatot
készitettiink, majd az 50 pl-es reakcioelegyekhez ebbdl higitottunk az
aktudlis méréshez sziikséges koncentraciokat. Pufferként 5 mM-os natrium-
acetat puffert hasznaltunk, (pH 5,0). Az enzim minden esetben 5 ul volt, 1,75
x 10° M koncentracioban. Az igy Osszeallitott reakcidelegyeket 30 °C-on, a
késziilék mintaterében tartottuk.

DspB enzim vizsgalatok esetében a puffer 50 mM NaH,PO, és 0,1 M NaCl
tartalmazott (pH 5.9). A szubsztratok rossz oldékonysaga miatt a
legtoményebb torzsoldat minden esetben 4 mM-0s volt. A 4-es tagszamu
szubsztrat esetén par nap utan csapadékkivalast tapasztaltunk, igy az azzal
val6 munka sordn mindig friss beméréseket alkalmaztunk. A

szubsztratkoncentraciok 0,2-2 mM kozott valtoztak.

5.4.2. Enzimkoncentracio fiiggés teljes hidrolizis vizsgalatoknal

Az enzimkoncentraciéo fliggés vizsgalatokat BAMY esetében CNPG7
szubsztraton végeztiik el, ugyanolyan reakciokoriilmények és kromatografias
paraméterek mellett, mint azt mar kordbban a kezdeti reakcidsebesség
meghatdrozasanal bemutattam (5.4.1. fejezet). Az elsé rendl kinetikai

konstansokat a szubsztrat fogyasara illesztett kinetikai gorbébdl szamitottuk.
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A kiindulasi szubsztrat koncentraci6 minden esetben 5 mM volt, még az
enzim koncentraciok rendre 0,0117 nM, 0,68 nM, 3,06 nM voltak.

DspB esetében a Sz szubsztraton végeztiik el ugyanezen méréseket, ahol a
kiindulasi szubsztrat koncentraci6 3,27 mM volt, még az enzim
koncentraciok rendre 2,5 uM, 5 uM ¢és 10 uM voltak a hdrom kiilonb6z6

mérés soran.

5.4.3. Teljes hidrolizis vizsgalatok

A szubsztratok teljes hidrolizis vizsgalata soran a mar korabban leirt
anyagokkal és pufferekkel dolgoztunk. A kordbbiaktdl eltérden azonban a
reakciokat tobb napig is nyomon kovettiik.

BAMY esetében a szubsztratok koncentracidja 2,5 és 4,5 mM kozott
valtozott, az egyes szubsztratok oldhatosagatol fliggden. A reakcidelegyek
végtérfogata és a felhasznalt enzim mennyisége kis tartomanyon beliil
valtozott, amely a 9. tdblazatban lathato.

DspB esetében a kiinduldsi szubsztrat koncentracié6 minden alkalommal 3,6

mM volt, amelyhez 8,3 uM enzimet adtunk.

9. tablazat: Edesburgonya BAMY altala katalizalt kromoforos maltooligomer szubsztrat

sorozat enzimreakcidinak térfogata és a rekaciokhoz felhasznalt enzim mennyiségek

Szubsztcht Szubsztrat kezdeti Enzim mennyisége | Reakcioelegy végtérfogata
koncentracidja (mM) | (M) (szubsztrat+enzim)

CNPG5 2,4 3,06 x 10° 250 pl + 5 pl

CNPG6 | 4,16 3,06 x 10°® 250 ul + 5 pl

CNPG7 | 2,95 6,68 x 10” 1750 pl + 3 pl

CNPG8 |3,73 2,95x10° 400 ul + 3 pl

CNPG11 | 245 3,25x10° 235 ul+5 pl

CNPG12 | 0,39 2,79 x 10° 250 pl + 7 ul
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5.5. Vizsgalati adatok kiértékelése

5.5.1. Kezdeti reakcidosebességek  és Kinetikai  paraméterek
meghatarozasa Grafit programmal

Kis  enzimkoncentraciock  mellett, a  kezdeti  reakciosebességek
megallapitdsdhoz Grafit programot hasznaltunk (Grafit 2.1. program,
Erithaus Software LTD, Harley, UK). A mintavételezés az idében
szakaszosan tortént, 10% konverzio értékig. A HPLC kromatogramokbol a
kiindulasi szubsztrdt koncentracidjanak ismeretében kiszamoltuk a
keletkezett termékek csucsalatti teriileteinek 0Osszegébdl az Ossztermék
koncentraciokat. Majd ezt a Grafit program segitségével abrazoltuk az id6
figgvényében. A megfeleld kiindulasi szubsztrat koncentraciokhoz tartozé
pontokra egyenest illesztiink. A kapott egyenesek meredekség értéke adta

meg a reakciok kezdeti sebességét. A 37. abran egy DspB enzimmel tortént

hidrolizis kezdeti szakaszanak kiértékelése lathato.
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t
r o 0.8mMism
i 20 e 16mM
i, 0O 2mMism
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0 R T T T Y
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37. abra: DspB enzim altal katalizalt S3 szubsztrat hidrolizisének nyomon kdvetése HPLC
modszerrel, az eltérd kiindulasi szubsztrat koncentraciok mellett mért termékkoncentraciok
abrazolasa az id6 fiiggvényében Grafit program segitségével (S; koncentraciok: +:0,4 mM;

x: 0,6 mM; 0:0,8 mM; ¢:1,6 mM; 0:2 mM)
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Majd az igy kapott kezdeti reakciosebességi értékeket abrazoltuk a
szubsztratkoncentracio fliggvényében. A kapott pontokra a Michaelis-Menten
egyenlet alapjan gorbét illesztettiink (38. abra). A program megadja az altala
szamitott Ky és vmax értékeket. Az igy kapott kinetikai gorbe kezdeti
szakaszara egyenest illesztve a kapott egyenes meredekség értékét a

katalitikus hatékonysag szamitasanal alkalmaztuk.
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38. abra: DspB altal katalizalt S szubsztrat kiilonb6z6 szubsztratkoncentracidihoz tartoz

reakciosebességek abrazolasa a Michaelis-Menten egyenlet alapjan Grafit programmal

5.5.2. Szubsztratok teljes hidrolizise és Kkinetikai konstansok
meghatirozasa Scientist® programmal

A szubsztratok teljes hidrolizisének nyomon kdévetésére HPLC modszert
alkalmaztunk.  Viszonylag nagy kiindulasi  szubsztratkoncentraciot
felhaszndlva az idOben szakaszosan mintat véve kovettik a reakciokat
hosszabb 1dOn keresztiil. Az ismert kiinduldsi koncentraciot felhasznalva a
kromatogramok kiértékelése soran meg tudtuk adni az egyes keletkezett
termékek koncentracioit. Ezeket a koncentracio-id6 adatparokat importaltuk a
Scientist® programba (Micromath St. Luis, USA). Az id3 fiiggvényében
abrazolva a kiilonbozé koncentracid értékeket, a kapott pontokra kinetikai

gorbéket illesztettlink (39. abra).
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39. abra: S5 szubsztrat teljes hidrolizise DspB enzimmel, HPLC moédszerrel nyomon
kovetve. A HPLC mddszerrel meghatarozott szubsztrat és termékkoncentarcio-idé
adatparokra Scientist® program segitségével illesztett kinetikai gorbék.

(Ss) S, S3, Sy, S1)

A gorbe illeszkedését fliggd valtozok (szubsztrat és termék koncentraciok) és
paraméterek (kiindulasi koncentraciok, reakciosebességi allandok, a
hidrolizis és a szintézis iranyaban mutatd reakcidlépések) segitségével a
modell alapjan felirt differencial egyenletek hasznalataval, iteracioval
végezte el a program.

Ha n-1 szekvencidlis reakcioként jelentkezik, akkor az n differenciél
egyenlettel az n-1 szubsztrat koncentraciok és a végsé termékek idébeli

valtozasa irhato le:

: EiStS] - _k54[85 ]_ k53[85]_ ksz[ss] (15)
% = k54[85]_ k43[84]_ k42[84] (16)
: Elst3] - k53[55]+ k43[84]_ k32 [Ss]_ k31[53] (17)
d EjStZ] - k52[55]+ k42 [84]"‘ ksz[ss]_ k21[52] (18)
dfs] _

T = k21[82]+ k31[83] (19)
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A kinetikai szdmitasok pszeudo elsérendli kortiilmények kozott torténtek, az
adatsorok a hidrolizis reakciok korai szakaszabodl szarmaztak és a kovetkezd
egyenlettel meghatarozhatéak (20).

In[S]=—k,, &+, (20)
A szamitas végeztével a program megadja a kiilonboz6 kinetikai allandokat.
Ugyanezen elvek ¢és szabalyok alapjan késziltek el a BAMY

enzimreakcioinak kiértékelései.

5.5.3. Katalitikus hatékonysag meghatarozasa

Az enzim reakciok a mar kordbban leirtak szerint (5.4. fejezet) ¢és
kromatografids rendszerben (5.3.1. fejezet) késziiltek. Mindkét enzim
esetében a katalitikus hatékonysag értékei kis szubsztrat koncentracidé mellett
(0,2-0,5 mM) lettek meghatarozva. Meghatarozott idépontokban 5 ul mintat
injektaltunk a forditott fazisi HPLC kolonnara.

Maisodik meghatarozasi modszer a Michaelis-Menten gorbe elejére illesztett
egyenes meredekségébdl szamitott értékek meghatirozasa. BAMY esetében
0,5 és 5 mM kozott valtozott a szubsztratok kiinduléasi koncentracioja még az
enzim koncentarcioja 1,42 x 10® M volt a reakciokban. DspB esetében 0,5 és
1,5 mM szunsztratkoncentracidok valamint 8,3 uM enzimkoncentracié mellett
torténtek a mérések. Kiértékelésiik az 5.5. fejezetben leirtak szerint tortént.
fgy tehat a kezdeti sebesség tigy lett meghatarozva, mint a valédi folyamat

gorbe kezdeti érintdje. Ezen koriilmények kozott:

vy (Lﬂj[S] ha [S] << Ky (13)

Vmax Mutatja az enzim atalakitasi szamat (kcy) ha [E{] ismert, mert Vma=
Kea[Ed]. A ket /Ky tag az enzim Katalitikus hatékonysagaként

meghatarozhato.
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Teljes hidrolizis vizsgalatoknal BAMY esetében 2,5 és 5 mM, DspB esetében
3,6 mM szubsztrat koncentraciok mellett hataroztuk meg a hatékonysagot. A
kezdeti reakciosebesség értékek a (13)-as egyenlet alapjan, ahol a kezdeti
sebességek linearis szakaszanak meredekség értékeit abrazoltuk a szubsztrat

koncentraciok fiiggvényében, minden oligomer szubsztrat esetében.
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6. Osszefoglalds

A bioldgia és a biologiai modszerek fejlodésével igény mutatkozott az
enzimek miikddési mechanizmusanak megismerésére is illetve az altaluk
katalizalt folyamatok leirdsdra. EX0 hatdsmechanizmusu enzimek
alhelytérképezéséhez ¢és hatasmechanizmusuk tanulmanyozasdhoz egy
inverzids €s egy retencios enzimet valasztottunk. Inverzidos modell fehérjének
az édesburgonyabol szdrmazo B-amilazt (BAMY) (EC 3.2.1.2. ) hasznaltuk.
Széles korti irodalommal rendelkezik, amely lehetévé tette az altalunk
alkalmazni kivant modszer helyességének ellendrzését és 0Osszevetését
korabbi eredményekkel. Masik vizsgélt enzimiink a DiszperzinB (DspB) (EC
3.2.1.52 vagy EC 3.2.1.-), amely feltételezhetden retenciés mechanizmussal,
szomszéd csoport segitségével hidrolizalja szubsztrajat. Az enzimet 2003-ban
irtak le el6szor, egy szajban talalhat6 patogén mikroorganizmusbol izolaltak,
az Aggregartibacter actinomycetemcomitansbol, amely szerepet jatszik
kiilonb6z6 betegségek kialakitdsdban, mint foginyvérzés vagy szivbelhartya-
gyulladds. Az enzim Onmagaban ¢és antibiotikumokkal egyiitt alkalmas
biofilmek feliiletrdl valo eltavolitasdban.

Az exo tipusu fehérjék alhely szerkezetének szamitdsdhoz meg kellett
hataroznom a kinetikai allandokat kiilonb6z6 1anchosszusagl szubsztratokon
¢és igy miikodési és hasitdsi modjuk is feltarhato. Célul tliztiik ki egy 0j
analitikai modszer kidolgozéasat a szubsztratok teljes hidrolizis reakcidinak
kovetéséhez, amely alkalmas a termékek és szubsztratok koncentracid
valtozasanak kovetésére az enzimreakcid soran.

Célom volt az enzimek miikodési mechanizmusanak mélyebb megismerése, a
szubsztratok aktiv helyhez vald kotddésének és hidrolizisének felderitése
melyhez meg kellett oldani az oligomer kromoforos szubsztratok valamint a

redukald és nem redukal6 végi termékek azonositasat.
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Vizsgalataink sordan a szubsztratok teljes hidrolizis reakcioit kovettiik
nyomon HPLC mddszerrel. A keletkezett termékek azonositdsdhoz MALDI-
TOF MS-t, mig a hidrolizis utak igazolasahoz 'H-NMR modszert
alkalmaztunk.

Vizsgalataink sordn kapott eredmények a kovetkezdk voltak.

Az édesburgonyabol szarmaz6é PAMY aktivitds mintdzatit aromas kromofor
csoporttal jelolt szubsztrat sorozaton vizsgaltuk. Szubsztratjaink aglikonként
aromas gyurit tartalmaztak ¢és [-glikozidos kotést, amely kedvezd
kotodésiiket eredményezte az aktiv centrumba. A kordbbi eredményekkel
szemben, maltotridz hidrolizise soran CNPG2 termék keletkezett egy gliik6z
lehasitasaval pdratlan tagszdml szubsztratok esetében. Transzglikozilezést,
amelyet inverzidés enzimeknél most irtunk le eldszér, minden szubsztraton
megfigyeltink, kivéve a CNPGS5-nél rovidebbeknél. Spontan maltoz
transzfert figyeltiink meg a hidrolizis reakcidok kezdeti szakaszéban, ahol a
processziv hasitds lehetséges. A processziv reakcid feltételezi a redukalo végi
termék hosszabb kotddését az aktiv centrumba és a felhalmozddd B-maltoz
jelenlétében mikroszkopikus reverzibilitds jelenik meg hosszabb transzfer
termék formajaban. Igy tehat tobbszoros hasitdsi modot karakterizaltuk, a
szubsztrat lanchossz novekedésével novekszik a l1épések atlagos szama, a
kapcsolat linearis és DP 5-nél mutatja azt a szubsztrat hosszt, ahol még nincs
jelen processzivitas.

DspB enzim vizsgélata soran 'H-NMR moédszer segitségével igazoltuk, hogy
az enzim a retencios glikoziddazok kozé tartozik, mivel a szubsztrat lancon
beliili B-glikozidos kotést hidrolizalja és termékként B-maltoz szabadul fel.
Az enzim szigorian nem redukdld végi specifitdst mutat, valamint tobb
produktiv kotémod kialakulasa lehetséges, amelyet teljes hidrolizis reakciok
soran MALDI-TOF MS mérésekkel igazoltunk. Meghataroztuk az enzim

katalitikus hatékonysagat DP 5 tagszaml szubsztratig, ahol a katalitikus
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hatékonysag novekszik a szubsztrat lanchosszanak a novekedésével, valamint
a hosszabb szubsztratok preferaltabb kotddését és nagyobb reakcid készséget
mutatja. A szamitott pszeudo elsérendii kinetikai konstansok hasonld
értekeket ¢és tendenciat mutatnak. Az enzim alhely szerkezetérol
megallapithatd, hogy S5 N-acetil-glikozamin (GIcNAc) egység a
szubsztratban nem elég ahhoz, hogy az enzim 6sszes alhelyét lefedje. Ahhoz,
hogy az enzim teljes alhely térképe sikeresen meghatarozhato legyen
hosszabb szubsztratokra lenne sziikség. Ezen eredmények alapjan javaslatot

tettiink a DspB enzim helyes besorolasara a kiilonb6zo adatbazisokban.
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/. Summary

Progression of biology and biological methods demanded the
understanding of enzyme mechanisms and the detailed description of the
catalyzed reactions. An inverting and a retaining enzyme were chosen for
examination of mechanism and active site structure of exo acting glycoside
hydrolases. B-Amylase from sweet potato (BAMY) (EC 3.2.1.2.) was used as
an inverting model enzyme. It has comprehensive literature which allows to
compare the exactness of our results. Another studied enzyme was the
DispersinB (DspB) (EC 3.2.1.52. or EC 3.2.1.-) which catalyses the
hydrolysis of substrate presumably with retention mechanism and
neighboring group participation. The enzyme was isolated from an oral
pathogen microorganism, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, which
plays a role in development of different diseases as periodontitis and
infective endocarditis. The enzyme is capable itself and together with
antibiotics to disperse the biofilm from the surface.

Kinetic constants had to be determined on substrates with different chain
length to understand the subsite structure of exo type enzymes and to explore
the mechanism and cleavage modes, as well. We aimed to elaborate a new
analytical method to follow the total hydrolysis reactions of the substrates,
which capable to monitor the change of the products and substrate
concentrations during the enzyme reaction.

My goal was to deeply recognize the mechanism of the enzymes, discover
the substrates binding and they hydrolysis in the active centre and
identification of the reducing and non-reducing end products, as well. During
our research the total hydrolysis reaction of the substrates was followed by
HPLC. MALDI-TOF MS was used to identify the generated products, while
'"H-NMR was used to verify the stereochemistry of the hydrolysis.
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Our results were as follows.

Action pattern of sweet potato B-amylase was measured on a series of
aromatic chromophore group-containing substrates. Our substrates contain
aromatic ring as chromophore aglycon and B glycosidic bond, which are
caused favorable binding to the active centre. In contrast with earlier results,
we found glucose cleavage from maltotriose resulted in CNPG2 reducing end
product in case of odd numbered substrates. Our results are the first
presentation that during hydrolysis of maltooligomers, catalysed by an
inverting enzyme, transglycosylation can also be observed. Spontaneous
maltose transfer happened in the early stage of the hydrolysis to each
substrate, where processive cleavage was possible. The processive reaction
assumes the longer staying of the reducing end products in the active centre,
and in the presence of the accumulating [-maltose the microscopic
reversibility manifested in the longer transfer product. Processivity was
characteristic, the mean number of steps increases with the degree of
polymerization (DP) of the substrate, the relationship is quasi-linear and x-
axis intercept shows the size of substrate without processivity.

As a result of the study of DspB enzyme we confirmed with *H-NMR
technique that the enzyme belongs to the retention glycosidases, because it
cleaved the B-glycosidic bond in the substrate chain and liberated 3-glycoside
product. The enzyme showed a strictly nonreducing-end preference, but more
productive binding modes are also possible, which was verified with
MALDI-TOF technique during the total hydrolysis reactions. We defined the
catalytic efficiency of the enzyme up to DP5 substrate, which increased with
increasing DP of the substrate, indicating favourable binding and higher
reaction rate of longer substrates. The calculated pseudo first order kinetic
constants show similar values and tendency. From the subsite structure of the

enzyme is established that five N-acetyl-glucosamine (GICNAc) moieties in
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the substrate were not enough for the total subsite occupancy. Synthesis of
longer substrate is needed for successful subsite mapping of the enzyme.

Based on these results we suggested the right classification of the DspB in
different databases.
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