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I. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A szénhidratokat atalakitd enzimek vizsgalata hatarteriilet a kémiai és bioldgiai kutatdsok
kozott, hiszen a bioldgiai kérdések megvalaszolasdra tobbnyire kémiai moddszereket
alkalmaznak. A glikozid hidrolazok (EC 3.2.1.-) az enzimek széles kori csoportja, két
szénhidrat vagy egy szénhidrat és egy nem szénhidrat molekula kozotti glikozidos kotést
bontjak. a-Amilazokkal folytatott korabbi vizsgalatokon alapulva célul tiztem ki exo
hatdsmoda glikozidaz enzimek vizsgalatat. Alhely szerkezetiik és hatdsmechanizmusuk
tanulmanyozéaséhoz egy inverzids €s egy retencids enzimet valasztottunk.

Inverzios modell fehérjének az édesburgonyabol szarmazd béta-amilazt (BAMY)
hasznaltuk. Jelent6ségét mutatja, hogy 2020-ra t6bb mint 2 milliard ember élelmezése a
gumos és gydkeres novényektdl fog fliggeni. Az édesburgonya (Ipomoea batatas) a legfébb
BAMY forrds, mennyisége hozzavetdlegesen 5%-a az oldott fehérjéknek. Mas gumos
novények csak nyomnyi mennyiségben tartalmaznak BAMY-t. A BAMY (EC 3.2.1.2.-) a
keményité nem redukal6 vége fel6li masodik a(1,4) glikozidos kotés hidrolizisét katalizélja,
az anomer konfiguracidé inverzidjaval, B-maltdéz felszabaditasdval. Felépitése nagyfoku
homologiat mutat a tobbi, GH14 csaladba tartozé glikozid hidroldz enzimével (CAZy
adatbazis), PDB azonositdja 1FA2. Vizsgalataink soran 2-klor-4-nitrofenil maltooligomer
sorozatot (CNPG3-15) hasznaltunk szubsztratként. A szubsztratokat a kromofor csoport
abszorpcids maximuman, 302 nm hulldmhosszon detektaltuk.

A DiszperzinB (DspB) (EC 3.2.1.52 vagy 3.2.1.-) egy N-acetil-gliik6zaminidaz enzim,
amely az N-acetil-glikézamin egységek kozotti B(1,6) glikozidos kotések hidrolizisét
katalizalja a szubsztrat lanc nem redukal6 vége feldl. A DspB-t egy széjban talalhato patogén
mikroorganizmusbdl az Aggregatibacter actinomycetemcomitansbol izolaltak, képes a poli-N-
acetil-glikozamin alapi biofilmek hidrolizisére. Az abiotikus felszinekrél kiinduld
fertozéseket a legtobb esetben biofilmet képz0 mikroorganizmusok okozzak és vilagszerte
tobb milli6 olyan betegnek okoznak problémat, akinek orvosi eszkozoket iiltettek be. A DspB
iranyado szerkezete a Fehérje Adatbazisban (PDB- Protein Data Bank) megtalalhato (kodja:
1YHT), az enzimet a Glikozid Hidrolazok 20-as csaladjaba soroltak (CAZy: Carbohydrate
Active Enzymes database http://www.cazy.org). (B/a)s hordd szerkezettel rendelkezik, a
retencios hidrolizis mechanizmusban az aktiv hely glutaminsava és a szubsztrat N-acetil
csoportja vesz részt. A DspB hidrolizis médjanak tanulmanyozasdhoz kromofor csoporttal
jelolt oligomer sorozatot alkalmaztunk, B(1,6) kotési N-acetil-glikozamin tiofenil

glikozidokat (Ph-S-NAG,), amelyek tagszama 2, 3, 4 és 5 volt.
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Mindkét enzim esetében a vizsgalatokhoz nagyhatékonysagi folyadékkromatografiat
(HPLC) alkalmaztunk MALDI-TOF MS modszerrel egyiitt, a redukalo és nem redukalo végi
termékek azonositdsara. Szerettiik volna megtudni, hogy az oligomer szubsztratok hogyan
kotédnek a modell enzimek aktiv centrumaba, illetve hogyan hasitodnak el. A kinetikai
vizsgalatokhoz és a bontasi képek tanulmanyozasdhoz "H-NMR moédszert is alkalmaztunk. A
vizsgélatokhoz sziikséges szubsztrat sorozatok kereskedelmi forgalomban nem kaphatdk, igy

szintézisliket meg kellett oldani.
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Il. ALKALMAZOTT MODSZEREK

Analitikai mérések soran Hewlett Packard 1090 folyadékkromatografot hasznaltam,
amely diodasoros detektorral, automata mintaadagoloval és ChemStation-nal volt felszerelve.
A mérések soran Zorbax Eclipse XDC C18 (15 cm x 4,6 mm, 5 um), Kinetex XB C18 (10 cm
X 4,6 mm, 2,6 um), YMC Polyamine II (25 cm x 4,6 mm, 5 pm) kolonnékat alkalmaztunk a
szubsztratok ¢€s hidrolizis termékeik elkiilonitéséhez, amelyeket a CNP (302 nm) és tiofenil
(254 nm) csoportok abszorpidos maximuman detektaltunk. A preparativ késziilék Youngling
tipusu, gazmentesitével, kézi mintaadagoldval, valamint UV-Vis és CoronaCAD detektorral
volt felszerelve. A tisztitisok soran Supelcosil™ LC-18 (25 cm x 10 mm, 5 pm) és YMC
Polyamine II (25 cm x 10 mm, 5 pm) kolonnékat hasznaltunk.

Az adatok kiértékelése a kezdeti reakcidsebességek és a sebességi egyenletek
felhasznalasaval tortént. A kezdeti reakciosebességeket kis szubsztrat koncentracid mellett,
10% konverzi6 értékig hataroztuk meg. A HPLC kromatogramokbol a kiindulési szubsztrat
alapjan a termék koncentraciokat. Majd a kapott koncentraciokat a Grafit 2.1. program
(Erithaus Software LTD, Harley, UK) segitségével abrazoltuk az id6 fiiggvényében ¢és a
megfeleld pontokra egyenest illesztettiink. A szubsztratok teljes hidrolizisének kovetésekor
meghatarozott szubsztrat- és termékkoncentracio-idé adatpéarokat a Scientist® program
(Micromath St. Luis, USA) segitségével értékeltiik ki. A Scientist® program lehetéséget nyuijt
arra, hogy a mért pontokra modell egyenletek alapjan gorbéket illessziink. A matematikai
modell ebben az esetben az Osszegzett reakcid sémabol nyert differencial egyenletek komplex
rendszere. A program lehetévé teszi a differencidl egyenletek numerikus megoldasat. A
kinetikai allandokat (k) meghataroztuk. A mintdk elemzéséhez pozitiv ion mdédban Bruker
Biflex 11l MALDI-TOF tomegspektrométert alkalmaztunk. A mintak ionizacidjahoz 337 nm
hullamhosszon sugarzé nitrogén lézert hasznaltunk. A mintakat 2,4,6-trihidroxiacetofenon
(THAP) matrixaban vittiikk fel a mintatartd lemezre €s hagytuk megszaradni. A spektrumok
tobb (legalabb 100) 1ézer 16vés Osszegzett eredményebdl késziiltek 19 kV gyorsitod és 20 kV
reflektron fesziiltség mellett. A kalibracié 6-8 tagszamu ciklodextrinek [M+Na]* csticsaira
tortént (m/z 995,31, 1157,36 és 1319,41 Da). 'H-NMR spektroszkopiat az enzimreakciok
kovetésére és kozti termékek megfigyelésére alkalmaztunk. A termékek azonositasat Dr.

Batta Gyula és munkatarsai végezték Bruker Advance II késziilékkel 500 MHz-en.
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111. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Az édesburgonya BAMY vizsgalatinak eredményei

A) Teljes hidrolizis reakciok modellje

Edesburgonya p-amilaz teljes hidrolizis reakcioinak kromoforos oligomer szubsztratokon vald
kovetése HPLC modszerrel tortént. BAMY katalizélta hidrolizisek kromoforral jelolt redukaléd
végi termékeinek mennyiségét meghataroztuk. A koncentracié-id6é adatparokat a Scientist®
program segitségével értékeltiik ki. Ha n-1 szekvencialis reakcido jon létre, akkor n
differencidlegyenlettel irhatoé fel az n-1 szubsztrat és végtermék koncentraciojanak iddbeli
valtozasa. Parhuzamos és egymast kovetd reakciolépéseket vettiink figyelembe a modell
megalkotasakor. A CNPGI11 szubsztrat hidrolizise soran a legjobban illeszkedé modell az 1.

abran lathato.

K113

CNPG1l ——> CNPG9 —— CNPG7——> CNPG5 —— CNPG3—— CNPG

Ki1-s

1.abra: CNPG11 szubsztrat édesburgonya BAMY enzim altal katalizalt teljes hidrolizisének reakciomodellje,
ahol parhuzamos és egymast kovetd reakciolépések kdvetkeznek be a szubsztrat hidrolizise soran (kyy- egy
reakcidlépés sebességi allanddja, ahol x a kiindulasi szubsztrat, y pedig az abbdl keletkezett termék tagszamat

jelsli)

A modell megalkotasa soran egységes jelolést alkalmaztunk minden szubsztratnal. Az egyes
reakcidlépéshez tartozo ,,k” sebességi allandd indexébe a kiinduldsi szubsztrat €s a beldle
keletkezett termék tagszdma keriilt. Transzglikozilezés és processziv hasitds minden
szubsztrat esetében megfigyelhetd volt kivéve a legrovidebb CNPGS esetében. Az illesztések
akkor voltak sikeresek, ha a kezdeti gyors hidrolizis és transzglikozilezési szakaszt
elhanyagoltuk és a reakcidok harmadik szakaszara illesztettiik a modelliinket. Ezért a pontos
leirashoz tovabbi szamitasok sziikségesek.

Szubsztratjaink kromofor aglikonként aromas gytiriit és béta glikozidos kotést tartalmaztak,
amely kedvezd kotddésiiket eredményezte az aktiv centrumba. A korabbi vizsgalatokkal

ellentétben gliikéz hasitasat tapasztaltuk maltotrioz hidrolizise soran CNPG2 termék
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keletkezése mellett paratlan tagszamu szubsztratok esetében (5, 7 és 11 tagszdm). A trimer
hidrolizis sebessége sokkal kisebb a tetramer vagy pentamer hidrolizisénél, amely a +2 és +3
aglikon kotohelyek fontossagat jelzi a szubsztrat kotésében. Mindamellett a dimer redukalo
végi termék nagyobb mennyisége trimer szubsztrat esetében arra enged kovetkeztetni, hogy a

gliikéz kedvezdbben kotddik a +2-es aglikon kotéhelyhez, mint a -2-es glikon kétéhelyhez.

B) Az édesburgonya BAMY katalitikus hatékonysaga és exo karakterének igazolasa

A katalitikus hatékonysadg meghatarozasahoz kis szubsztrat koncentracio mellett HPLC
modszert alkalmaztunk. A kezdeti sebességekbdl a katalitikus hatékonysag kea/ Ky értékei a
kovetkezo alap egyenlettel szamithatok (1):

v, ~ (‘}’(max J[s] ha a [S] << Ky L)

ahol vy megadja az enzim atviteli szamat (Kqs) ha az enzimkoncentracio [Ei] ismert, mert

Vimax= Keat[Et]. A Keat /Ky kifejezés az enzim katalitikus hatékonysaganak mérésére szolgal.

A katalitikus hatékonysag novekszik a szubsztrat lanchosszanak novekedésével, amely jelzi,

hogy a hosszabb szubsztratok bekotddése és hasitasa kedvezdbb (2. dbra)
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2.4bra: Edesburgonya BAMY enzim altal katalizalt hidrolizis reakcié soran CNP maltooligomer
sorozaton meghatarozott katalitikus hatékonysag értékek abrazolasa a felhasznalt szubsztratok
tagszamanak fliggvényében

CNPG?7 szubsztrat reakcioelegyében kizarolag maltoz keletkezését igazoltuk a nem redukalo
vég felol MALDI-TOF MS méréssel (3. abra). Egy napos reakcioidét kovetden a maradék
szubsztrat mellett két redukald végi termék, a pentamer és a trimer jelent meg, és csak egy
nem redukalo végi termék, a maltéz. Ez processzivitasra utal, amikor a hasitds utdn az egyik
termék nem disszocial le az enzim feliiletérdl, hanem azon tovabbcsuszva egy ujabb kotés

hasitasa kovetkezik be. Igy a sebesség meghatirozasaban nemcsak a kotédés, hanem ezen
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processziv 1€pések szdma is szerepet jatszhat, kisebb lesz a mért sebesség, mert a szubsztrat
sokaig elfoglalja az enzimet. Emiatt az alhelytérkép szamitdsok nem lehetségesek.

[G4+Na]: 69,3 Da

G2 CNPG3 CNPG5 CNPG7

o
-

e F T
28
13
9
1
0
6
1126.27
51

— 335
— 485

[

8
— 8330

9

1]
— 1175

1

3

e lL

3.4bra: Edesburgonya PAMY enzim altal katalizalt CNPG?7 hidrolizis reakcio MALDI-TOF MS spektruma 1 nap
reakcidid6 utan. A szamitott m/z értékek: CNPG7= 1330,348; CNPG5=1006,242; CNPG3= 682,132; G2=

365,106, G4=689,3, amely nem jelenik meg a spektrumon.

C) Transzglikozilezés hidrolizis reakciok soran

Megfigyeléseink alapjan megallapitottuk, hogy spontan maltéz transzfer kovetkezik be a
hidrolizis reakcid korai szakaszaban minden szubsztrat esetében, ahol a processziv hasitas
lehetséges. CNPG11 hidrolizisekor a transzglikozilezéssel keletkezett termékek mennyisége
jelentés (4. 4bra). Osszehasonlitottuk az dsszetevok koncentracidjat a 65 és 155 percnél, a
CNPG11 koncentracidja kétszeresére novekszik: 0,24 mM-rol 0,54 mM-ra. Ugyanebben a
mutat. A CNPG9 ¢és CNPG7 a hidrolizis termékei is lehetnek, de a CNPGII
koncentraciojanak novekedése csak transzglikozilezés tutjan kovetkezhet be. Hasonlo
tendencia figyelhetd meg CNPGS8, CNPG7 és CNPG6 kiindulési szubsztrat esetében, habar az
ismertek €s részletesen tanulmanyozottak. Ezt az aktivitast viszont eddig nem irtak le
inverzios glikozidazok hidrolizis reakcioi soran. Ez az els6 alkalom, hogy maltooligomerek
hidrolizise soran transzglikozilezési reakciot tudtunk megfigyelni egy inverzios glikozidaz
esetében. Ez megerdsiti azt a glikozil transzferrel kapcsolatos elgondolést, hogy a hidrolizis és
a transzfer megegyez6 folyamatok és az 4tmeneti allapotu szerkezet kozel azonos a retencios
¢és inverzios enzimeknél. A processziv reakcio feltételezi a redukald végi termék hosszabb
kotédését az aktiv centrumba és a felhalmozodo B-maltdz jelenléte miatt a mikroszkopikus

reverzibilitds hosszabb transzfer termék forméjaban jelenik meg.
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Abban az esetben, amikor kiilon maltéz donort és kromoforos akceptort alkalmaztuk nem
tapasztaltunk transzglikozilezési reakciot. Ennek oka még nem tisztazott. Valosziniileg a
hidrolizis soran keletkez6 B-maltdoz nem disszocial le az enzim feliiletérdl, igy a reverz
reakcié azonnal megtorténhet, ellentétben azzal mikor a maltdéz o/f anomer elegyként van

jelen a reakcioelegyben.
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4.4bra: CNPG11 (2,45 mM) édesburgonya BAMY (3,2 x 10® M) katalizalta teljes hidrolizisének nyomon
kovetése HPLC modszerrel.

D) Processziv hasitasi mod igazolasa
A processziv hasitas vagy multiple attack szamos, polimer szubsztraton haté enzim esetében
megfigyelhetd, amelyek gyakran nem oldoddé szubsztratot, példaul kitint vagy cellulozt
bontanak. A processziv 1épések atlagos szama n egy enzim-szubsztrat komplex esetén
szamithatd, ehhez a HPLC modszerrel meghatarozott termékaranyokat ¢és a (2) egyenletet
hasznaltuk fel.

P

n:ﬁ(l—PN) @)

ahol P a masodik hasitds valdszinlisége a hidrolizis soran az enzim-termék komplex
disszociacidja nélkiil, 1-P a termék disszociacidjanak valdszinlisége €s N a cslszas

lehet6ségének maximalis szdma.

A szubsztrat lanchossz novekedésével novekszik a 1épések atlagos szdma, a kapcsolat kozel
linearis a vizsgalt tartomanyban, az x-tengely metszete mutatja meg azt a lanchosszt, ahol
még nincs jelen processzivitds. A legmagasabb érték 3,34 DPI1 tagszdmua szubsztrat
esetében, amely jO egyezést mutatott a kordbban a DP44 atlagos tagszdmu amil6zon mért 3,3

értékkel (5. abra).
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5. abra: Processziv 1épések szama CNP maltooligomerek édesburgonya BAMY enzim altal katalizalt hidrolizise
soran
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2.DiszperzinB enzim vizsgalatanak eredményei

erer

Vizsgaltuk a szubsztrat lanchosszanak hatasat a hidrolizis sebességére. Megallapitottuk, hogy
a szubsztrat lanchossz novekedésével novekszik a hidrolizis sebessége. A reakcidsebesség
tehat novekszik a lanchosszal a tetramerig, de az 6todik GlcNAc egység bekdtodésével a
pentamer esetén nem tapasztaltunk tovabbi sebesség novekedést. Ezen eredmények alapjan
feltételeztiik, hogy legalabb négy GIcNAc egység sziikséges az alhelyek betoltéséhez.

Tyr187Ala, Tyr278Ala és Trp237Ala mutansok hidrolitikus aktivitdsat szintén vizsgaltuk
tiofenil glikozid szubsztratokon ¢€s Osszehasonlitottuk a vad tipusi enzimével (6. abra).
Megallapitottuk, hogy a vad tipust enzim sokkal aktivabb a pentamer szubsztraton, mint a
Tyr187Ala mutans, a Tyr278Ala mutans kisebb aktivitdst mutat, mig a Trp237Ala mutans
teljesen inaktiv volt. Eredményeink megerdsitették a Manuel és munkatérsai felvetését, mely
szerint a Trp237 fontos szerepet tolt be a szubsztrat kotésében a hidrofob zsebben DspB

esetében.

Konverzio %

0 200 400 600

Id6 (perc)

6. abra: Pentamer szubsztrat DspB katalizalta hidrolizisének konverzi6 értékei ¥ vad tipust enzim, +Try187Ala

¢és 0Tyr278Ala mutans.

B) Enzimreakcio sztereokémiajanak igazolasa 'H-NMR mérésekkel

'H-NMR modszert alkalmaztunk a retenciés hasitasi méod igazolasara.
Para-nitrofenil-B-D-N-acetilgliikozamin glikozid hidrolizisét nyomon kovetve az NMR
spektrumon 1j dublettek megjelenését tapasztaltuk a szabad aromés €s anomer protonok
jelének megfelelden. Az a-anomer proton jele a reakcid késObbi szakaszaban jelent meg (7.
abra), amely azt mutatta, hogy a primer B-GICNAc hidrolizis termékbél mutarotacioval o-

GlcNAc keletkezik. A B-GIcNAc anomer proton jele szintén jelen van a ‘H-NMR
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spektrumban, de a viz jele részben elfedi azt. A kapott eredmények egyértelmiien igazoljak,

hogy a DspB enzim retenciés mechanizmussal mikodik.
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7.4bra: A kiilonbz6 proton csticsokhoz tartozé jelintenzitasok valtozasa az *H-NMR mérés soran (¢-aromas
protonok jele a glikozidban, 0-aromas protonok jele a szabad PNP-ben, t-B-anomer protonok jele a glikozidban,
-szabad monoszacharid a-anomer protonok jele)

C) Taobb produktiv kotomod jelenlétének kimutatasa

A nem redukalo végi termékek Osszetételét a reakcidelegyben MALDI-TOF modszerrel
hataroztuk meg. A 8. é&bran lathatd a pentamer hidrolizis reakcidelegyének spektruma
kiilonb6z6 idépontokban. 10 perc elteltével (8.abra A) két redukald végi termék, a tetramer
(S4) és a trimer (S3) jelenik meg, ezzel parhuzamosan az annak megfeleld6 monomer (P) és
dimer (P;) nem redukald végi termékek is lathatova valnak. A 204,3 Da m/z értékkel
rendelkezd [M-H,0+H]" csucs is megjelenik, jelezve az oxazolin jelenlétét, ami a szubsztrat
segitette hidrolizis mechanizmus koztiterméke lehet DspB esetében. 20 perc elteltével (8.4bra
B) minden redukalo végi és nem redukald végi termékpar (S4+P, S3+P,, S,+P3) jelen van a
tomegspektrumon. Egy oOraval az enzimreakcid elinditdsa utan (8.4bra C) a konszekutiv
reakcid utolso végtermékeként megjelenik a monomer glikozid. Egy nap elteltével (8.4bra D)
a konszekutiv 1épések termékei S, S, és P, P, valnak f6 termékekké. Ezzel igazoltuk az

alternativ produktiv kotdmodok jelenlétét.
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8.abra: DspB altal katalizalt pentamer szubsztrat hidrolizis reakcidjanak kiilonb6z6 idépontokban rogzitett

E—— —335.3

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

D) Katalitikus hatékonysag vizsgalata oligomer sorozaton

A katalitikus hatékonysdg meghatidrozdsa soran 3 fiiggetlen méréssort hasznaltunk. A
reakciok kezdeti sebességét kis szubsztrat koncentraciok mellett (0,2 mM) vizsgaltuk, a
termékek koncentraciojat szakaszos mérési modszerrel, HPLC-vel hatdroztuk meg. A
szubsztratkoncentracio-idé adatparok a teljes hidrolizis reakciokbol is meg lettek hatarozva.
Az adat pontokra a Scientist® programmal illesztettem kinetikai gorbéket a Michaelis-Menten
egyenlet alapjan. A Kkea/Kum értékeket a vmax €és Ky értékekbdl valamit a teljes enzim

koncentraciobol [E]p szdmitottam. Végiil, kezdeti reakciosebességet hatdroztam meg a

alacsony szubsztrat koncentracié mellett, a gorbe linedris szakaszanak meredeksége
megegyezik a kyo/Ky sebességi allandoval, amelybdl a katalitikus hatékonysag szamolhato. A
kapott hatékonysag értékek atlaga és a megfeleld kinetikai 4llandok Gsszege a 9. abran lathato.
A katalitikus hatékonysag novekszik a szubsztrat lanchosszanak a ndvekedésével, jelezve a
hosszabb szubsztratok preferdltabb kotddését és nagyobb reakcid készségét. A szamitott

pszeudo elsérendii kinetikai konstansok hasonl6 értékeket és tendenciat mutatnak.
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9. abra: A szamitott katalitikus hatékonysag atlaga és az elsérendii kinetikai allandok szummaéja abrazolva a
szubsztrat lanchosszanak fiiggvényében. DspB enzim 4ltal katalizalt HPLC mddszerrel kdvetett teljes hidrolizis
reakciok tiofenil glikozidokon (S,-Ss)

E) Kinetikai adatok meghatarozasa

Szisztematikus bontasi kép és kinetikai vizsgalatokat végeztem oligomer szubsztrat sorozaton,
hogy megadjam a DspB enzim aktiv helyének szerkezetét és hasitasi modjat. Folyamatgdrbét
Scientist® program segitségével illesztettiink, a modell parhuzamos és egymast kovetd

reakcidlépései az 1. séman lathatoak.

1. séma: Pentamer szubsztrat hidrolizise DspB-vel.

A folyamat (teljes hidrolizis) gorbék analizise azt mutatja, hogy tobb produktiv koétémod
eredményeként a hosszabb szubsztratok esetében (tetramer €s pentamer) parhuzamos reakcio
megy végbe. Monoton novekedést figyeltem meg a pszeudo elsérendii kinetikai allandok
esetében a kinetikai értékelések soran (1.tablazat).

Az 1) monomer egység bekotddése az aktiv centrumba javitja a szubsztrat bekotddését az
aktiv helyhez a katalitikus atalakitas sordn. Ezek az adatok tisztdn mutatjak, hogy 5 GIcNAc
egyseég a szubsztratban nem elég ahhoz, hogy az enzim 6sszes alhelyét lefedje. Ahhoz, hogy a

teljes alhely térkép sikeresen meghatarozhat6 legyen hosszabb szubsztratokra lenne sziikség.
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1.tablazat: DspB altal katalizalt teljes hidrolizis reakciok soran szamitott kinetikai allandok

Paraméter Kinetikai allandok (perc'lxlos)
pentamer | tetramer trimer dimer

Kss 3,82 - - -
Ks3 2,36 - - -
Ks2 0,66 - - -
Ks1 0 - - -
Ky3 2,11 1,85 - -
Ksz 2,66 1,46 - -
Ky 0 0 - -
ka2 2,2 2,06 1,76 -
Ks; 0,76 0 0,28 -
Ko1 1,26 1,46 0,68 0,95
Dy 6,84 3,33 2,04 0,95

k’ (PFO) 6,7 3,2 2,2 1,0

Keat /K | 8,60£1,27 | 7,11£1,03 | 6,07+1,27 | 2,11%1,25

% az adott szubsztrat dsszesitett kinetikai allandoja

bt
- az adat nem szamitott

0 szamolt adat de nagyon alacsony érték

F) Szigori nem redukalo végi specifitas igazolasa

A hidrolizis bontasi képét HPLC modszerrel hatdroztuk meg. A kinetikai konstansok

Osszehasonlitdsa minden egyes szubsztrat esetében a parhuzamos reakciokbol tortént. A

kotéshasitasi frekvencia (BCF) adatok

és a szamitott ardnyok Osszefoglalasa a 10. abran

lathatd. A BCF értékek jo egyezést mutatnak a kinetikai allandok aranyaval. Ez megerdsiti az

altalunk javasolt modell helyességét (1. séma).

DspB szigorian nem redukald végi preferenciat mutat, de tobb produktiv kotémod is

lehetséges.

100
0-0
100
100
0-0
90
86
0-0
52
56
0-0
60
56

0-0

46

-0

BCF

k aranya
-0-0
10
14
-0-0-1O
48 0
44 0
-0-0-0-0
30 9 1
34 10 0
-0-0-0-0-0
25 17 6 6

8.abra: DspB enzim tiofenil glikozidokon meghatarozott bontasi képeinek vizsgalata; felsé értékek: teljes
hidrolizis reakciok kezdeti szakaszabol szarmazo termékek egymashoz viszonyitott aranya, also értékek:
Scientist® program altal megadott kinetikai allandok egymashoz viszonyitott aranya ugyanabban a
reakcioelegyben (O-GlcNAc egység, - B(1-6) glikozidos kotés, o- tiofenil aglikon, A- 4-nitrofenil aglikon, 0-

4-

metoxifenil aglikon)
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G) Javaslat a DspB helyes besorolasara

A DspB EC 3.2.1.52 és/ vagy GH20 csaladba és EC 3.2.1.- (CAZy)-ba torténd besorolasa mar
kordbban megtortént, a specifitds, a szekvencia homoldgia €s mechanizmus azonossag
alapjan. Az EC 3.2.1.52 csoportba tartozd enzimek az altaluk katalizalt reakciok alapjan
“terminalis nem redukal6 vég feldli N-acetil-D-hex6zamin egységet hidrolizalo N-acetil-f-D-
hex6zaminidazok. N-acetilglikozidokon és N-acetilgalaktozidokon hatnak”. A DspB csak
PNP-B-GIcNAc-on hat, PNP-B-GalNAc-on nem, valdsziniileg ez az oka annak, hogy a CAZy
adatbazis az EC 3.2.1.- tipologiat hasznalja. Az EC 3.2.1.30 B-D-acetilgliikbzaminidaz
kategoria torolve lett és beleillesztették az EC 3.2.1.52 B-D-N-acetilhex6zaminidazok kozé.
Mindamellett mas adatbazisok, mint BRENDA (BRENDA: Enzimek Széleskorti Informacios
Rendszere (http://www.brenda-enzymes.info/) és a PDB (Protein Data Bank- Fehérje
adatbazis (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) még mindig az EC 3.2.1.52 osztalyba
soroljak az enzimet.

Ezért javasoltuk az EC 3.2.1.- altalanos hasznalatat, mivel a DspB nem hidrolizal N-

acetilgalaktozidokat, tobb produktiv k6tdmodot képes kialakitani és nem valodi exo enzim.
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IV. OSSZEFOGLALAS

Edesburgonyabdl szarmazo p-amilaz vizsgalatanak eredményei:

1. Edesburgonyabol szarmazo p-amilaz aktivitas mintazatat aromas kromofor csoporttal

jelolt szubsztrat sorozaton vizsgaltuk. Szubsztratjaink aglikonként aromas gytir(it
tartalmaznak, amely kedvez6 kotddésiiket eredményezi az aktiv centrumba. Lehetové
teszi paros tagszamu szubsztratok esetében a redukalo és nem redukalo végi termékek
megkiilonboztetését.

Korabbi eredményekkel szemben, azt talaltuk, hogy egy gliikéz egység lehasadasaval
a trimer szubsztratbol CNPG2 termék keletkezett paratlan tagszamu szubsztratok
esetében.

Transzglikozilezést minden szubsztraton megfigyeltiink, kivéve a CNPGS és annal
rovidebbeknél. Spontan malt6z transzfert figyeltiink meg a hidrolizis reakciok kezdeti
szakaszaban, ahol a processziv hasitas lehetséges.

A processziv hasitdsi modot igazoltunk. A Iépések atlagos szdma ndvekszik a

szubsztrat lanchosszanak novekedésével.

DiszperzinB enzim vizsgalatanak eredményei:

1.

'"H-NMR moédszer segitségével igazoltuk, hogy az enzim a retencios glikozidazok
kozé tartozik, mivel a szubsztrat lancon beliili B-glikozidos kotést hidrolizalja és
termékként B-anomert szabadit fel.

MALDI-TOF mérésekkel kimutattuk a hidrolizis soran keletkezd Gsszes redukalo és
nem redukald végi terméket, szigori nem redukald végi specifitast igazoltunk. Az
enzim tobb produktiv enzim-szubsztrat komplex kialakitasara képes oligomer
szubsztratokkal.

Meghataroztuk a katalitikus hatékonysagot, amely a szubsztrdt lanchosszanak
novekedésével novekszik. A hosszabb szubsztratok preferaltabban kotddnek és
nagyobb reakcid készséget mutatnak. A szamitott pszeudo elsérendii kinetikai
konstansok hasonl6 értékeket és tendenciat mutatnak.

Megallapitottuk, hogy 5 GIcNAc egység a szubsztratban nem elég ahhoz, hogy az
enzim 0Osszes alhelyét lefedje. A DspB alhely térképének pontos meghatarozasdhoz
hosszabb szubsztratok eldallitasa sziikséges.

Javaslatot tettlink az enzim pontosabb besoroldsara a kiilonb6z6 adatbazisokban.
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