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2. Bevezetés

Az o-amilazok (EC 3.2.1.1) igen elterjedt enzimek, melyek csaknem minden ¢él6
szervezetben megtalalhatoak. Szénhidratokon haté enzimek, melyek a ndvényekben a
tartaléktapanyagok hidrolizise, az éallatok és az ember esetében a taplakozassal felvett poli- és
oligoszacharidok bontasa révén nélkiilozhetetlenek a szénhidratanyagcsere soran. A bakterialis
eredetii, a novényi, az allati és a human o-amildzok vizsgalatat egyarant indokolja széleskori
felhasznalasuk és az ipar szamos teriiletén, pl. a gydgyszeriparban, valamint a klinikumban
betdltott jelentds szerepiik.

Az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok tanulmanyozasa révén kozelebb keriilhetiink az
amilazok mikodési mechanizmusanak megértéséhez, melyre szamos szénhidratkémiai,
glikobiologiai és biokémiai eszkoz is rendelkezésiinkre all. Az a-amilazok aktiv centrumanak
térképezésére iranyuld vizsgalatok nemcsak az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok kvantitativ
meghatarozasat foglaljak magukba. Elvalaszthatatlan téle az enzimoldgiai mérésekhez
sziikkséges maltooligoszacharid szubsztratok eléallitasa is. A kemoenzimatikus szintézissel
eléallitott  valamint az  Osszetett termékelegyeket alkotdé  molekuldk  analizise
elvalasztastechnikai problémak megoldasat is sziikségessé teszi. A transzglikozidaz aktivitas
tanulmanyozasa révén szintén jelentés ismeretek nyerhetdk az enzimek mikodésére
vonatkozoan. A transzfer reakcioval torténd glikozilezések hasznos eszk6zok lehetnek nemcsak
a szerves kémiai szintézisek soran felmeriild problémék megoldasara, hanem az amildzok
vizsgalatara alkalmas inhibitor ¢és aglikon vagy glikon csoporttal jelolt oligomerek
kemoenzimatikus eléallitasara is.

Az aktiv centrum térképezésének termékanalizisen alapuld moddszerét igen elterjedten
alkalmazzdk, azonban a megbizhato alhelytérképek elkészitéséhez sziikséges kromogén
szubsztratok elérhetdsége meglehetdsen korlatozott. A megfeleld tagszamt oligomerbdl allo
szubsztratsorozatok kevés tagja érheto el a kereskedelmi forgalomban, ¢s ezek ara igen magas.
Tiszta formaban torténd eldallitasuk és a bontasi képek meghatarozasa, azaz a termékanalizis
soran a molekuldk elvalasztdsa és mennyiségi meghatarozdsa HPLC technika alkalmazasat
teszi sziikségessé, ami idGigényes és nagy oldodszerigényli folyamat. A kisérletes eljarasok
tamogatasara, koltségeinek vagy idéigényének csokkentésére szamos esetben alkalmaznak
szamitogépes eljarasokat. Az aktiv centrum térképezésre iranyuld vizsgélatokban jelentds
segitséget jelentett példaul a SUMA szoftver (,,Subsite mapping of a-amylases”) kifejlesztése,
mely az a-amiladzok alhelytértépezését az adatok gyors feldolgozasa és kiértékelése révén tette

egyszeribbé ¢és hatékonyabba. Az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok tanulmanyozasanak



tovabbi hatékony eszkoze lehet a molekulak rontgenkrisztallografidval meghatarozott
szerkezetetének molekularis modellezéssel torténd elemzése. Szamos esetben hasznaltak
bioinformatikai modszereket az a-amildzok szerkezet-funkcid Osszefiiggéseinek vizsgalatara,
azonban nem ismert olyan eljaras, mely a rontgenkrisztallografias szerkezeteik vagy a homolog
modelljeik felhasznalasaval tenné lehetdvé az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok kvantitativ
meghatarozasat. A molekulamechanikai szamitasok lehetdséget adhatnak a vad tipust enzimek
miikddésének jobb megismerésére €s a modositott enzimek tulajdonsagainak joslasara. Ezért a
bioinformatikai modszerck felhasznalasa a kisérletes vizsgalatok tamogatasaban szamos
elénnyel jarhat akar a kisérletes adatok gyors és egyszeri joslasa, akar a koltségek csokkentése
szempontjabol.

Doktori munkamat 2006-ban kezdtem el, bekapcsolédva az a-amilazok enzim-
szubsztrat kolcsonhatasainak felderitésére iranyuld kutatasokba. Az a-amilazok hidrolitikus és
transzferaz aktivitdsanak vizsgalatdra, valamint az aktiv centrum térképezésére iranyulod
enzimologiai vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Természettudomanyi és Technoldgiai
Karanak (DE TEK TTK) Biokémiai Tanszékén végeztem, Dr. Harangi Janos témavezetésével
¢s Dr. Gyémant Gyongyi iranyitasaval. Munkdm az enzimologiai kutatadsok kiterjesztését és
bioinformatikai eljarasok alkalmazasat célozta, igy mar Kkezdetekél fogva szoros
egylittmiikodeés alakult ki a Debreceni Egyetem Orvos- €s Egészségtudomanyi Centrumanak
(DE OEC) Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézetével. Az a-amilaz enzimek molekularis
modellezéssel torténd vizsgalatai soran csatlakozhattam a Retroviralis Biokémiai Laboratorium
Szerkezeti Biologiai és Bioinformatikai Csoportjahoz, ahol nagy tapasztalattal rendelkeztek a
molekularis modellezéssel torténd vizsgalatokban ¢és a bioinformatikai  moddszerek
alkalmazéasédban. A munkahoz sziikséges elméleti és gyakorlati feltételeket Dr. Bagossi Péter
csoportvezetd biztositotta szamomra, aki a munka irdnyitdsa mellett kezdettdl fogva vallalt

témavezetdi feladatokat is.



3. Irodalmi attekintés és célkitiazés

3.1 a-Amilazok elofordulasa és jelentosége

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

Az o-amilazok jelentOségét széleskorli felhasznaldsuk is mutatja. A vilagszerte ipari
felhasznalas céljabol eléallitott enzimek megkozelitdleg 30%-at az a-amilazok teszik ki (van
der Maarel és mtsai., 2002). Tulnyom6 tobbségiik mikrobidlis eredetli, kdszonhetden annak,
hogy egyszerlien és nagy mennyiségben allithatok eld biotechnoldgiai eljarasokkal és az ipari
célu felhasznalas szempontjabol elényos tulajdonsagokkal rendelkeznek. Napjainkra a
keményitd savas hidrolizissel torténd bontasat egyre inkabb felvaltottdk a keményitdbontd
enzimeket haszndlo, hatékony és kornyezetbarat technologidk, melyekben igen fontos szerep
jut az a-amilazoknak. A Bacillus licheniformis a-amilaz (BLA), a Bacillus amyloliquefaciens
a-amilaz (BAA), a Bacillus stearothermophylus maltézképzé o-amilaz (BSMA) és az
Apergillus oryzae TAKA-amilaz (TAA) az iparban legelterjedtebben hasznalt enzimek kozé
tartoznak, elsdsorban nagy héstabilitasuk miatt (Haki és mtsai., 2003). Az iparban elsésorban a
keményité ipari méretii hidrolizisére hasznalnak o-amilazokat a modositott keményito,
maltodextrin, maltotrioz és gliikdz szirupok eldallitdsa soran (van der Maarel és mtsai., 2002).
Nélkiilozhetetlen enzimek szamos, a keményitd felhaszndldsdn alapuld eljards soran az
¢lelmiszeriparban (cukoripar, soripar, siitdipar, gylimolcslevek gyartdsa), a papiriparban, a
tisztitoszerek gyartdsdban, a textiliparban, a szennyvizkezelési eljardsokban ¢és a
biolizemanyagok eléallitasaban is, valamint az allateledelek fontos adalékanyagai (Gupta és
mtsai., 2003; de Souza és mtsai., 2010). A keményitd hidrolizise révén Osszetett termékelegy
keletkezik, mely kiillonb6z6 tagszamii maltooligoszacharidok ¢és gliikoz elegyébdl all. A
termékosszetétel nagyban fiigg az enzim eredetétdl, specificitasatol, pH ¢és homérsékleti
optimumatol, ezért az utdbbi években szdmos torekvés iranyult az ipari felhasznalast enzimek
tulajdonsagainak (pH és homérsékleti optimum, termékmintazat, stb.) célzott megvaltoztatasara

(Svensson 1994; Nielsen ¢€s mtsai., 2000; Kelly és mtsai., 2009; Prakash és mtsai., 2010).



A novényi amilazok kozil az arpa (Hordeum vulgare) a-amilaz 1 és 2 izoenzimek
(AMY1 és AMY?2) szerepe élelmiszeripari felhasznalasuk miatt jelentds, legnagyobb meny-
nyiségben a sOripar hasznal arpa a-amilazt a keményitd hidrolizisére (Finnie és mtsai., 2009).

Az emberi szervezetben kiilsO elvalasztast mirigyek, a nyalmirigyek és a hasnyalmirigy
termelnek a-amildzokat. A human nyal a-amilaz (HSA) és a humén pankredsz a-amilaz (HPA)
enzimek a taplalékkal felvett szénhidratok emésztéséért felelosek. A szérumban és a vizeletben
mérheté amilaz szint valtozik az életkorral, tovabba befolyasolhatja a taplalkozas modja, a
dohanyzas, az alkoholfogyasztas, fizikai és pszichologiai hatasok is. Az amilaz szintjének
meghatdrozasa fontos a hasnydlmirigyet és a nyalmirigyeket érinté rendellenességek és
bizonyos betegségek diagnosztizalasaban is (Rohleder és mtsai.,, 2009). Az amilaz szint
emelkedése tapasztalhatd példaul pancreatitis vagy mumpsz esetében is (Bhagavan 2002). Az
amilazok gatlasa fontos szempont lehet a vércukorszint csokkentésére irdnyuld diétas étrend
kialakitasakor (Bhagavan 2002). A vércukorszint csokkentésére amilaz inhibitorokat is
hasznalhatnak, ezért az o-amilazok a gyogyszertervezés fontos célpontjai. A szervezetbe
bejutott szénhidratok lebontasa ezaltal gatolhato, a felszivodd szénhidratok mennyiségének
csokkentése fontos példaul a hyperglycaemia, a diabetes és az elhizas kezelésében is. A
legaltalanosabban hasznalt inhibitor az akarboz (Precose) (Tierney és mtsai.,, 2004), de
hatékony amilaz inhibitoroknak bizonyultak példaul az akarboz kiilonb6z6 szarmazékai (YYoon
¢s mtsai., 2003), a természetes eredetli tanninok (Kandra és mtsai., 2004; Zajacz és mtsai.,
2007) és bizonyos szintetikus inhibitorok is (Gyémant és mtsai., 2003)(Kandra és mitsai.,
2005b). A HSA fontos tulajdonsaga, hogy hidrolitikus aktivitdsa mellett baktériumkotd
képességgel is rendelkezik. Hidrolitikus aktivitasat megérizve képes elsGsorban Streptococcus
baktériumokat kotni. Az enzim a hidroxiapatithoz kotddve vesz részt a fog felszinén kialakulo
plakkok képzésben is. A szénhidratok bontdsabdl szarmazd oligoszacharidokat a baktériumok
hasznositjadk és a felszabadulé bomléstermékek szerepet jatszanak a fogszuvasodas
kialakulasdban (Scannapieco és mtsai., 1993). Ezért a nyal amildz inhibitorokkal torténd

gatlasa révén megeldzhetd lehet a fogszuvasodas kialakulasa.

3.2 a-Amilazok besorolasa, az a-amilaz csalad jellemzése

Az o-amilazok (a-1,4-gliikan-4-gliikanohidrolazok; EC 3.2.1.1) a glikozid hidrolazok
csaladjaba tartozé enzimek, melyek a keményité és a keményitével rokon szerkezetli poli- €s

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



konfiguraciot megtartd retencios Katalitikus mechanizmussal. Besorolasuk haromféle
csoportositas szerint IS torténhet.

Az els6 csoportositdsi mod altalanosan alkalmazhaté az enzimekre. A Nemzetkozi
Biokémiai és Molekularis Biologiai Egyesiilet (,,International Union of Biochemistry and
Molecular Biology”, IUBMB) az enzimeket az altaluk katalizalt reakcio tipusa szerint és a
szubsztratspecificitds alapjan enzimosztalyokba, alosztdlyokba ¢és azon beliill tovéabbi
csoportokba sorolva rendszerezi (www.iubmb.org). Minden egyes enzim rendelkezik egy
specifikus azonositoval, melyet a Nevezéktani Bizottsag (,,Nomenclature Committee of
IUBMB?”) hagy jova. Az a-amilazok (EC 3.2.1.1) a hidrolaz enzimosztalyon beliil (EC 3.-.-.-) a
glikozilaz enzimek alosztalyaba (EC 3.2.-.-) és az O- és S-glikozidos kotéseket hidrolizalo
glikozidazok (EC 3.2.1.-) csoportjaba tartoznak (,,Enzyme Structures Database”)
(www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/enzymes).

A masik csoportositasi mod a szénhidratokon haté enzimek szekvenciaja és szerkezete
kozotti hasonlosagon alapuld osztalyozasi rendszer, melyet Henrissat vezetett be (Henrissat
1991). A szénhidratokon haté enzimek osztalyozasanak céljabol létrehozott adatbazis, a
,Carbohydrate-Active enZYmes Database” (CAZy) tartalmazza a glikozid hidrolazok, a
glikozil transzferazok, poliszacharid lidzok és szénhidrat észterdzok csoportositdsat és a
katalitikus folyamatokért felelds fehérjékre vonatkozd informécidkat is (Cantarel és mtsai.,
2009). A CAZy (www.cazy.org) folyamatosan frissiilé informacios adatbazis, mely a glikozid
hidrolazokat 2011.03.09-ig 6sszesen 123 enzimcsaladba sorolja (Henrissat és mtsai., 1993;
Henrissat €s mtsai., 1996; Cantarel és mtsai., 2009).

A szénhidratokon haté enzimek gyakran tartalmaznak jol meghatarozott szerkezetii,
onallo katalitikus aktivitassal nem, de szénhidrat-koté aktivitassal rendelkezé funkcionalis
doméneket, tigynevezett szénhidrat-k6t6 modulokat (,,carbohydrate-binding module”, CBM).
Az ilyen modulokat tartalmazo enzimeket a CAZy egy integralt rendszer szerint ugynevezett
szénhidrat-kot6 modul csaladokba rendszerezi (,,Carbohydrate-binding Module Family
Classification”). Az adatbazis a 2011.03.09-i allapot szerint dsszesen 61 szénhidrat-kdté modul
csaladot tartalmaz (www.cazy.org/Carbohydrate-Binding-Modules.html).

A harmadik csoportositasi mod szerint az amilolitikus enzimek, azaz a keményitd, a
glikogén ¢és a rokon szerkezetii poli- és oligoszacharid szubsztratok glikozidos kotéseit
hidrolizal6 illetve szintetizald enzimek alapvetden négy csoportba sorolhatdéak (Kuriki és

mtsai., 1999):



1) a-(1—4) glikozidos kétéseket hidrolizalok:

pl. a-amilazok (EC 3.2.1.1), B-amilazok (EC 3.2.1.2), gliikkoamilazok (EC 3.2.1.3);
2) a-(1—6) glikozidos kétéseket hidrolizdlok:

pl. pullulanaz (EC 3.2.1.41) és izoamilaz (EC 3.2.1.68);
3) a-(1—4) glikozidos kotéseket létrehozok:

pl. ciklodextrin-gliikoziltranszferaz (EC 2.4.1.19);

4) a-(1—6) glikozidos kitéseket létrehozok:

pl. (1—4)-o-D-glikan: (1—4)-a-D-gliikkdn-6-0-D-((1—4)-a-D-gliikkano)-transzferaz,
azaz elagazast 1étrehoz6 enzim (EC 2.4.1.18) és oligo-1,6-gliikozidaz (EC 3.2.1.10).

A legismertebb amilolitikus enzimek az a-amilazok (EC 3.2.1.1), a B-amilazok (EC
3.2.1.2) és a glikoamilazok (EC 3.2.1.3). Mindharom enzim a glikozid hidrolazok kozé
tartozik, azonban a szekvencidk, a haromdimenziés szerkezetek és a katalitikus
mechanizmusok kozotti eltéréseken alapuld osztalyozasnak megfelelden kiilonbozé glikozid

hidrolaz (GH) csaladokba tartoznak (Janec¢ek 2009) (1. tablazat).

1. Tablazat Kiilonbozo glikozid hidrolaz csaladok tulajdonsagai a CAZY adatbazis alapjan.

it | e | A | o | ot | oo | o
13 GH-H 22 (B/o)g retencios Asp Glu
14 1 (B/a)g inverzios Glu Glu
15 GH-L 3 (a/ar)g inverzios Glu Glu
70 GH-H 4 (B/a)g retencios Asp Glu
77 GH-H 1 (B/o)g retencios Asp Glu

A Henrissat-féle osztalyozason alapuld rendszerezés szerint az a-amilazok a glikozid
hidrolaz enzimek 13. csaladjaba tartoznak. A GH13, a GH70 és a GH77 csaladok egyiitt
alkotjak a glikozid hidrolaz csalad H klanjat (GH-H) (MacGregor és mtsai., 2001) (1. tablazat).
A GH-H klanba sorolt enzimek 4altal alkotott csoportot a-amildz csalddnak is nevezik
(MacGregor és mtsai., 2001). A GH-H klan tagjai sok k6zos tulajdonsaggal rendelkeznek, de a
szekvencia és szerkezeti hasonlosagokon alapuld rendszerezésnek koszonhetden az a-amilaz
csalddon beliil mintegy 30 kiilonb6z6 specifitasti enzim talalhato, koztiik hidroldzok (EC
3.2.1.-), transzferazok (EC 2.4.1.-) és izomerazok is (EC 5.4.99.-) (Cantarel és mtsai., 2009).
Az o-amilaz enzimek talnyomé tobbsége a GH13 csalad tagja, azonban néhany, a GH13



enzimektdl szekvencijaban és szerkezetében is jelentdsen eltéré a-amildz a GHS57 csaladba
tartozik, de talalunk példat a GH119 csaladba tartoz6 a-amildzra is (Janecek 2009).

A GH-H klénba, azaz az a-amildz csaladba tartoz6 enzimek kozos tulajdonsaga, hogy
(Kuriki €s mtsai., 1999; MacGregor és mtsai., 2001; Janecek 2002; van der Maarel és mtsai.,
2002; Janecek 2009):

1) a-glikozidos kotéseken fejtik ki hatasukat;

2) az o-anomer konfiguraciot megtartd (retencids) katalitikus mechanizmussal miikodnek:
felszabadulasa mellett, vagy a-glikozidos kotést hoznak létre transzglikozilezéssel,

3) legalabb 4 konzervalt régidt tartalmaznak, amelyek tartalmazzak az Osszes Kkatalitikus
aminosavat ¢és a legfontosabb szubsztratk6td helyeket;

4) azonos katalitikus mechanizmus szerint miitkdé (B/a)s-hordé szerkezetli fehérjék, melyek
esetében a (P/a)s-hordd szerkezetben a katalitikus nukleofil aszpartat a f4-redd végének
kozelében, a katalitikus proton donor glutamat a B5-redé végének kozelében és az atmeneti

allapot stabilizalasaért felelGs aszpartat a f7-red6 végének kozelében helyezkedik el.

3.3 a-Amilazok miikodése

Az enzim specifitasatol fiiggéen a glikozidazokat két csoportba lehet osztani: a
retencios és az inverziés mechanizmussal miikodé enzimekre (Koshland 1953; Withers 2001).
Az a-amilazok (EC 3.2.1.1) retenciés mechanizmussal miikodé enzimek, azaz az endo moédon
torténd tamadas révén a lanc belsejében 1€vo glikozidos kotéseket az a-anomer konfiguracid
termékek, elsésorban oligoszacharidok szabadulnak fel. Inverzios mechanizmussal, azaz az
a-anomer konfiguraciot megvaltoztatd mechanizmussal miikddnek példdul a B-amildzok

(EC 3.2.1.2), melyek a-(1—4) glikozidos kotéseket hasitanak. A nem-redukald végrél exo

crc

crer

hidrolizalt glikozidos kotés konfigurdcidjara. Mig az inverziés enzimek egyszeres
behelyettesités (,,single displacement”) mechanizmus szerint miikddnek, addig a retencids
enzimek katalitikus mechanizmusa a Koshland 4altal javasolt kettds behelyettesités
mechanizmuson (,,double displacement mechanism”) alapul (Koshland 1953). A katalizis

folyamatat a retencidos mechanizmust amilazok esetében az 1. abra szemlélteti (Koshland 1953;

Withers 2001).
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1. dbra A retencios mechanizmussal torténo kettos behelyettesitési katalitikus folyamat lépései
hidrolizis és transzglikozilezés esetén.

1) A szubsztrat bekotédése utan a sav/bazis katalizator glutamat protonalja a katalitikus hely
mellett kotott glitkoz molekulak kozotti a-(1—4) glikozidos kotés oxigénjét, a nukleofil
aszpartat megtamadja a gliikkoz C-1 szénatomjat.

2) Kovalens glikozil-enzim intermedier allapot alakul ki egy oxokarbonium ion jellegii
atmeneti allapoton keresztiil.

3) A protonalt gliikkoz tavozik a szubsztratkotd helyrdl. Ekozben egy vizmolekula (vagy egy
akceptor molekula) 1ép be az aktiv helyre és tamadja a gliikkoz és a katalitikus nukleofil
aszpartat kozotti kovalens kotést.

4) Ismételten egy oxokarbonium ion jellegli atmeneti allapot alakul ki.

5) Az enzim és a szubsztrat kozotti kovalens kotés hasitasaval a glikozil-enzim kovalens
intermedier allapot felbomlik. A bézikus katalizator glutamat felvesz egy hidrogént a
bejovo vizmolekulatol. A vizmolekula oxigénje helyettesiti a gliikoz €s az aszpartat kozotti

oxokarbonium kotést, igy 1étrejon a gliikoz C-1 pozicidjanal egy 1j hidroxil csoport.
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A kettds behelyettesitéssel torténd katalizis folyamataban kozvetleniil csak a katalitikus
nukleofil aszpartat és a Katalitikus proton donor glutamat vesz részt, a harmadik katalitikus
aminosav, az atmeneti allapot stabilizalasaért felelés aszpartat hidrogénhid kotéssel kotodik a
jarul hozza a glikozidos kotés hidrolizis¢hez (1. dbra). Amennyiben a vizmolekula helyett egy
szénhidrat molekula szabad hidroxil csoporja tdmadja a kovalens glikozil-enzim intermediert,
akkor a hidrolizis helyett transzglikozilezés torténik (1. abra), azaz 0j glikozidos kotés alakul ki
a glikoz C-1 atomja és az akceptor O-4 atomja kozott (Withers 2001). A retencios
mechanizmussal miikodo glikozid hidrolazok transzglikozilezésre valo képességét tobb esetben
Is igazoltak (Crout és mtsai., 1998; Palcic 1999; Withers 2001).

Minddssze négy olyan aminosav talalhatd az a-amilaz csaladon (GH-H klan) beliil,
mely teljes mértékben konzervalt a csalddba tartoz6 minden enzim esetében (Machovic és
mtsai., 2003). A TAA szekvencidjanak megfeleld szamozas szerint a P4-red6 végének
kozelében elhelyezkedé katalitikus nukleofil aszpartat (Asp206), a B5-redé végének kozelében
a katalitikus proton donor glutamat (Glu230) és az atmeneti allapot stabilizalasaért felelds
aszpartat (Asp297) a P7-red6 végének kozelében (2. abra), valamint a katalitikus hely
kozvetlen kozelében a P4-redon elhelyezkedd arginin (Arg204). A 3. és 7. P-redon
elhelyezked6 His122 és His296 aminosavak is az atmeneti allapot stabilizalasaért felelések
(Sogaard, Kadziola et al. 1993) és teljes mértékben konzervaltak az a-amilazok (EC 3.2.1.1), a
maltozképz6 amilazok (EC 3.2.1.133), izoamilazok (EC 3.2.1.68) és a ciklodextrin
glikoziltranszferazok (EC 2.4.1.19) esetében, azonban a GH-H klan t6bbi enzime kozott nem
(Machovic és mtsai., 2003).

Az o-amildzok egyszeres (,single attack™), tobbszords (,,multiple attack™) vagy
rendszertelen tamadassal (,,random attack™) hathatnak a szubsztraton (Robyt és mtsai., 1967;
MacGregor és mtsai., 1985). A tobbszoros timadas soran az enzim az aktiv helyen kotott
szubsztrat polimer tobb glikozidos kotését is hidrolizalja, mieldtt a kialakult enzim-szubsztrat
komplex felbomlana. Ha a felszabadulé termékek is szubsztratjai az enzimnek, akkor
masodlagos tamadas (,,secondary attack™) kovetkezhet be, ami a termékek hidrolizissel vagy

transzglikozilezéssel torténd atalakitasat jelenti.
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3.4 a-Amilazok szerkezete

Az a-amilazok egyetlen polipeptidlancbdl alloé enzimfehérjék. Harmadlagos szerkezetiik
alapjat a (B/a)g-hord6 szerkezetli katalitikus domén (A domén) képezi, mely az a-amilazok
tulnyomo tobbségében a fehérje N-terminalis végén helyezkedik el (2. abra).

A jellegzetes (P/o)s-hordd szerkezetet az a-amilazok kozil elészor az Aspergillus
oryzae-bol szarmazo TAKA-amilaz esetében mutattdk ki (Matsuura €s mtsai., 1984). A (B/a)s-
hordo szerkezetet ,,TIM hord6”-nak is nevezik, ugyanis elészor tridzfoszfat-izomeraz enzimben

irtdk le (Banner €s mtsai., 1975).

A

Q"ﬂ'l“ inalis vég A domén C-terminalis vég

2. dbra Az AMY1 kristalyszerkezetének (PDB kod: 1RPK) szalagmodellje (4) és a szerkezet
sematikus dbrazolasa (B). Az A domént alkoto p-redoket sarga nyilak, az a-hélixeket piros
hengerek, a hurokrégiokat sotét vonalak jelolik, a B domén zéld, a C domén lila szini. A
katalitikus aminosavak, azaz a nukleofil (N), a proton donor (P) és a stabilizator (S) a
konzervalt régiokon beliil (1-V. szamu kék szinii keretek) helyezkednek el.
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A nyolc parallel B-béta redo teljesen zart szerkezetet - mintegy hordot - alkotva képezi a
fehérje belsé magjat, a nyolc alternald a-hélix ezen a hordon kiviil helyezkedik el. A katalitikus
aminosavak a hordo szerkezetet alkotd B-reddket és az azokat koriilvevo a-hélixeket 6sszekotd
hurokrégiokban helyezkednek el (2. ébra). Ez a (P/a)s-hordd6 nemcsak az a-amildz csalad
enzimeire jellemzd, hanem altalanosan eléforduld P/a-szerkezet. Az ismert fehérjék 10 %-aban
megtalalhato, koztik szamos eltérd aktivitasii enzimben, igy példaul oxidoreduktazokban,
transzferazokban, hidrolazokban, lidzokban és izomerazokban is (,,Database of TIM barrel
Enzymes”, http://www.mrc-Imb.cam.ac.uk/genomes/date).

Az o-amilaz csalad minden enzimében megtalalhatdo egy tovabbi domén: a B domén
(van der Maarel és mtsai., 2002), mely az A doménbe illeszkedik és a (P/a)s-hordd szerkezet
B3-reddje ¢és a3-hélixe kozotti hurokrégioban helyezkedik el (2. abra). Az A és B domén
kozotti arokban talalhatd szubsztratk6td helyeket azon aminosav oldallancok alakitjak ki,
melyek a hordé szerkezetet alkotd B-redék C-terminalis végeihez csatlakozo hurokrégiokban
helyezkednek el (MacGregor és mtsai., 2001). Az enzimek specificitasa kozotti kiillonbségek a
szubsztrattal vald kolcsonhatasok kialakitasaért felelds hurokrégiokon beliili eltérésekbol
(Svensson 1994; Janecek ¢s mitsai., 1997) és a B domén hosszsaganak, szekvencidjanak és
masodlagos szerkezetének eltéréseibdl is adodnak (Jespersen és mtsai., 1991; Janecek és
mtsai., 1997; MacGregor €s mtsai., 2001; Pujadas €és mtsai., 2002).

Az a-amilazok tartalmaznak egy ugynevezett C domént is, mely a fehérje C terminalis
részén helyezkedik el, kozvetleniil az A domént kovetden (2. abra). A C domén 0Onalld
katalitikus aktivitassal nem rendelkezik, de fontos szerepe van a fehérjeszerkezet stabilitasdnak
kialakitasaban és foldingjdban, tovabbd az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok kialakitasdban
(MacGregor és mtsai., 2001). A C domén gordg-kulcs motivumot tartalmazo, antiparallel -
redokbol allo domén. Szekvencidja és szerkezete nagy valtozatossagot mutat az o-amilazok
kozott (Robert és mtsai., 2003). A GH-H klan enzimei koziil a C domén jellemzéen nem
talalhato meg a GH70 és a GH77 csaladba tartoz6 enzimekben (Janecek és mtsai., 2003).

Az a-amilaz csaladon beliili enzimek az A, B és C doménen kiviil tovabbi N és/vagy
C terminalis doméneket is tartalmazhatnak. Osszesen nyolc tovabbi kiilonbdzé domén
jelenlétét mutattak ki (van der Maarel és mtsai., 2002). A maltozképzé a-amilaz (BSMA) és a
ciklodextrin gliikoziltranszferaz esetében a fehérje karboxi-terminalis végén, a C domént
kovetden elhelyezkedd D domén pontos funkcidja nem ismert (Jespersen €s mtsai., 1991;
Janecek 2002). Szamos, az o-amildz csalddba tartozd enzim tartalmaz egy ugynevezett E
domént, mely a katalitikus doméntdl tavol elhelyezkedé modul, aminek a keményitészemcsék

kotésében van szerepe. Az E domént keményitd-koté doménnek (,,starch-binding domain’)

14



vagy szénhidrat-koté modulnak (,,carbohydrate binding module”) is nevezik (Janecek és mtsai.,
moédon hatd illetve a-(1—6) glikozidos kotések vagy elagazasok hidrolizisét katalizalo
enzimekben figyelték meg (Jespersen és mtsai., 1991). Szamos a-amilazt soroltak kiilonb6z6
szénhidrat-k6td modul (CBM) csaladokba, azonban kizarolag a fonalas gombakbol, Gram-
pozitiv baktériumokbol, y-proteobaktériumokbol és bizonyos Archea fajokbol szarmazo a-
amilazok tartalmaznak szénhidrat-k6té modult (Janecek és mtsai., 2003). Fontos megjegyezni,
hogy a vizsgalatainkban szereplé a-amilazok (EC 3.2.1.1) nem tartalmaznak az A, B és C
doméneken kiviil tovabbi doméneket, ezért nem sorolhatéak egyetlen CBM csaladba sem.
Kivételt képez a BSMA (EC 3.2.1.133) 6t doménbdl allo maltdozképz6 amilaza, mely A, B, C,
D ¢és E doméneket tartalmaz6 fehérje (Dauter és mtsai., 1999). A CBM20 csalad tagja, mely a
legkorabban 1étrehozott és a legalaposabban tanulmanyozott szénhidratkoté-modul csalad
(Christiansen és mtsai., 2009).

Minden ismert o-amilédz tartalmaz konzervalt Ca®* iont, mely az A és B domén
illeszkedésénél helyezkedik el. A Ca®" ionnak fontos szerepe van a fehérje megfeleld
feltekeredésében (foldingjaban), a szerkezet stabilizaldsdban, a hdstabilitas kialakitasaban és
ezaltal az aktiv enzimforma kialakitasaban (Nielsen és mtsai., 2000). Szamos amilaz esetében
figyelték meg a Ca** ionon kiviil tovabbi fémionok jelenlétét. A BLA és a BAA esetében Na*
ion jelenlétét mutattak ki (Brzozowski és mtsai., 2000). ClI™ iont elsésorban az eml8s6kbdl és
bizonyos baktériumokbol szarmazé enzimek tartalmaznak. A Cl  ion allosztérikus
aktivatorként szolgal az enzim szamara (D'Amico és mtsai., 2000). A Cl ion kotésében
résztvevd Argl95 és Asn298 a legtobb amilazban megtaldlhatdo (PPA szdmozas szerint). Az
Arg337 azonban a Cl ion-fiiggd amilazokra specifikus (D'Amico és mtsai., 2000). Cl ion-
fliggd amilazok példaul az Alteromonas haloplanctis a-amilaza, a HSA, a HPA és a PPA is.
Jellemzd rajuk a P7-red6t kovetd flexibilis hurokrégié megléte (PPA szdmozés szerint
Asn298—Ser311), mely hidnyzik a C1™ ion-fiiggetlen enzimekbdl (AMY'1, AMY2, TAA, BLA,
BAA ¢és BSMA), amit a megfeleld aminosavak delécidja €s az adott régio eltérd foldingja is

mutat (Maurus €s mtsai., 2005).

3.5 a-Amilazok alhelyszerkezete, aktiv centrum térképezés

A glikozid hidrolaz enzimek az oligomer vagy polimer szubsztrat egy-egy monomer
egységével az egyes szubsztratkotd alhelyeken alakitanak ki kolesonhatast. A szubsztratktd

alhelyekre vonatkozo altalanosan elfogadott nevezéktant Davies és munkatarsai vezették be
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(Davies és mtsai., 1997). A nomenklatara alapjan az alhelyek szdmozasa a katalitikus helytdl
balra a nem-redukaldo vég (vagy masnéven glikon-koté helyek) felé kiindulva negativ
szamokkal torténik, a redukaldé vég (vagy masnéven aglikon-koté helyek) felé jobbra az

alhelyeket pozitiv szamok jeldlik (3. abra).

-4 -3 -2 -1 +1 2 3

OH oH OH OH oH OH OH
OH OH
HO'wo °“°uo Hoto oo OH Oyo %o Owo OH OH

3. abra A HSA maltoheptadzzal alkotott komplexének sematikus dbrazolasa. A hasitds helyét
nyil mutatja.

Az a-amilaz csalad (GH-H klan) enzimei o-(1—1), a-(1-2), oa-(1—3), a-(1—4),
a-(1—5) vagy o-(1—6) glikozidos kotéseket tartalmazo szubsztraton is kifejthetik hatasukat.
Ezen szubsztratok egyetlen kozos tulajdonsaga az, hogy olyan a-glikozidos kotéssel kapcsolt
gliikoz egységet tartalmaznak, mely az elsd aglikon-kotd helyre képes kotédni (MacGregor és
mtsai., 2001). A GH13 csalad enzimei azonos katalitikus mechanizmussal miikodnek, amit a
szubsztratkotd hely kialakitasaért felelés hurokrégiok azonban nagymértékii valtozatossagot
mutatnak az a-amilazok ko6zott, a szubsztratkoté arok szerkezete, a szubsztratkotd alhelyek
szama és azok felépitése az egyes enzimekre jellemz6 tulajdonsag (Jespersen és mtsai., 1991)
(Janecek és mtsai., 1997; MacGregor €s mtsai., 2001; Pujadas és mtsai., 2002).

Az alhelytérképezés az aktiv centrum szubsztratk6td helyeinek vizsgalatara, az enzim és
a szubsztrat kozotti kolcsonhatdsok kvantitativ. modon torténd meghatarozasara iranyulo
eljards. A megbizhato alhelytérképek elkészitéséhez felhasznalhatd szubsztratoknak tobb
kritériumnak is meg kell felelniiik (Gyémant és mtsai., 2002; Kandra és mtsai., 2002a).
A legalkalmasabb szubsztratok a vizben jol oldodd, kis molekulatomegti, jol azonosithato,
kromogén oligoszacharid sorozatok tagjai. A kromofor csoport jelenléte biztositja a redukalo és
a nem-redukaldé végek megkiilonboztethetdségét. Az o-amilazok bontasi képeinek
vizsgalatahoz korabban hasznalt maltooligoszacharidokkal (MOS) és 4-nitrofenil csoportot
tartalmazo maltooligomerekkel (PNP-a-D-MOS) (Macgregor és mtsai., 1992) ellentétben a 2-
klor-4-nitrofenil maltooligoszacharidok (CNP-B-D-MOS) redukald végi kromofor csoportjat

rogzitd B-glikozidos kotést az a-amilazok nem képesek hasitani. A B-glikozidos kotéssel
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kapcsolt aglikon kromofor csoport biztositja, hogy a szubsztratok és a redukald végrol
felszabaduld hidrolizis-termékek is mindig tartalmazzanak kromofor csoportot. Ezek konnyen
detektalhatdak, ami lehetdévé teszi a szubsztratok és a termékek megbizhaté azonositdsat és
mennyiségiik pontos meghatarozasat is. A szubsztratsorozatnak megfeleld tagszamu (,,degree
of polymerization”, DP) oligomereket kell tartalmaznia, melyek segitségével a hossza
szubsztratkotd arokkal rendelkezd enzimek teljes kotorégioja is teljesen lefedhetd.

Az oligomer szubsztratok produktiv (hasitasi terméket add) és nem-produktiv (hasitasi
terméket nem ado) kétdmodban is kotddhetnek az a-amilaz aktiv centrumaba. Produktiv kotési
modban valamelyik a-glikozidos kotés atfedi a hasitasi helyet, ami a kotés hidroliziséhez vezet.
Ezzel ellentétben, a nem-produktiv kotdmod esetében a szubsztrat bar kotédik az aktiv
centrumhoz, azonban vagy nem fedi at a hasitohelyet vagy olyan kotés (példaul B-glikozidos
kotés) esik a hasitohely folé, amit az enzim nem képes hasitani. Az endo mdodon hato enzimek
esetében a lancon beliili kotések hasitasa, a kiilonb6z6 kotési modoknak koszonhetben Osszetett
termékmintdzatot eredményez. A bontasi kép (,,action pattern”) alapjan meghatarozhatd a
kiilonb6z6 produktiv komplexek kotéshasitasi gyakorisaga (,,bond cleavage frequency”), mely
felhasznalhato lehet az alhelyek kotési energiainak meghatarozasara.

Az alhelytérképezés moddszerét az 1970-es években egymastdl fiiggetleniil, tobb
munkacsoport is kidolgozta. A Hiromi altal kidolgozott Kinetikai eljaras a kiilonb6z6 tagszamu
szubsztratok hidrolizise sebességének meghatarozasan alapul és az exo-amilazok aktiv
centrumanak térképezésére alkalmas (Hiromi 1970). Az Allen és Thoma altal kidolgozott
eljaras kizardlag az endo hatdsmechanizmusu enzimek esetében szolgal az alhelytérképek
termékanalizisen alapuld meghatdrozasara (Allen és mtsai., 1976a; Allen és mtsai., 1976b).
A Suganuma altal kidolgozott eljaras kombinalja a kinetikai paraméterek és a bontasi képek
felhasznalasat (Suganuma és mtsai., 1978).

A Biokémiai Tanszéken Gyémant ¢és munkatarsai egy, az a-amildzok
alhelytérképezésére szolgald szoftvert fejlesztettek ki (Gyémant ¢&s mtsai., 2002).
Az ingyenesen hozzaférhet6 SUMA szoftver (,,Subsite mapping of a-amylases”) az Allen és
Thoma altal kidolgozott mddszeren alapul (Allen €s mtsai., 1976b; Allen és mtsai., 1976a).
A szoftver a bontasi képekbdl szamitott kotéshasitasi frekvencidkat haszndlja az egyes
szubsztratkotd alhelyek kotési energidjanak meghatirozasara a 4. dbran bemutatott egyenlet

szerint (4. abra).
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4. abra A SUMA adltal hasznalt egyenlet, ahol AG,; a 1+1 alhely kétési energiaja, AGx az X
alhely kotési energidja, P, és P, a termék kétéshasitasi frekvencidja, mely olyan kétomodbol
szarmazik, melyben a szubsztrat redukdlo vége a 1 és a 1+1 kétohelyekhez kapcsolodik
(Gyémant és mtsai., 2002).

Adatbevitel ,Chart”

- mért adatok - alhely energia terkep

- kétéhelyek szama - interpolacio

- hasitohelyek pozicioja -cim

Y Y

Szamitasok ,Note”

- szamitas - szerkesztes

- Ujraszamolas * - nyomtatas

- interpolacio - mentés

- hémérséklet
Szamitasok Homeérseéklet
- egyenletek < - mérés hémeérséklete
- matrix - mas homeérseklet
- elsddlegesen szamolt értékek

Y
Ujraszamolas v
- kétéshasitasifrekvencia | nterpolécié
szamitasa kotesi energiakbol . L
- Ujraszamolt adatok megjelenitése (= ) |ntew_allqm§s Ie_pt_ek .
a Note” ablaban - energiatérkeép kirajzolasa
- mért és szamolt adatok
oOsszehasonlitasa

v

5. abra A SUMA program szerkezete (Gyémdant és mtsai., 2002).
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A SUMA program szerkezetét az 5. dbra mutatja. A mért adatok bevitele az alhelyek
torténik. A kisérletesen meghatarozott és a program 4altal jraszamolt BCF adatok kozotti
kiilonbségek minimalizalasa iteracids eljaras segitségével van lehetdség, azaz a mért és a
szamolt értékek kozotti legkisebb kiilonbség keresésével. A program nemcsak a kotési energiak
szamitasara, hanem a bontasi képek energiaértékekbdl szamitasara is alkalmas. A szamitési
eredmények kiirasa a ,,Note” ablakban, a grafikus megjelenités a ,,Chart” ablakban torténik.
A szoftver lehetdséget nyujt a kotési energidk és a bontasi képek szamitasahoz hasznalt
hémérséklet értékének ¢€s az iteracios eljards interpolacids Iéptékének valtoztatdsara is
(Gyémant ¢és mtsai., 2002).
szubsztratkotd alhelyek latszolagos kotési energia értékeit. A kozvetleniil a hasitohely mellett
elhelyezked6 alhelyek energiai nem hatarozhatoak meg a kotéshasitasi frekvanciakbol, mivel a
—1 ¢és +1 alhelyek minden produktiv komplex esetében be vannak toltve (Gyémant és mtsai.,
2002). Az alhelyek kozott megkiilonboztethetiink kot6helyeket és gatalhelyeket. Elobbiek
esetében a negativ energiaértékek az alhelyeken az enzim és a szubsztrat kozott vonzod
kolcsonhatast, utobbaik esetében a pozitiv energiaértékek taszité kolcsonhatast jelentenek.
A mutéicidk hatdsara megvaltozott bontasi képekbdl szamolt energiaértékek eltérnek a vad
tipusi enzimét6l, tehat az aminosavcserék az enzim alhelytérképének megvaltozasat is
okozzak. Az energia értékének negativabba valasa a kotési energia novekedését, azaz az
alhelyen a vonzo kolcsonhatas er6sodését jelzi. Az energia értékének pozitivabba valasa a
kotési energia csokkenését, azaz az alhely szubsztrat irdnti affinitdsanak csokkenését vagy a
gatalhelyeken a taszitd kolcsonhatas er6sodését mutatja.

A kotéshasitasi frekvenciakon alapuld alhelytérképezés modszerét szamos vad tipusu és
mutans a-amildz enzim esetében alkalmaztidk mar: BAA (Allen és mtsai., 1976a), BSMA
(Remenyik és mtsai., nem publikalt eredmény), BLA (Kandra és mtsai., 2002b), TAA (Allen és
mtsai., 1976a), rizs a-amilaz (Gyémant és mtsai., 2002), AMY1 és AMY2 (Kandra és mtsai.,
2006), PPA (Gyémant és mtsai., 2002) és HSA (Kandra és mtsai., 2003; Ramasubbu és mtsai.,
2004). Az eljaras alkalmas mas endo hatasmechanizmussal miikodé enzimek aktiv
centrumanak térképezésére is, az endo-poligalakturonaz (EC 3.2.1.15, GH28) (Benen és mtsai.,
1999; Hunt és mtsai., 2006) és az endo-p-1,4-D-xilanaz (EC 3.2.1.8, GH11) (Pollet és mtsai., )
esetében is sikeresen alkalmaztak.

Az amilolitikus enzimek nemcsak az aktiv helyen, a szubsztratk6td &arokban

létesithetnek kolcsOnhatast a szubsztrattal, hanem az aktiv helytdl tavolabb, az enzimmolekula
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felszinén elhelyezkedd masodlagos kotohelyeken is. Az AMY1 (Sogaard és mtsai.,, 1993;
Robert és mtsai., 2003), az AMY?2 (Kadziola és mtsai., 1998), a PPA (Machius és mtsai., 1996)
¢s a HSA (Ramasubbu ¢és mtsai.,, 2003) az aktiv helytdl tavol is létesit kolcsonhatast a
szubsztrattal, azonban ezek a kolcsonhatd helyek nem 6nallo szénhidrat-koté modulok, hanem
a fehérje A és/vagy C doménjain elhelyezkedd maésodlagos kotdhelyek. Onalld katalitikus
aktivitassal nem rendelkeznek, de a szubsztrattal kialakitott tobbszoros kolesonhatasok révén
fontos szerepiik van az enzim miikodésében. Az ezeket érinté mutaciok hatasara valtozhatnak a
szubsztratokkal és a termékekkel kialakitott kolcsonhatasok, a tobbszords tamadas mértéke
(,,degree of multiple attack™), az enzim aktvitidsa és a szubsztratkot alhelyek affinitasai is
(Nielsen és mtsai., 2008b).

Az enzim szubsztratkotd helyének vizsgalatira és a szerkezet-funkcid Osszefliggések
felderitésére szamos lehet6ség van. llyen modszer lehet az enzim aminosavainak iranyitott
vagy random mutagenezissel, vagy mas kovalens modositasokkal torténd megvaltoztatésa.
A modositast kdvetden elvégzett aktivitas- és kinetikai mérések informacidt adnak a modositott
aminosavak enzimmiikodésben betoltott szerepérdl. Az aktiv centrum térképezése is alkalmas a
szerkezet-funkcio  Osszefiiggések  vizsgalatara, az egyes modositasok kotéshasitasi
frekvencidkra vagy kotési energidkra gyakorolt hatdsdnak kovetésével. Tovabbi hatékony
modszer lehet az enzim szubsztrattal (Robert és mtsai., 2005), szubsztrat-analég molekulaval
vagy inhibitorral kristalyositott komplexérdl késziilt rontgenkrisztallografiai adatok elemzése.
Az enzimfehérjék haromdimenzids szerkezetének molekularis modellezéssel torténd analizise
lehetdséget biztosit a szubsztrat kotésében szerepld aminosavak felderitésére €s az enzim és a

szubsztrat kozotti kolecsonhatdsok vizsgalatara €s kvantitalasara is.

3.6 Az AMY1 szubsztratkoto helyei

Az AMY1 fehérje felszinén elhelyezkedd hosszt szubsztratkotd arok 12 alhelyet
tartalmaz, a 8 glikon és 4 aglikon-ko6té helybdl allo alhelymodellnek megfeleléen (Bak-Jensen
¢és mtsai., 2004; Kandra és mtsai., 2000).
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cukor csip esz

aktiv cenfiun

kemenyito szemcse-koto hely

6. dbra Az AMYI szerkezetének szalagmodellje (A) (IRPK.pdb). Az enzim-szubsztrat
komplexben a masodlagos kétéhelyeken (C, D) a kristalyszerkezetben taldlhato szubsztratok, az
aktiv centrumban (B) a 11 tagszamu maltooligomer szubsztrat modellje ldthato.

A —1 Kkatalaitikus alhely kialakitasaban az Asp180, a Glu205 és az Asp291 katalitikus
aminosavak mellett tovabbi erésen konzervalt aminosavak, igy az Argl78, a His93 és a His290
1s részt vesznek. Az Argl83, Glu205 ¢és Asp291 oldallancoknak a +1 alhely (Robert és mtsai.,
2005), a Met298 oldallancnak a +2 alhely kialakitasaban van szerepe (Mori és mtsai., 2001).
A szubsztratkoto arok végein a glikon és az aglikon-koto helyeket gatalhelyek szegélyezik (—8)
(+3) (+4), tovabbi belsé gatalhelyek talalhatok a —5 és a —3 alhelyeken. A —6 és a —5
alhelyeken a Cys95 felelds a szubsztratkotésért (Mori és mtsai., 2001). A hasitohely melletti
nagy energiaju —2 alhely (-7,0 kJ/mol) kialakitasaban a Met53 jatszik szerepet (Mori és mtsai.,
2002; Kandra és mtsai., 2006). A nagy affinitasi —6 alhelyen (-12,4 kJ/mol) a Tyr105 oldallanc
hidrofob (,,stacking” vagy ,ring to ring”) kolcsonhatas révén rogziti a szubsztrat glikoz
gylrtijét, mig a Thr212 a +4 alhely kialakitasaért felelés (Bak-Jensen és mtsai., 2004; Kandra

¢és mtsai., 2006) (6. abra). Az aktiv centrum nagy ¢és alacsony affinitast alhelyeinek, valamint a
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gatalhelyeknek az eloszlasa hatarozza meg a produktiv komplexek kialakuldsanak és ezaltal a
kiilonb6z6 tagszamu szubsztratok hidrolizisének sebességét. A —6 alhely nagy affinitasa révén
erdteljes horgonyzo hatast gyakorol a szubsztrat oligomerre és ezzel koordinalja a hosszabb
szubsztratok bekotddését, a hasitohely melletti —2 és +2 alhelyek nagy affinitasa pedig a
rovidebb szubsztratok kotéséért felelds (Kandra és mtsai., 2006). A Val47 és Tyr105 aminosak
egyiittesen koordinaljak a szubsztrat aktiv helyre torténd belépését. A szubsztrat oligomer itt
mintegy félkor-alakban veszi koriil a Val47 és az Ser48 aminosavakat (Robert és mtsai., 2005)
(6. abra). A rontgenkrisztallografias adatok elemzésével megallapitottak, hogy a Val47 a —7
alhelyen kozvetleniil, mig a Ser48 a —1 ¢és —2 alhelyeken kozvetett modon, vizmolekulan
keresztiil alakit ki hidrogén-hid kotéseket a szubsztrattal (Robert és mtsai., 2005). Molekularis
modellezéssel torténd dokkolasi vizsgalatok szerint azonban ezek az aminosavak tobb alhelyen
is alakitanak ki kolcsonhatasokat a szubsztrattal, a Val47 a —6 és —4, a Serd8 a —4 és —2
alhelyek kozott (Bak-Jensen és mtsai., 2004). Tovabbi elézetes kisérletek eredményei alapjan is
a —7 és —2 kozotti alhelyek kialakitasaban szerepelnek (Mori és mtsai. bekiildés eldtt). Ezen
aminosavak kiemelkedd jelentdségét tehat az adja, hogy a szubsztratk6té arok csaknem teljes

Az AMY1 felszinén, az aktiv helytdl tavol tovabbi szénhidratk6td helyek talalhatok:
angol elnevezés szerint ,,starch granule binding site” €s ,,a pair of sugar tongs” kotohelyek
(Sogaard és mtsai., 1993; Robert és mtsai., 2003; Kramhoft és mtsai., 2005; Nielsen és mtsai.,
2008Db).

A ,starch granule binding site”, azaz a keményitd szemcse-kotd hely az A doménen
helyezkedik el. A kotéhelynek elsésorban az enzim keményité granulumhoz valo kétddésében
van fontos szerepe (Nielsen és mtsai., 2009). A szubsztrattal valo ,,stacking” kolcsonhatasok
kialakitasaért a Trp278 és Trp279 aminosavak felelések (Kadziola és mtsai., 1998) (6. abra).
A két Trp gytliri altal bezart sz6g pontosan 135°. Ez az érték az AMY1 és AMY2 esetében is
megegyezik, ezért ennek a kotOhelynek feltételezhetden, mint ,,geometriai sziirdnek™ van
fontos szerepe a megfeleld szubsztratok kivalasztasaban (Robert és mtsai., 2003), poziciojukat
szamos kdrnyez0 aminosav stabilizalja. A Trp278 erésen konzervalt a ndvényi amildzokban és
jelentds szerepet tolt be a fehérje foldingjaban és a szerkezeti stabilitas kialakitasaban is
(Sogaard ¢és mtsai., 1993).

A ,.a pair of sugar tongs” ko6téhely, azaz a cukorcsipesz a C doménen helyezkedik el (6.
abra) és elsdsorban a szabad a-gliikan lancok kotéséért felelds (Nielsen és mtsai., 2009).
A kotohelyet alkotd flexibilis hurokrégio térbeli elhelyezkedése és a Tyr380 pozicidja is

valtozik, a nativ fehérjér6l és tio-maltotetradzzal kristalyositott komplexérdl késziilt
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szerkezetek Osszehasonlitdsa alapjan (Robert és mitsai.,, 2003). Ugyancsak az enzim tio-
maltotetradz szubsztrattal kristalyositott szerkezetének elemzésével igazoltak, hogy a kotdhely
megléte specifikus az AMY 1-tipust névényi amilazokra, az AMY2-ben nem taldlhatdo meg ez
a kotéhely (Robert és mtsai., 2003). A kiilonbség a szekvenciabeli eltérésekbdl adodhat,
valtozas megakadalyozza a szubsztrat kotésekor bekovetkezd konformacids valtozasokat
(Robert és mtsai., 2003). A szubsztrattal valo kolcsonhatasok kialakitasaban jelentés a Tyr380
és His395 szerepe, a Tyr380 a szubsztrat molekula koordinadldsdban jatszik szerepet a
tobbszords tamadas mechanizmusban (Nielsen és mtsai., 2008a), ezért ez az aminosav

egyediilallo modon konzervalt a novényi a-amilazok kozott (Robert és mtsai., 2003).

3.7 Amilazok alkalmazasa szintézis reakciéokban

A glikozidos kotések hidrolizise megfordithato folyamat, igy a glikozidazok nemcsak a
glikozidos kotések hidrolizisét katalizalhatjak, hanem képesek azok létrehozasara is.
A szintézissel eldallitott oligoszacharidok hidrolizisének elkeriilésére, azaz a transzglikozilezés
reakcio kitermelésének novelése érdekében Withers ¢és munkatarsai ugynevezetett
,»glikoszintaz” enzimeket allitottak el6 glikozidaz enzimek aktiv helyen torténé modositasaval.
Az enzimek hidrolitikus aktivitasukat elveszitve csak transzferaz reakcid katalizisére voltak
képesek (Withers 2001). Ugyanezen az elven alapultak azok a vizsgalatok is, melyek soran az
AMY1 Katalitikus nukleofil aminosavanak (Asp180) mutacidja révén kivantak glikoszintaz
enzimet 1étrehozni (Sogaard és mtsai., 1993). Azonban sem a D180G, sem a D180A AMY1
mutansok nem mutattak transzferaz aktivitast, és hidrolitikus aktivitasukat is gyakorlatilag
teljes mértékben elveszitették (Sogaard és mtsai., 1993). A tovabbi kisérletek soran igazoltdk a
katalitikus aminosavak hidrolitikus reakcioban betdltott nélkiilozhetetlen szerepét: az AMY1
katalitikus aminosavainak (Asp 180, Glu205 és Asp 291) eltavolitasa az enzim inaktivalodasat
okozza (Sogaard és mtsai., 1993). Az AMY1 o-amilaz esetében szamos tovabbi esetben
végeztek iranyitott vagy random mutagenezissel végrehajtott enzimmoddositdsokat, melyek
vagy a szerkezet-funkcio Osszefiiggések mutacios analizissel torténd vizsgalatara vagy a
specifitas, az aktivitas vagy a termékmintdzat megvaltoztatasara iranyultak (2. tablazat).

Az utobbi években szdmos esetben alkalmaztak enzimeket oligoszacharidok
szintézisére, mert a kemoenzimatikus modszerrel, transzglikozilezéssel torténd szintézis

lehetévé teszi jol definialt oligoszacharidok eldallitasat. Az enzimatikus eljarasnak szamos
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elénye van a hagyoményos szerves kémiai modszerekkel torténd oligoszacharid szintézisekkel

szemben.

2. tablazat Az AMY 1 esetében elvégzett, az aktiv helyet és a masodlagos szubsztratkoto helyeket
érinto mutdciok, irodalmi adatok alapjan.

AMY1 mutiansok Alhely / kotéhely Hivatkozasok

Aktiv hely-mutinsok

S48Y, VATA, VATF, V47D, (Mori és mtsai., 2001)
V4TK/S48G, VATGIS48D, VAT71/S48, -7—--1 (Mori és mtsai., 2002)
VATL/S48A, V4TL/SABE (Svensson ¢és mtsai., 2002)
?;22@1\;1]%551;552\4\/” \IiééX}TTzzllzzv% —6 és +4 (Bak-Jensen és mtsai., 2004)
D180N, E205Q, D291N, H93N, H290N -1—-+1 (Sogaard és mtsai., 1993)
MS53E, M53A, M53S, M53G, M53D, M53Y, M53W -2 (Mori és mtsai., 2002)
R183K, R183N, R183S-Y185M, R183T-Y185L, Y185C +1—+2 (Matsui és mtsai., 1997)
Masodlagos kotéhely-mutansok
Y105A/Y380A, Y105A/Y380M, H395A, Y380A/H395A —6 és cukorcsipesz (Nielsen és mtsai., 2008a)

keményitd szemcse kotd-hely és

W279A, W278A/Y380A, W279A/Y380A cukorcsipesz

(Nielsen és mtsai., 2009)

Y380A, Y380M cukorcsipesz (Bozonnet és mtsai., 2007)

A hagyomanyos kémiai eljarasokkal torténd reakciok sok lépésbdl allo, bonyolult és
iddigényes folyamatok, a régio -és sztereoszelektiv szintézisek szamos véddcsoport hasznalatat
teszik szlikségessé. Az enzimatikus szintézissel a kivant konfiguracioj glikozidos kotések egy
egyszerlibb, kevés 1épésbdl all6 folyamatban hozhatok létre, ami jelentdsen lerdviditi az
oligomerek eldallitdsahoz sziikséges 1dot. Az enzimatikus szintézisek a jelentdsen kisebb
olddszerigény miatt nemcsak a koltségeket tekintve, de a kornyezeti terhelés szempontjabol is
hatékonyabb eljarasok. Az endo modon hatod glikozidazok felhasznalasaval torténd szintézis
reakcioknak a sok elénye mellett természetesen hatranyai is vannak. Az eldallitott
oligoszacharidok egyben szubsztratjai is az enzimnek, igy az elfogadhato kitermelés eléréséhez
a reakciokoriilmények megfeleld megvalasztasa sziikséges.

Szamos példat talalunk az a-amilaz enzimek felhasznalasara kemoenzimatikus
transzglikozilezéssel torténd szintézis reakciokban. A human nyal amildz esetében az Y151M
mutacid hatasdra a transzglikozidaz aktivitds megjelenését tapasztaltdk, melyet kiilonb6z6
4-nitrofenil glikozidok szintézisére hasznaltak fel és 'H ¢s *C NMR vizsgalatokkal igazoltak,
hogy a mutans enzim megdrizte sztereo- és régioszelektivitasat (Remenyik és mtsai., 2003;

Kandra és mtsai., 2005a). A Bacillus stearothermophilus maltézképzé a-amilazat (BSMA) is
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sikeresen alkalmaztak maltoz (Li és mtsai., 2004; Choi és mtsai., 2010) és akarviozin-glikoz
pszeudotriszacharid transzfer reakciokban is (Kandra és mtsai., 2005b). Az utdbbi transzfer
reakcioban hasznalt pszeudotriszacharid az akarboz hidroliziséb6l szarmazott. A pszeudo-
tetraszacharid akarbdz az a-amildz enzimek természetesen eldforduldé kompetitiv inhibitora
molekula, melyet Actinoplanes fajok allitanak el6. Harom szerkezeti egységbdl all:
egy telitetlen ciklitolt (2,3,4-tri-hidroxi-5-hidroximetil-5,6-ciklohexén) a nem redukalo végen,
egy hozza o-(1-4) kotéssel kapcsolodd 4-amino-4,6-didezoxi-D-gliikopirandzt és egy ahhoz
a-(1-4) kotéssel kapcsolodo maltoz egységet. A ciklitol egység és az amino cukor altal alkotott
szerkezeti részt akarviozinnak nevezik (Kandra és mtsai., 2005b). Az eldallitott a-akarviozinil-
(1-4)-a-D-gliikopiranozil-(1-6)-D-gliikopiranozilidén-spirotiohidantoin molekula hatékonyabb
inhibitornak bizonyult a huméan nyél-amildz szdmara, mint a gliikopiranozilidén-
spirotiohidantoin (Kandra és mtsai., 2005b).

A vad tipusu és mutans AMY1 a-amilaz esetében IS tapasztaltak transzglikozilezést.
Az AMY1 ¢és AMY2 bontasi képeinek elkészitése soran transzfer termékek nyomnyi
mennyiségben torténd felszabadulasat tapasztaltdk a G4, G5 és G6 valamint 4-nitrofenil
maltotetraozid (PNP-G4) szubsztratok esetében is (Macgregor és mtsai., 1992). A hidrolitikus
aktivitas csOkkenése mellett a transzferaz aktivitds megnovekedését mutattak ki a vad tipusu
enzimhez képest az M53A, M53W ¢és MS3Y AMY1 mutansoknal. Transzfer termékek
megjelenését tapasztaltik PNP-G5 és PNP-G6 szubsztratokon is mindharom mutans esetében.
A M53W mutans esetében a termékek 15 %-a keletkezett transzglikozilezéssel, a M53A
mutans esetében PNP-G11 termék is megjelent nyomnyi mennyiségben (Mori és mtsai., 2002).
Ugyancsak PNP-glikozid szubsztratokon mért reakcioban a T212W AMY1 mutans a PNP-G5
szubsztrat 35 %-os konverzidja mellett a termékek 3 %-at a transzfer reakcidban felszabaditott
PNP-G6 adta. A T212W mutaciot is tartalmazd kétszeres Y105A/T212W mutans esetében
azonban nem tapasztaltak transzglikozilezést (Bak-Jensen és mtsai., 2004). A HSA és BSMA
enzimektdl eltéréen azonban az AMY 1 és AMY2 esetében nem tanulméanyoztak részletesebben

a transzferaz aktivitast és annak felhasznalhatdsagat enzimatikus szintézisekben.
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3.8 Célkitiizés

A doktori munkam soran az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

I.) Az arpa a-amilaz 1 (AMY1) felszinén, az aktiv helytdl tavol elhelyezkedé masodlagos
szubsztratkotd helyek kulcsfontossdgu aminosavait (Trp278, Trp279, Tyr380 és His395)

érintd mutaciok hatdsanak vizsgalata kisérletes modszerrel torténd alhelytérképezés révén.

I1.) Az arpa a-amilaz 1 aktiv centrumaban talalhaté Val47 és Serd8 aminosavak mutaciojat

tartalmazd, AMY 1 mutdnsok vizsgélata kisérletes modszerrel torténd alhelytérképezéssel.

I11.) A moédositott AMY1 enzimek termékmintazat-elemzése soran tapasztalt megnovekedett
transzferdz aktivitds tanulményozasa. A transzglikozilezésre valo képesség felhasznéalasa
metil-umbelliferil csoporttal jeldlt maltooliogoszacharidok eldallitasara. Az eldallitott
metil-umbelliferil-gliikozidok szubsztratként torténé felhasznaldsa a-amilaz enzimek

fluorimetrids modszerrel torténd aktivitdsmérésében.

IV.) A haromdimenzids kristalyszerkezetek ¢s a homoldég modellek felhasznalasan alapuld,
egyszerti molekulamechanikai szamitasokat alkalmaz6 szamitogépes eljaras kidolgozésa,
melynek segitségével meg tudjuk josolni az enzim és a szubsztrat kozotti kolcsonhatasi

energidkat valamint az elsddleges kisérleti adatokat képezd bontasi képeket.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Felhasznalt anyagok

4.1.1 Szubsztrat, donor és akceptor molekulak

- Maltooligoszacharidok és amiloz
A maltoheptadzt (G7) Janossy Lorant (Debreceni Egyetem, MTA Szénhidratkémiai
Kutatocsoport) bocsatotta rendelkezésiinkre (Farkas és mtsai., 1997), a tovabbi maltooligo-
szacharidokat a SIGMA-t6l vasaroltuk. Az amilézt a GENAY-t6l rendeltiik és Na-acetat
pufferrel (pH 5,5) késziilt 0,25 m/v %-os oldatat hasznaltuk.

- 2-klor-4-nitrofenil-B-D-maltooligoszacharidok (CNP-B-D-MOS)

A tisztitott, liofilizalt 2-klor-4-nitrofenil-p-D-maltoheptaozidot (CNP-G7) Janossy
Loérant bocsatotta rendelkezésiinkre (Farkas és mtsai., 1997). A 3—6 és 8—11 tagszamu CNP-
maltooligoszacharidokat kemoenzimatikus szintézissel allitottam el6 a DE TEK TTK
Biokémiai Tanszéken, a kordbban publikalt eljarasok alapjan (Kandra és mtsai., 1999; Kandra

¢és mtsai., 2001). A munkafolyamat részletes leirasat a 4.2.2. fejezet tartalmazza.

- 4-metil-umbelliferon és 4-metil-umbelliferil gliikozidok (MU-a- és 3-D-MOS)

A 4-metil-umbelliferont, a 4-metil-umbelliferil-a- és B-D-gliikkopiranozidot (MU-a-D-
Gl ¢és MU-B-D-G1) a SIGMA-t6l vasaroltuk. A 2-5 tagszamu (DP2-5) MU-
maltooligoszacharidokat kemoenzimatikus szintézissel allitottuk el6 a DE TEK TTK

Biokémiai Tanszéken, az 5.3.3 fejezetben bemutatott eljaras alapjan.

- Akceptor molekuldk

A A4-nitrofenil-a- és B-D-glikkopiranozid (PNP-a-D-Glc és PNP-B-D-Glc), PNP-B-D-
galaktopiranozid, = PNP-B-D-fukopiranozid, = PNP-B-D-xilopiranozid, = PNP-a-D-manno-
piranozid, PNP-a-D-arabinozid, PNP-B-D-N-acetil-gliikozamin, PNP-B-D-N-acetil-galaktoz-
amin, PNP-B-D-galakturonsav, PNP-B-D-gliikuronsav, salicin, amigdalin, klorogénsav, benzil-
alkohol, MU-a-D-neuraminsav, MU-B-D-mannopiranozid molekulakat a SIGMA-t6l
rendeltiik. A 4-metoxifenil-p-D-N-acetil-gliikozaminil-p-(1—6)-N-acetil-gliikkozamin,
a glikopiranozilidén-spirohidantoin, a N-(B-D-gliikkopiranozil)-fenilacetamid, a N-(B-D-gliiko-
piranozil)-benzilurea és a 4-fluorofenil-(B-D-gliikopiranozilidén)-spiro-oxatiazol molekulakat

Prof. Somsak Laszlo (DE TEK TTK, Szerves Kémiai Tanszék) bocsatotta rendelkezésiinkre.
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4.1.2 Enzimek

- Glikogén foszforilaz b (EC 2.4.1.1)
A glikogén foszforilaz b glicerines szuszpenzi6jat hasznaltuk (1000 U/ml, fehérje
tartalom 62 mg/ml), melyet Dr. Dombradi Viktor bocsatott rendelkezésiinkre. Az enzimet nyul

vazizombol izolaltak és tisztitottak a DE OEC Orvosi Vegytani Intézetében.

- a-Amilaz enzimek

A vad tipusu és valamennyi mutans arpa (Hordeum vulgare) a-amilaz 1 izoenzimet
(AMY1) (EC 3.2.1.1) Prof. Birte Svensson (Enzyme and Protein Chemistry, Department of
Systems Biology, Technical University of Denmark) és egyiittmiikodé6 munkatarsai

termeltették és tisztitottak. Az enzimoldatokat Prof. Birte Svensson bocsatotta

rendelkezésiinkre (3. tablazat).

3. tablazat A rendelkezésiinkre bocsatott AMY1 enzimek.

Enzim Aktivitas (U/mg) Forras/Hivatkozas
AMY1 2800 (Mori és mtsai., 2002)
Y105A 4000 (Mori és mtsai., 2001; Bak-Jensen és mtsai., 2004)
Y380A 1400 (Bozonnet és mtsai., 2007)
Y105A/Y380M 2300
H395A 2300 (Nielsen és mtsai., 2008a)
Y380A/H395A 3200
W279A 2415
W278A/Y380A 1800 (Nielsen és mtsai., 2009)
W279A/Y380A 2000
VATA 1002*
VATF 818*
V47D 2764*
s48Y 18* (Mori és mtsai., 2001; Mori és mtsai., 2002)
(Svensson €s mtsai., 2002)
VATKIS48G 1040* *(Mori és mtsai, bekiildés el6tt)
V47G/S48D 73*
VATLISA8A 5457*
V471/S481 3626*

A Bacillus licheniformis a-amilazt (BLA) (EC 3.2.1.1) (Tipus XII-A.) és a human nyal
a-amilaz (HSA) (EC 3.2.1.1) (Tipus IX-A.) a SIGMA-t6l vasaroltuk. A Bacillus
stearothermophilus héstabil maltozképzé o-amilazt (BSMA) (EC 3.2.1.133) Cha ¢és
munkatarsai termeltették és tisztitottak és Dr. Kwan-Hwa Park bocsatotta rendelkezésiinkre

(Department of Food Science, Seoul National University, Korea) (Cha és mtsai., 1998).
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4.2 Modszerek

4.2.1 Nagynyomdsu folyadékkromatogrdfias (HPLC) elvilasztisok

A HPLC-vel torténé elvalasztasokat Hewlett-Packard 1090 Series II késziilékekkel
végeztikk. A folyadékkromatograf diddasoros detektorral (DAD) felszerelt és folyadékszallito
rendszere linearis gradiens képzésére alkalmas. Az analitikai elvalasztasok soran az
injektalashoz az 1-25 pl, a félpreparativ elvalasztasok soran a 10-250 pl valtoztathatod
térfogatli, beépitett, automata injektort hasznaltuk. A kromatografias analizisek esetében a
ChemStation szoftvert online moédban hasznaltuk a késziilék vezérlésére és offline modban a
kromatogramok kiértékelésére (ChemStation Software for LC 3D Rev.A.10.02, Agilent
Technologies). Az elvalasztasok soran HPLC gradiens tisztasagi oldoszereket hasznaltunk,

a kolonnatér homérsékletét 40 °C-ra allitottuk be.

4.2.2 CNP csoporttal jelolt maltooligoszacharid szubsztratsorozat eldadllitdsa

A CNP csoporttal jelolt maltooligoszacharidok (CNP-B-D-MOS) olyan szubsztratok,
melyek megfelelnek a megbizhatdo alhelytérképek elkészitésével szemben tamasztott
kovetelményeknek (Gyémant és mtsai., 2002; Kandra és mtsai., 2002a). A szubsztratsorozat
eldallitisa CNP-G7 primerb6l (Farkas és mtsai.,, 1997) kiindulva, a korabban publikalt
eljarasok alapjan tortént (Kandra és mtsai., 1999; Kandra és mtsai., 2001). A kemo-enzimatikus
szintézisekhez felhasznalt modszerek leirdsa megtalalhato Dr. Gyémant Gyongyi
»A nagyhatékonysagu-folyadékkromatografia alkalmazasa szénhidratkémiai és szénhidrat-
biokémiai kutatdsokban” és Dr. Géalné Remenyik Judit az ,,Oligoszacharidok eldallitasa

kemoenzimatikus szintézissel” cimii doktori értekezéseiben is.

3—6 tagszamu szubsztrdtok eldallitdasa foszforolizissel

A CNP-MOS maltooligomer szubsztratok (DP3-6) el6allitasat glikogén foszforilaz b
altal katalizalt foszforolizis reakcioval végeztem (Kandra és mtsai., 1999). A CNP-G7 primer
(325 mg, 5 mM) foszfat pufferrel (50 ml 100 mM, pH 6,8, 10 mM B-merkaptoetanol, 2 mM
EDTA, 4 mM AMP) késziilt oldatahoz 500 pl 1000 E/ml enzimet adtam. A reakcioelegyet
37 °C-on 60 percig inkubaltam, majd az enzimreakciot az elegy 1 perces forralasaval allitottam
le. Hatés utan a kicsapddott enzimet 0,2 pm-es porusméretii fecskendd-sziirdvel (Whatman,
Maidstone, UK) kisziirtem, az oldatot liofilizaltam, majd desztillalt vizben vald oldas utan
injektaltam a HPLC oszlopra. Az elvalasztas soran Supelcosil LC-18 félpreparativ 0szlopot
(5 pm, 250*10 mm) és Supelcosil LC-18 elététoszlopot (5 um, 50*10 mm) hasznaltam,
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3 ml/perc aramlasi sebesség alkalmazasa mellett, gradiens elicioval az acetonitril/viz elegy

Osszetételének valtoztatasaval (0—3 perc: 0-100, 3—28 perc: 0-100 — 20-80) (7. abra).

DAD1 A, Sig=302,4 Ref=450,80 (MOTYAN\2007\FOSZF045.D)
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7. abra A CNP-G3—CNP-G6 maltooligomerek elvilasztisanak HPLC kromatogramja.

A szintézis reakcioban a CNP-G7 primer 72,4 %-os konverzidja mellett a
foszforolizissel keletkezett termékek 7,96 %-at a CNP-G3, 44,76 %-at a CNP-G4, 28,9 %-at a
CNP-GS5 ¢és 18,38 %-at a CNP-G6 adta, valamint a reakcio soran kis mennyiségben keletkeztek

a CNP-G7 primernél nagyobb tagszamu transzfer termékek is (7. abra).

8—11 tagszamu szubsztratok elédllitasa transzglikozilezéssel

A CNP-G8-CNP-G12 tagszamti maltooligomer szubsztratok eldallitasa glikogén
foszforilaz b altal katalizalt transzglikozilezéssel tortént (Kandra és mtsai., 2001). A CNP-G7
primer (65 mg, 5 mM) és a gliikkoz-1-foszfat (G-1-P) (100 mg, 30 mM) glicerofoszfat pufferrel
(10 ml 25 mM, pH 6,8, 10 mM p-merkaptoetanol, 2 mM EDTA, 4 mM AMP) késziilt
oldatahoz 100 ul 1000 E/ml glikogén foszforilaz b enzimet adtam. Az elegyet 37 °C héfokon
30 percig inkubaltam, majd az enzim reakciot az elegy 1 perces forralasaval allitottam le. Hiités
utan a kicsapodott enzimet 0,2 um-es porusméretii fecskenddsziirével (Whatman, Maidstone,
UK) kisziirtem, az oldatot liofilizaltam, majd desztillalt vizben vald oldas utan injektaltam a
HPLC oszlopra. Az elvalasztas soran Hypersil NH, aminopropil-szilika (APS) félpreparativ
oszlopot (5 pm, 250*10 mm), Hypersil NH, el6tétoszlopot (5 um, 20*4 mm) hasznalatam,
3 ml/perc aramlasi sebesség mellett, gradiens elucidval az acetonitril/viz elegy Osszetételének

valtoztatasaval (0—30 perc: 70-30 — 50-50) (8. abra).
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DAD1 A, Sig=302,4 Ref=550,80 (MOTYAN\2007\09110002.D)
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8. abra A CNP-G8—CNP-G16 maltooligomerek elvalasztasanak HPLC kromatogramja.

A CNP-G7 primer 98,6 %-os konverzidja mellett a transzglikozilezés révén
felszabaditott termékek kozil a CNP-G8 7,66 %-ban, a CNP-G9 16,62 %-ban, a CNP-G10
21,91 %-ban, a CNP-G11 22,26 %-ban, a CNP-G12 16,33 %-ban, a CNP-G13 9,10 %-ban, a
CNP-G14 4,13 %-ban, a CNP-G15 1,55 %-ban ¢s a CNP-G16 0,43 %-ban keletkezett (8. abra).

A CNP-csoporttal jelolt termékek elvalasztasa és tisztitdsa soran a detektalds a
foszforolizissel (Kandra és mtsai., 1999) ¢és a transzglikozilezéssel (Kandra €s mtsai., 2001)
végzett reakcid esetében is diddasoros detektorral tortént 302 nm hulldmhosszon. A termékek
retencids idOk alapjan torténd azonositdsdhoz CNP-B-D-MOS standard sorozatot hasznaltam.
Az CNP-B-D-MOS oligomerek (9. abra) megfeleld frakcioit egyesitve liofilizaltam, az igy
kapott termékek azonossagat és tisztasagat HPLC-vel ellendriztem, a kapott fehér szini

liofilizatumot felhasznalasig -20 °C-on taroltam.
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9. abra A CNP-f-D-MOS molekuldk szerkezete.
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4.2.3 Bontdsi képek meghatdrozdsa

A 3—11 tagszamt CNP-B-D-MOS szubsztratokat (~1 mM végkoncentracioban) natrium-
acetat pufferben (20 mM, 5 mM CaCl,, pH 5,5) oldottuk fel és az elegyet 37 °C-os vizfiirddben
eldinkubaltuk. A reakcio inditasa a megfelel6 mértékben higitott enzimoldat hozzdadaséaval
tortént, a reakciokozeget 37 °C hdmérsékleten inkubaltuk. A 100 pl térfogata reakciokdzegbdl
meghatdrozott id6kozonként 10 pl-es térfogatokat injektaltunk a kromatografids oszlopra azért,
hogy nyomon kovessiik az enzimreakciot, és a szubsztrat megfeleld konverzioja mellett mért
termékaranyok segitségével meghatarozzuk a bontasi képeket. Az enzimreakcidt a kolonnara
injektalassal allitottuk le, az enzim kiszlirésére Supelcosil LC-18 eldtétoszlopot
(5 wm, 50*10 mm) hasznaltunk. A CNP-B-D-MOS szubsztratok hidrolizise ¢és
transzglikozilezése révén felszabadulé CNP-gliikozidokat HPLC folyadékkromatograffal,
ZORBAX Eclipse XDB-C18 forditott fazisi oszlop (5 um, 150*4,6 mm) segitségével
valasztottuk el, izokratikus elucioval, acetonitril és viz 13-87 aranyu elegyét hasznalva, 1
ml/perc aramlasi sebesség alkalmazasaval, a kolonnatér homérsékletének 40 °C-ra torténd
beallitasa mellett. Az elvalasztott CNP-gliikozidok detektalasa 302 nm hullamhosszon tortént, a
termékek retencios id6k alapjan torténé azonositasara CNP-MOS standardsort hasznaltunk. A
keletkezett termékek szubsztrathoz és egymashoz viszonyitott aranydnak megallapitasdhoz a
csucs alatti teriilet értékeket hasznaltuk. A keletkezett termékek hidrolizissel vagy
transzglikozilezéssel torténd atalakitdsanak elkeriilésére a bontési képeket a szubsztrat < 10 %

konverzidja mellett hataroztuk meg.

4.2.4 Szamitdsok a SUMA szamitégépes programmal

Az alhelytérképek szamitasat a SUMA szoftver segitségével végeztem el, Windows
operacios rendszeren (Gyémant és mtsai., 2002). Az alhelyek latszolagos kotési energiajanak
(Esuma) szamitasahoz a bontasi képek képezték a beviteli adatot. A bontasi képeket tartalmazo
tablazat elkészitésekor a CNP-MOS szubsztratok és a keletkezett termékek tagszamanak meg-
tortént. A paramétereket minden szamitas soran egységesen, a program alapbeallitasatol eltérd
értékre allitottuk be. Az iteracios eljaras interpolacios 1éptéke 0,01 és a hdmérséklet 37 °C volt.
A parhuzamos mérésekkel meghatarozott bontasi képekbdl szamolt alhelytérképek esetében az
ugyanazon enzimre szamolt energidk +£0,4 kJ/mol pontossadggal hatarozhatok meg. A bontasi
képek szamitdsa soran az alhelykotési energiaértékeket (Esuma Vagy Erranst) hasznaltam

beviteli adatként, az energiaszamitasokhoz hasznalt egységes paraméter-beallitasok mellett.
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4.2.5 Transzglikozilezés reakciok

A transzglikozilezéssel torténd enzimatikus szintézis reakcid paramétereinek
optimalizalasa soran az akceptor (1-15 mM) és donor (10—40 mM) molekulak natrium-acetat
pufferrel (50 pul 20 mM, 5 mM CaCl,, pH 4,5-6,5) késziilt oldatat hasznaltuk. A reakcio
inditasa 5 pl enzimoldat (0,2-1000 nM) hozzaadasaval tortént, a reakcidkozegeket 25 °C-on
inkubéltuk. Az enzimreakciot a kolonndra injektdlassal allitottuk le, az enzim kisziirésére
Supelcosil LC-18 eldtétoszlopot (5 wm, 50*10 mm) hasznaltunk. A felszabaduldé termékek
HPLC-vel torténé elvalasztasahoz ZORBAX Eclipse XDB-C18 kolonnat (5 um, 150*4,6 mm)
¢és/vagy Supelcosil C18 kolonnat (3 um, 150*4,6 mm) hasznaltunk, acetonitril és viz 10-90
aranyu elegyével torténd izokratikus elucioval, 1 ml/perc aramlasi sebesség alkalmazasaval, a
kolonnatér hdmérsékletét 40 °C-ra allitva. A PNP kromoforral jel6lt gliikozidok detektalasa
302 nm, a MU fluorofort tartalmazo gliikozidok detektalasa 317 nm hullamhosszon tortént.
A transzglikozilezés mértékének megallapitasara az akceptor konverzidjanak értékét

hasznaltuk, amit a kromatogramok csucs alatti teriilet értékeinek segitségével szdmoltunk ki.

4.2.6 MU csoporttal jelolt maltooligoszacharid szubsztrdatsorozat eléallitasa

A MU-a-D-MOS oligomerek preparativ méretli enzimatikus szintézisé¢hez sziikséges
MU-a-D-G1 akceptort (10 mg) DMSO-ban oldottuk fel (0,730 ml). Az enzimreakciot a MU-a-
D-G1 akceptort (40 mM) és a G7 donort (25 mM) is tartalmazo natrium-acetat pufferben
(6,25 ml, 20 mM; 5 mM CaCl,; pH 5,5) végeztiik és a V47F AMY1 enzimoldat (0,5 nM)
hozzdadasaval inditottuk el. A reakciot 12 oran keresztil 25 °C-on inkubaltuk. Az
enzimreakciot az elegy 1 percig tartd forralasaval allitottuk le, majd centrifugalas utdn a
feliiluszot 0,2 pm-es fecskenddsziiron (Whatman, Maidstone, UK) atsziirtiik. A kapott oldatot
liofilizaltuk, majd az igy nyert liofilizatumot feloldottuk 500 ul DMSO és 1,6 ml acetonitril/viz
70-30 aranyu elegyében. A MU-a-D-MOS sorozat tagjainak elvalasztasa és tisztitdsa
félpreparativ. HPLC moddszer segitségével tortént: YMC-Pack Polyamine [l. oszlop
(5 um, 250*%4,6 mm) hasznalataval, gradiens elucidval az acetonitril/viz elegy Osszetételének
valtoztatasaval (0—15 perc: 70-30 — 60-40), 3 ml/perc aramlasi sebesség mellett. A MU-
glikozidok detektalasa 317 nm hulldmhosszon tortént. A tisztitott oligomer frakciokat

liofilizaltuk, a kapott fehér szinii liofilizdtumot -20 °C-on taroltuk felhasznalasig.
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4.2.7 Kinetikai mérések MU-MOS szubsztratokkal

A HSA, BLA és BSMA enzimek kinatikai paramétereinek meghatarozasa MU-a-D-
MOS szubsztratok (0,25—10 mM) segitségével tortént. A HSA aktivitasméréséhez a MU-a-D-
G3 szubsztrat MES pufferrel (50 mM, 5 mM Ca(OAc),, 51,6 mM NaCl, 152 mM NaNs,
pH 6,0) késziilt oldatat hasznaltuk. A BLA esetében a MU-a-D-G5, a BSMA esetében a MU-a-
D-G2 szubsztratok MES pufferrel (50 mM, 5 mM Ca(OAc),, 51,6 mM NaCl, pH 6,0) késziilt
oldatat hasznaltuk. A kinetikai mérések soran a pufferben feloldott MU-a-D-MOS szubsztratot
(100 pl) 96 lyuka fehér mikrotiter lemez lyukaiba mértiik, majd a reakciokat 2 ul (BLA, HSA)
vagy 5 ul (BSMA) enzim hozzdadasaval inditottuk. A reakcidkdzegeket a Wallac VICTOR?
1420 fluoriméter-luminométer (PerkinElmer Inc. VICTOR Multilabel Plate Readers, 940,
Winter Street, Waltham, Massachusetts 02451, USA.) késziilék mintatartd terében inkubaltuk
szobahdmérsékleten. A felszabadulo MU csoport detektaldsa 355 nm gerjesztési hullamhossz
(Aex) és 460 nm fluoreszcencia kisugarzasi hullamhossz (Aem) hasznalataval tortént. A
fluoreszcencia méréshez sziikséges kalibracidhoz  4-metil-umbelliferont hasznaltunk,
0,1-250 pM koncentracié tartomanyban. A kinetikai paraméterek meghatarozasdhoz a

GRAFIT (Erithacus Software Ltd.) enzimkinetikai szoftvert hasznaltuk.

4.2.8 *H és *C NMR analizisek

Az MU-MOS molekuldk vizsgalatdhoz, az anomer konfiguracidé valamint az
interglikozidos kotés tipusdnak megallapitdsdhoz NMR  spektroszkopiat hasznaltunk.
A H (500,13 MHz) és *C NMR (125,76 MHz) spektrumok Bruker DRX-500 spektrométerrel
késziiltek D,O-ban. A 'H és *C NMR spektroszkopiai méréseket €s a spektrumok kiértékelését
Prof. Batta Gyula végezte a DE TEK TTK Szerves Kémiai Tanszékén.

4.2.9 Tomegspektrometrias mérések (MALDI-TOF MS)

Az MU-MOS molekulak molekulatdmeg szerinti azonositaisa MALDI-TOF
tomegspektrometriaval tortént. Méréseinkhez Bruker Biflex III reflektronnal és késleltetett ion
extrakcioval felszerelt tomegspektrométert hasznaltunk, 2,5-dihidroxi-benzoesav (DHB) matrix
alkalmazésaval, pozitiv-ion modban. A mintdk gazfazisba juttatasa és ionizalasa 337 nm-es
nitrogén lézer alkalmazasaval tortént. Tobbszori, altaldban 100 impulzust alkalmaztunk 19 kV
gyorsitd és 20 kV reflektron fesziiltség mellett. A késziiléket ciklodextrin (DP6—8) [M+Na]"
ionjainak m/z értékeire: (995; 1157 és 1319 Da) kalibraltuk, kiilsé kalibraciot alkalmazva.
A MALDI-TOF MS méréseket a DE TEK TTK Alkalmazott Kémiai Tanszékén végeztiik.
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4.2.10 Alhelytérképezés molekularis modellezéssel

Az enzim és a szubsztrat kozotti kolcsonhatasi energidk szamitasahoz alkalmas
modelleket a vad tipust és/vagy modositott a-amilaz enzimekrdl késziilt kristalyszerkezeti
adatokbol kiindulva épitettiik fel, mely adatokat a 4. tablazat tartalmazza. Az ingyenesen
hozzaférhetd, rontgenkrisztallografidval meghatarozott szerkezeteket a Fehérje adatbazisbol
(,,Protein Data Bank”) toltottiik le (Berman és mitsai., 2000) (4. tablazat). A szekvencia-
elemzéshez sziikséges szekvencidk a UniProt adatbazisbol (UniProtConsortium 2010)
szarmaznak (4. tablazat).

A vad tipust és a mutans enzimek esetében a kotési energia szamitasokhoz hasznalt
haromdimenzios szerkezetek felépitése a Sybyl programcsomag (Tripos International)
segitségével tortént. A szamitasok és a modellek megjelenitését is Silicon Graphics Fuel
munkaallomason végeztiik (Silicon Graphics International). Az abrak készitéséhez a Sybyl és a

VMD (Humphrey és mtsai., 1996) szoftvereket hasznaltuk.

4. tabldzat A felhasznalt o-amilaz enzimek adatai.

o-Amilaz Rovid név | UniProt kéd | PDB kéd | Felbontas Hivatkozas
human nyal HSA P04745 1SMD 1,60 A (Ramasubbu és mtsai., 2003)
arpa (Hordeum vulgare) izoenzim 1 AMY1 P00693 1RP8 2,00 A (Robert és mtsai., 2005)
arpa (Hordeum vulgare) izoenzim 2 AMY?2 P04063 1BG9 2,80 A (Kadziola és mtsai., 1998)
Bacillus amyloliquefaciens BAA P00692 3BH4 1,40 A (Alikhajeh és mtsai., 2010)
sertés (Sus scofa) hasnyalmirigy PPA P00690 1PIG 2,20 A (Machius és mtsai., 1996)
Aspergillus oryzae TAA POC1B3 TTAA 1,98 A (Brzozowski és mtsai., 1997)

Az enzim-szubsztrat kozotti kolesonhatasi energiak molekularis modellezéssel torténd
szamitasahoz az enzim természetes szubsztratjaval azonos szerkezetii, oa-(1—4) glikozidos
kotéseket tartalmazo maltooligoszacharid molekuldkat épitettiink fel. Ezen szubsztratok
modelljeinek felépitéséhez olyan kristalyszerkezeteket hasznaltunk fel, melyek az enzimek
maltozzal (PDB kod: 2GVY) (Vujicic-Zagar és mtsai., 2006), maltoheptaozzal
(PDB kod: 1RP8) (Robert és mtsai., 2005) vagy a szubsztrat-analdég inhibitor akarbdzzal
(PDB kod: 1IMFU) (Ramasubbu és mtsai., 2003), (PDB kod: 1RPK) (Robert és mtsai., 2005),
(PDB kod: 1E3Z) (Brzozowski és mtsai., 2000), (PDB kod: 10SE) (Gilles és mtsai., 1996)

alkotott komplexérdl késziiltek.
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Az enzim-szubsztrat kozotti kolesonhatasi energiak molekularis modellezéssel torténd
szamitasat a kovetkezo 1épések szerint végeztik.

1. A maltooligoszacharid szubsztratmolekula modelljének felépitése. A kiindulasi
kristalyszerkezetben, az aktiv helyen talalhaté szubsztrat vagy szubsztrat-analdég molekula
egységeit hasznaltuk sablonként és erre illesztettik ra a glikoéz egységeket a Sybyl
programmal. A felépitett maltooligomer szubsztrat egymast kovetd glikoz egységei kozott
minimalizalasi procedtraval finomitottuk (Powell iteraciok szama: 20, dielektromos allando: 1,
erdtér (,,force field”): AMBER7_FF99).

2. Az enzim-szubsztrat komplexek létrehozasa. Az enzim-szubsztrat komplexek
modelljének 1étrehozasa elsd Iépéseként a felépitett maltooligoszacharid szubsztratot
beillesztettiik a szubsztratkotd zsebbe, a kiindulasi szerkezetben talalhatdé szubsztrat-analog
molekulara torténd illesztéssel, és az aktiv helyen eredetileg taldlhaté molekula torlésével.
Bizonyos esetekben a beillesztett szubsztrat hidroxilcsoportjanak  oxigénje a
kristalyszerkezetben 1évé vizmolekula oxigénjével gyakorlatilag azonos térbeli pozicidban
foglalt helyet, ami egyes vizmolekulak eltavolitasat tette sziikségessé. A mutans enzimek
homoldg modelljeinek Iétrehozasa a vad tipusi enzim megfelelé aminosav oldallancainak
eltavolitasat tette szlikségessé, hogy elkertiljiilk a minimalizalas sordn a nagy kiindulési energia
altal okozott torzulast.

Elkeriilendd a modositott aminosav oldallancoknak a nem modositott aminosav
oldallancokkal, szubsztrat egységekkel vagy vizmolekuldkkal torténd egymasra illeszkedését, a
szamitassal josoltuk meg (Iépések szama: 1000, I1épések hossza: 1 fs, homérséklet: 300 K,
dielektromos allando: 1, erétér: AMBER7_FF99, csak a modositott aminosav oldallanc
atomjainak minimalizalasaval, a tobbi atomot aggregatumként definidlva). A modositott
aminosav oldallancok és a szubsztrat konformdacidjanak ,finomitasa” egy rovid
energiaminimalizalasi proceduraval tortént: Powell iteraciok szama: 100, dielektromos allando:
1, er6tér: AMBER7_FF99, csak a modositott oldallancok és a szubsztrat molekula 8 A
kornyezetén beliili atomok minimalizalasaval, a tobbi atomot aggregatumként definidlva.

3. Az enzim-szubsztrdat kézotti kolesonhatdsi energidinak szamitdsa. Az enzim-szubsztrat
komplex minimalizalasa a teljes molekula minimalizalasaval tortént, aggregatumok
definialdssa nélkiil. Az energiaminimalizalds paraméterei: Powell iteraciok szama: 100,

dielektromos alland6: 1, erdtér: AMBER7_FF99, nem-koté kolcsonhatasok hatartavolsag
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értéke (,,cutoff’): 8 A. A minimalizaldst kdvetden minden szubsztratkotd alhely esetében
kiszamitottuk az egyes gliikk6z monomer egységek és az enzim kozotti kdlesdnhatasi energiakat
(EsveyL).

4. Az adatok feldolgozdsa. Az adatok feldolgozasanak és kiértékelésének elsé 1épéseként
elvégeztik a kisérletesen meghatdrozott bontasi képbdl a SUMA programmal szamolt
latszolagos kotési energia értékek (Esuma) és a Sybyl programmal molekularis modellezéssel
szamolt enzim-szubsztrat kolcsonhatasi energia értékek (Esypyr) koOzotti linearis regresszios
analizist. A josolt értékek pontossaganak megallapitasara a pontokra illesztett regresszios
egyenes korrelacié koefficiens (rz) értékét hasznaltuk. Az EsygyL (kcal/mol) értékeket linearis
transzformacioval az Esyma értékekkel (kJ/mol) azonos nagysagrendii energiakka (Evranst)
(kJ/mol) alakitottuk azért, hogy igy mérsékeljik a szamitasokat terhel6 hibak mértékét.
A linearis transzformalashoz az Esygyi €s az Esyma értékek kozotti linedris regresszids analizis
soran kapott regresszios egyenes egyenletének meredekség (m) és tengelymetszet (b) értékeit

hasznaltuk, az alabbi egyenlet Szerint:

Etranst. = (EsysyL - D) / m.

A linedris regresszios analizishez, az értékek transzformalasdhoz és az 4brazolashoz a
Microsoft Excel (Microsoft Corporation) és a SigmaPlot (Systat Software Inc.) szoftvereket
hasznaltuk. A vizsgalt modellek Gsszehasonlitasat a Sybyl program segitségével végeztiik el,

Silicon Graphics Fuel munkaéllomason.
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5. Eredmények és meghbeszélés

5.1 Az AMY1 masodlagos szubsztratkoto hely mutansainak vizsgalata

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

A keményité szemcse-koté hely és a cukorcsipesz kulcsfontossagii aminosavainak
mutacioit tartalmazé W279A, W278A/Y380A, W279A/Y380A, H395A, H395A/Y380A ¢és
Y105A/Y380M  enzimek  mindegyikében a  szénhidrat-szubsztrattal  kialakitott
kolcsonhatasokért felelos oldallancok alaninra lettek kicserélve, az Y105A/Y380M mutans
kivételével. Az egyszeres és kétszeres AMY 1 mutansok bontasi képeit 3—11 tagszamt CNP-f3-
D-MOS szubsztratok hidrolizisével hataroztam meg. A vad tipust enzimre és az Y105A és
Y380A mutansokra vonatkozd méréseket és szamitasokat korabban Dr. Gyémant Gydngyi
végezte el. A modositott enzimek esetében a mutaciok altal okozott valtozasokat a vad tipusu
enzimhez viszonyitva értékeltik. Az Y105A/Y380M kétszeres mutans az aktiv hely nagy

crer

esetben az Osszehasonlitashoz az Y105A egyszeres mutans adatait is hasznaltuk (Kandra és
mtsai., 2006).

A bontasi képeket CNP-B-D-MOS szubsztratsorozatokon mért reakciokkal hatdroztuk
meg, azonban < 10 % szubsztratkonverzid mellett is tapasztaltunk transzglikozilezést.
A transzglikozidaz aktivitas mértékének megallapitasahoz az Osszes termék mennyiségéhez
viszonyitva hataroztuk meg a transzglikozilezéssel keletkezett termékek szézalékos aranyét.
Az 5. tablazat a 3—11 tagszami CNP-MOS szubsztratok hidrolizisével keletkezé termékek
egymashoz viszonyitott aranyat (%) mutatja. A bontasi képek nem mutatnak jelentds
kiilonbséget a vad tipus és mutdnsai kozott (5. tablazat). Az egyes termékek mennyiségének
csak kismértéki novekedése vagy csokkenése tapasztalhatdo. A kiilonboz6 szubsztratokkal
végzett reakciok tobbségében azonos tagszamu oligomerek keletkeztek f6 termékként.
A legjelentdsebb valtozasok az Y105A/Y380M mutans esetében tapasztalhatéak. Bontési képe
nagy hasonlésagot mutat az Y105A mutanséval (5. tablazat), ami arra utal, hogy az Tyr105-t

érinté mutacid hatasa érvényesiil az Y380M mutacid hatasaval szemben.
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5. tablazat A masodlagos kotéhelyeken modositott AMY1 enzimek bontasi képei.

Szubsztrat | Termék | AMYL™ | w279A ngggzl v\\(/ggﬁ/ Y380A | H395A ':'(%98%'2/ Y105A° \gggﬁﬂ/
CNP-G1 84,0 71.9 70,2 738 78,0 73,2 76,2 80,0 744
CNP-G3 ™ onpoc2 16,0 28,1 29,8 26,2 22,0 26,8 238 20,0 25,6
CNP-G1 40 16 71 6.3 2,0 7.0 12,8 3,0 71
CNP-G4 | CNP-G2 95,0 95,7 91,1 91,8 96,1 89,3 833 96,0 87,9
CNP-G3 10 2,7 18 19 19 2,8 39 1,0 5,0
CNP-G1 12,0 26,8 19,3 155 215 16,8 19,5 8,0 9,6
CNP-G2 56,0 538 50,8 62,0 54,5 63,1 59,6 62,0 67,2
CNP-GS ™ opGs 20,0 0.8 20,9 22,5 2 20,1 20,9 24,0 23,2
CNP-G4 12,0 9,6 0 0 0 0 0 6,0 0
CNP-G1 17,0 16,4 8,6 11,2 14,2 10,3 19,0 6,0 5.7
CNP-G2 62,0 504 62,3 58,6 56,7 60,2 533 64,0 63,5
CNP-G6 | CNP-G3 12,0 215 14,0 145 156 143 11,9 15,0 148
CNP-G4 9,0 95 11,2 11,8 135 138 124 15,0 124
CNP-G5 0 2,2 3,9 39 0 14 34 0 36
CNP-G1 95,0 88,2 86,0 92,1 94,7 68,8 914 41,0 39,8
CNP-G2 2,0 36 42 28 25 74 27 330 30,2
CNP-G3 2,0 2,2 53 15 16 11,9 1,0 16,0 16,1
CNP-GT ™ NP4 1,0 12 2.3 09 07 47 17 50 6,5
CNP-G5 0 48 2.2 1,0 05 7.2 1,0 5,0 49
CNP-G6 0 0 0 17 0 0 22 0 25
CNP-G1 66,0 60,9 53,9 64,4 66,4 59,4 67,1 38,0 39,0
CNP-G2 34,0 37,5 415 344 36 371 306 55,0 477
CNP-G3 0 07 0,9 0.1 0 0,6 06 30 27
CNP-G8 | CNP-G4 0 0,9 16 04 0 11 13 30 32
CNP-G5 0 0 0,6 0.2 0 05 04 150 11
CNP-G6 0 0 15 05 0 13 0 0 33
CNP-G7 0 0 0 0 0 0 0 0 3,0
CNP-G1 34,0 213 18,7 23,1 6,6 22,8 24,7 16,0 137
CNP-G2 52,0 53,1 459 51,6 733 65,5 633 71,0 62,7
CNP-G3 14,0 94 101 9,7 75 78 83 11,0 10,8
CNP-G9 ™ oNpGa 0 50 75 46 12,6 15 1,2 1,0 43
CNP-G5 0 79 12,9 8,0 0 17 2,0 1,0 6,0
CNP-G6 0 33 49 3 0 07 05 0 25
CNP-G1 22,0 18,4 233 18,2 45 21,1 20,5 10,0 9,5
CNP-G2 37,0 458 46,1 409 62,9 453 448 50,0 48,7
CNP-G3 34,0 26,8 26,8 24,7 14,0 273 27,8 330 304
CNP-G10 | CNP-G4 7,0 71 38 76 115 6,3 6,9 6,0 7.2
CNP-G5 0 11 0 71 71 0 0 1,0 18
CNP-G6 0 08 0 15 0 0 0 0 0,9
CNP-G7 0 0 0 0 0 0 0 0 15
CNP-G1 12,0 20,0 18,6 20,0 14,1 20,2 20,1 9,0 6,5
CNP-G2 40,0 27,5 333 31,0 446 34 316 430 318
CNP-G3 20,0 18,2 17,9 17,3 18,7 171 17,3 24,0 215
CNP-G4 25,0 30,0 26,4 27,8 22,6 25,7 27,2 22,0 24,3
CNP-G11 | CNP-G5 30 43 38 3,9 0 36 38 2,0 48
CNP-G6 0 0 0 0 0 0 0 0 2,0
CNP-G7 0 0 0 0 0 0 0 0 45
CNP-G8 0 0 0 0 0 0 0 0 31
CNP-G9 0 0 0 0 0 0 0 0 15

“(Kandra és mtsai., 2006).
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Minden vizsgalt enzim esetében tapasztaltuk a CNP-G4 szubsztraton mért
transzglikozilezés mértékének novekedését, valamint az Y380A és Y105A kivételével a CNP-
G3 szubsztraton is mértiik transzfer termékek keletkezését (6. tablazat). Hosszabb, 5—7
tagszamu szubsztratokon csak az Y105A/Y380M mutdns mutatott transzferaz aktivitast.
A legnagyobb mértékii transzglikozilezést a W278A/Y380A mutdns mutatta, tobb mint
haromszoros mennyiségli transzfer terméket szabaditott fel (24,4 %) a vad tipushoz képest

(8 %) a CNP-G4 szubsztraton mért reakcioban (6. tablazat).

6. tablazat A mdsodlagos kotéhely-mutdinsok bontasi képeinek elkészitése sordn tapasztalt
transzglikozilezés. A tablazat a transzglikozilezéssel keletkezett termékek szdzalékos ardnydt
mutatja az 0ssz€S termék mennyiségéhez képest.

Enzim Szubsztrat
CNP-G3 CNP-G4 CNP-G5 CNP-G6 CNP-G7

AMY1 0 8 0 0 0

W279A 10,1 20,8 0 0 0
W278A/Y380A 4,9 24,4 0 0 0
W279A/Y380A 58 18,2 0 0 0

H395A 58 12,3 0 0 0
H395A/Y380A 13,9 17,2 0 0 0
Y105A/Y380M 12,0 13,1 8,2 3,7 3.9

Y380A 0 20 0 0 0

Y105A 0 10 0 0 0

A W279A, W278A/Y380A, W279A/Y380A, Y380A, H395A, H395A/Y380A és
Y105A/Y380M AMY1 mutansok alhelytérképeit a CNP-B-D-MOS szubsztratokkal készitett
bontasi képek alapjan szamitottuk ki (7. tablazat). A latszolagos kotési energia értékeket
8 glikon és 4 aglikon alhelyre szadmitottuk ki, a kordbban meghatarozott 12 alhelybdl allo
modell (Kandra és mtsai., 2006) megtartasaval.

A muticiok hatasdnak kiértékelése soran az Y380A cukorcsipesz mutins az
Osszeenergia jelentds novekedését (-39,7 kJ/mol) mutatta, mig az H395A mutans esetében
jelentds csokkenését tapasztaltuk (-12,6 kJ/mol) a vad tipust enzimhez képest (-22,6 kd/mol)
(7. tablazat).
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7. tablazat A masodlagos kétohelyeken modositott AMY1 enzimek alhelytérképei.

Az egyes szubsztratkoté alhelyek latszélagos kotési energiai (kJ/mol) Osszes

Enzim energia

-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 +3 +4 (kJ/mol)

AMY1" 0,30 -4,00 -12,40 0,80 -1,30 1,00 -7,00 -2,70 1,90 0,80 -22,60
W279A 0,23 -3,95 -10,01 -0,17 -1,87 0,69 -4,59 -3,02 2,28 -1,09 -21,50
W278AY380A 0,35 -2,96 -10,57 2,86 -1,06 0,85 -5,08 -2,68 2,35 0,31 -15,63
W279AY380A 0,55 -3,90 -11,74 1,66 -0,80 0,77 -5,71 -2,70 2,33 -0,01 -19,55
Y380A -1,00 -6,90 -14,00 -1,90 -2,70 0,20 -8,70 -5,40 2,00 -1,30 -39,70
H395A 1,28 -3,80 -8,04 2,61 -0,47 0,87 -5,52 -2,77 2,93 0,23 -12,68
Y380A/H395A 0,81 -4,31 -10,67 0,08 -0,68 0,45 -5,76 -2,53 2,42 -0,20 -20,39
Y105A” 0,70 -3,80 -5,60 0,20 -1,40 0,20 -8,00 -5,00 2,00 0,90 -19,80
Y105A/Y380M 0,23 -3,75 -5,43 0,18 -1,56 -0,63 -1,57 -4,79 1,61 -0,25 -21,96

" (Kandra és mtsai., 2006)

Az Y380A mutans esetében tapasztalhatd jelentds energiatdbbletet nem az egyes
alhelyek energiajanak kiugréoan nagy valtozasa okozza, hanem az egyes kotési energiak
kismértekli valtozadsanak egylittes hatdsa. Megfigyelhetd a kotShelyek affinitdsdnak
novekedése, a vad tipust enzimben megtalalhaté —8, —5 és +4 gatalhelyek (Kandra és mitsai.,
2006) kotohelyekké atalakulasa és a —3 gatalhely kotési energiajanak novekedése (7. tablazat).

Ezzel ellentétben, a cukorcsipesz Tyr380 aminosavval ellentétes oldalan elhelyezkedé
mutatta a vad tipushoz képest (7. tablazat). Ez a valtozas az Y380A mutanshoz hasonldan az
egyes alhelyeken tapasztalt kismértékii valtozasokbdl tevédik Ossze. A szubsztrat iranti
affinitas csokkenését a —6 és —2 nagy energidju glikonkotd alhelyek és a —8, —5 és +3
gatalhelyek kotési energiajanak csokkenése is mutatja (7. tablazat).

A Y380A/H395A kétszeres mutans esetében az egyes mutaciok altal okozott hatasok
Kiegyenlitik egymast, az 0sszenergia értékében (-20,39 kJ/mol) sem tapasztalhato az egyszeres
mutansok esetében mért jelentds valtozas (7. tablazat). Az Y380A és a H395A egyszeres
mutaciok altal okozott hatdsoknak a kétszeres mutansban megfigyelhetd kiegyenlitodése
nemcsak az alhelytérképek esetében, hanem az enzimaktivitds értékek esetében is
tapasztalhatd, mig az egyszeres mutansok jelentdsen csokkent aktivitast mutatnak, a kétszeres
mutans aktivitasa a vad tipuséhoz hasonl6 érték (3. tdblazat).

Az Y105A/Y380M kétszeres mutans a cukorcsipesz kulcsfontossagi aminosavanak és a
Az aktiv helyet érintd Y105A muticido hatdsa domindl a masodlagos kotohely Y380M

mutacidjaval szemben (Nielsen és mtsai., 2008a), amit a bontasi kép és alhelytérkép adatok
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mutatnak. A kétszeres mutdns az Y105A mutanshoz hasonléan a —6 alhely energiajanak kozel
7 kJ/mol-o0s csokkenését mutatja a vad tipus -12.4 kJ/mol értékéhez képest (7. tablazat).
tartalmazd egyszeres (W279A) és kétszeres mutans (W278A/Y380A és W279A/Y380A)
enzimek esetében nem tapasztaltunk jelentds valtozasokat a bontasi képekben (5. tablazat), az
egyes alhelyek kotési energidiban ¢és az Osszenergia értékekben sem (7. tablazat).
Alhelytérképiik és bontasi képiik is nagyon hasonl6 a vad tipusu enziméhez.

A jelen fejezetben bemutatott vizsgalatok soran els6ként vizsgaltuk az AMY1 aktiv
helyétél tavol elhelyezkedd aminosavait érinté mutaciok hatasat a CNP-B-D-MOS szubsztratok
termékanalizisén alapuld alhelytérképezéssel. Elsoként végeztiik el a W279A, W278A/Y380A,
W279A/Y380A, Y380A, H395A, H395A/Y380A ¢és Y105A/Y380M AMY1 masodlagos

kotdhely-mutansok aktiv centrumdnak térképezését (Nielsen és mtsai., 2009).
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5.2 Az AMY1 aktiv hely mutansainak vizsgalata

srer

(S48Y, V47A, V4TF, V47D, V4TK/S48G, V47G/S48D, V4T71/S481 és V47L/S48A) korabban
az aktiv hely glikon-ko6t6 helyein betdltott szerepének tanulményozéasa céljabol allitottak eld
random mutagenezissel (Mori és mtsai., 2001; Mori és mtsai., 2002; Svensson és mtsai., 2002).
Munkank sordn ezen AMY 1 mutansok aktiv centruménak térképezését végeztiik el.

A mutansok bontasi képeit 3—11 tagszamt CNP-B-D-MOS szubsztratsorozat tagjainak
hidrolizisével hataroztuk meg. A bontasi képek elkészitésében Fazekas Erika nyujott segitséget
a kromatografias analizisek sordn. A 8. tdblazat a 3—11 tagszdmu szubsztratok hidrolizisével
keletkezd termékek egymashoz viszonyitott aranyat (%) mutatja.

A mutaciok hatdsara a preferalt kotési moédok megvaltozasa az alhelykotési energidk
megvaltozasaval magyaradzhat6. A vad tipust AMY1 esetében a f6 kotési mod a kromofor
csoportot tartalmazd heptamer szubsztrat (CNP-G7) esetében a —6 és +2 alhelyek kozotti
kotodés, amikor is a nagy energidju alhelyek rogzitik a szubsztrat két végét. A vad tipus
esetében a nagy energiaji —6 alhely hatdrozza meg a CNP-G7 kotddését, csaknem kizardlag
CNP-G1 szubsztrat felszabaduldsat okozva (Kandra és mtsai., 2006). Az aktiv hely mutansok
esetében az alhelyek energiavaltozasai egyiittesen a hosszabb termékek nagyobb mennyiségben
torténd keletkezését eredményezik. Ez a hatds érvényesiil az S48Y, V47K/S48G ¢és
V47G/S48D mutansok esetében is, aminek kovetkeztében a CNP-G7 szubsztrattal végzett
reakcioban a CNP-G1 termék csak igen kis mennyiségben szabadul fel (8. tablazat). A V47A
és VATL/S48A esetében a preferdlt kotdmodok j6 egyezést mutatnak az eldzetes vizsgalatok
soran PNP-G5—G7 szubsztratokon mért reakciok eredményeivel (Svensson €s mtsai., 2002).

A masodlagos kotéhely-mutansok vizsgalatdhoz hasonloan ebben az esetben is
tapasztaltunk transzglikozilezést a CNP-B-D-MOS szubsztratok < 10 % konverzidja mellett.
A 9. tdblazat a transzglikozilezéssel keletkezett termékek szdzalékos aranyat mutatja az dsszes
termék mennyiségéhez képest, mely értekeket a csucs alatti teriiletek felhasznéalasaval
hataroztunk meg.

Korabbi vizsgalatok a vad tipusu AMY1 bontasi képének vizsgalata soran transzfer
termékek keletkezését mutattak ki G4, G5 és G6, valamint PNP-o-D-G4 szubsztratokon
(Macgregor és mtsai., 1992). Az AMY1 transzglikozilezésre valo képességét vizsgalataink
soran szintén sikeriilt igazolni: a CNP-G4 szubsztrat esetében CNP-G5 és CNP-G6 transzfer
termékek felszabadulasat tapasztaltuk, a keletkezett termékek 8 %-a keletkezett

transzglikozilezéssel (9. tablazat) (10.A abra).
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8. tablazat Az aktiv helyen modositott AMY1 enzimek bontdsi képei.

Szubsztrat Termék AMY1" S48Y V4TA VATF V47D VATK/S48G VA47G/S48D | VA4T1/S481 VATL/S48A
CNP-G1 84 57,9 69,8 77,4 75,2 74,7 72,8 40,9 57,3
CNP-G3 CNP-G2 16 42,1 30,2 22,6 24,8 25,3 27,2 59,1 42,7
CNP-G1 4 13 6,0 23 52 2,9 2,0 6,0 6,8
CNP-G4 CNP-G2 95 98,7 93,4 97,7 94,8 97,1 98,0 94,0 93,2
CNP-G3 1 0 0,6 0 0 0 0 0 0
CNP-G1 12 0,6 17,2 8,5 6,2 0,7 1,9 6,7 10,6
CNP-G2 56 62,6 60,0 67,0 69,0 76,7 73,9 73,5 59,8
CNP-GS CNP-G3 20 33,9 20,1 22,2 22,9 21,2 22,1 17,2 27,6
CNP-G4 12 29 2,7 23 19 1,4 2,1 2,6 2,0
CNP-G1 17 0,5 12,5 3,9 4,4 0,8 13 2,6 8,4
CNP-G2 62 35,8 67,1 66,4 65,6 34,5 55,7 53,3 69,1
CNP-G6 CNP-G3 12 26,7 9,6 15,3 14,2 36,7 20,9 355 9,7
CNP-G4 9 34,5 85 12,7 13,2 24,5 16,8 73 9,5
CNP-G5 0 25 23 17 2,6 3,5 53 13 3.3
CNP-G1 95 2,6 85,5 22,4 51,9 18 7,9 72,4 70,5
CNP-G2 2 29,3 74 39,1 27,1 26,1 26,3 18,1 18,7
CNP-G3 2 13,4 43 20,8 11,4 19,2 28,0 52 7,0
CNP-GT7 CNP-G4 1 22,7 15 10,4 54 32,8 21,8 2,6 2,0
CNP-G5 0 32,0 13 73 42 20,1 14,5 17 18
CNP-G6 0 0 0 0 0 0 15 0 0
CNP-G1 66 7,6 55,2 61,3 22,9 11,6 31,4 28,6 44,1
CNP-G2 34 33,8 41,3 34,3 72,5 32,1 34,5 69,7 53,6
CNP-G3 0 8,8 1,0 01 3,2 6,5 2,6 0,8 1,0
CNP-G8 CNP-G4 0 115 2,0 3,8 1,0 11,1 10,9 0,7 1,0
CNP-G5 0 18,8 0,5 0,5 0,4 20,2 8,9 0,2 0,3
CNP-G6 0 19,5 0 0 0 18,5 11,7 0 0
CNP-G1 34 7,6 21,6 10,4 53 31 8,2 10,0 10,6
CNP-G2 52 42,1 49,1 79,8 45,4 45,7 59,8 81,7 69,0
CNP-G3 14 7,4 10,6 4,3 39,3 8,8 9,5 51 79
CNP-G9 CNP-G4 0 7,6 54 2,0 43 8,4 3,9 14 18
CNP-G5 0 11,5 8,9 2,9 31 10,8 8,8 18 9,2
CNP-G6 0 9,7 4,4 0,6 13 11,8 4,9 0 15
CNP-G7 0 141 0 0 13 11,4 4,9 0 0
CNP-G1 22 35 20,9 8,5 4,0 3,2 6,8 11,0 55
CNP-G2 37 53,4 49,9 54,9 44,5 41,2 40,5 55,5 39,1
CNP-G3 34 14,9 22,9 30,3 20,0 24,7 27,0 13,0 25,1
CNP-G4 7 5,6 6,3 4,0 29,6 4,3 8,3 6,7 8,5
CNP-G10 CNP-G5 0 3,6 0 2,3 19 3,5 4,7 2,7 6,5
CNP-G6 0 45 0 0 0 59 6,8 57 10,3
CNP-G7 0 59 0 0 0 8,1 3,9 54 50
CNP-G8 0 8,6 0 0 0 9,1 2,0 0 0
CNP-G1 12 3,4 19,7 59 1,2 19 53 2,8 10,0
CNP-G2 40 37,5 39,2 61,2 26,9 31,7 31,2 50,7 50,8
CNP-G3 20 18,8 17,3 20,0 15,6 12,6 15,2 28,5 20,2
CNP-G4 25 12,6 17,1 12,9 24,6 13,5 20,5 13,9 19,0
CNP-G11 CNP-G5 3 3,8 3,7 0 10,2 7,0 14,6 18 0
CNP-G6 0 2,6 11 0 43 4,0 3,0 0,4 0
CNP-G7 0 9,0 11 0 9,9 71 4,5 1,0 0
CNP-G8 0 52 0,8 0 6,3 11,5 3,6 0,9 0
CNP-G9 0 71 0 0 1,0 10,7 2,1 0 0

“(Kandra és misai., 2006)
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9. tablazat Az aktiv hely-mutansok bontdsi képeinek elkészitése soran

transzglikozilezés. A tablazat a transzglikozilezéssel keletkezett termékek szazalékos ardanyat

tapasztalt

mutatja az dsszes termék mennyiségéhez képest.

Szubsztrat
Enzim
CNP-G3 CNP-G4 CNP-G5 CNP-G6 CNP-G7 CNP-G8

AMY1 0 8,0 0 0 0 0

V4TA 16,6 32,0 35 18 0 2,2

VATF 20,3 35,0 23,2 6,7 0 3,7

V47D 16,4 30,7 17,9 6,0 0 2,3

S48Y 14,8 31,7 25,9 16,0 25,0 151
V4T7K/S48G 10,2 32,8 25,9 16,2 17,8 15,6
V47G/S48D 20,8 43,2 35,0 23,7 19,9 19,4
VATL/SA8A 14,5 25,7 6,9 0,0 2,0 5,6
VA471/S481 17,0 359 2,3 0,0 0,0 4,2

A modositott enzimek mindegyike nagyobb mennyiségii transzfer terméket szabaditott
fel a CNP-G4 szubsztrattal végzett reakciok soran, mint a vad tipust enzim (9. tablazat).
A megnovekedett transzglikozilezési képességet a VA7F mutans példajan a 10. abra mutatja,
ahol a CNP-G4 szubsztraton mért reakcioban a CNP-G5—6 termékek transzglikozilezéssel
keletkeztek, mig a Kisebb tagszamtiak (DP1-3) hidrolizissel. A vad tipusu enzimhez képest
(10.A 4abra) a V47F mutacié (10.B abra) jelentdsen megnovelte a transzglikozilezéssel

keletkezett termékek mennyiségét.

mAU

CNP-G6

CNP-G5

8 10 12 14 186 18 min 5 6 7 8 9 10 1" 12 min

10. abra Az AMY1 (A) és a V47F (B) enzimek CNP-G4 szubsztrattal késziilt bontasi képének
HPLC kormatogramja. Az AMY1 esetében (A) a termékek 8 %-a, a V47F AMY1 esetében (B)
35 %-a keletkezett transzglikozilezéssel. ZORBAX Eclipse XDB-C18 oszlop (5 um, 150%4,6
mm), izokratikus elucio. acetonitril/viz = 13-87, dramlasi sebesség: 1 ml/perc, DAD: 302 nm.
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Nem csak a CNP-G4 szubsztraton, hanem a kisebb (CNP-G3) és nagyobb tagszamu
(CNP-G5-8) oligomer szubsztratokon is tapasztaltuk transzfer termékek felszabadulasat
(9. tablazat). A V47 mutansok elsOsorban a rovidebb szubsztratokon mutattak jelentds
transzferaz aktivitdst (CNP-G3-5). A legkisebb mértékii transzglikozilezést pentamer
szubsztaton az VATA esetében mértik (3,5 %) mig a V47G/S48D esetében a volt a
legmagasabb (35 %). A V47K/S48G, V47G/S48D, V47F és S48Y mutansok esetében jelentds
mértékii transzglikozilezést tapasztaltunk mind a révidebb, mind a hosszabb szubsztratokon
(9. tablazat).

Az alhelytérképeket a korabban meghatarozott 8+4 alhelymodell megtartasaval (Kandra
¢és mtsai., 2006) 12 alhelyre szamitottam ki (10. tablazat).

10. tablazat Az aktiv helyen médositott AMY 1 enzimek alhelytérképei.

. Az egyes szubsztratkoté alhelyek latszolagos kotési energiai (kJ/mol) Osszes
Enzim energia
-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 +3 +4 (kd/mol)
AMY1™ 0,30 -4,00 -12,40 0,80 -1,30 1,00 -7,00 -2,70 1,90 0,80 -22,60
S48Y -1,62 -1,91 -1,13 0,18 0,99 0,49 -8,49 -7,65 1,98 -0,40 -17,56
VATA 0,15 -2,99 -9,42 2,07 -0,91 1,29 -4,97 -2,64 2,96 1,00 -13,46
VATF 121 -6,88 -4,00 1,36 -0,43 0,65 -8,61 -5,41 3,03 1,99 -17,09
V47D -1,15 -0,32 -8,23 -0,93 -2,58 -1,57 -9,58 -6,67 0,84 -1,27 -31,46
V4TK/S48G 0,21 -2,28 -1,28 0,83 1,90 -0,87 -10,75 -7,96 1,97 0,27 -17,96
V47G/S48D 1,33 -3,56 -2,29 2,14 -0,19 -0,32 -8,11 -5,63 2,33 0,14 -14,06
VA4TL/S48A 1,70 -3,31 -7,88 1,02 -1,14 1,12 -5,02 -4,16 2,89 1,56 -13,22
V471/S481 -0,84 -4,55 -10,84 -0,97 0,39 -1,57 -6,12 -6,98 1,71 1,10 -28,67

“(Kandra és mtsai., 2006).

A Ser48 aminosav szamos glikonko6té helyen jatszik szerepet a szubsztrat kotésében.
Az eredmények azt mutatjak, hogy a mutacié hatdsara az S48Y AMY 1 mutans aktiv helyének
glikon-koté régioja rovidil. A —7 és a nagy energiaji —6 alhely affinitasa drasztikusan
lecsokken, aminek kovetkeztében a —6 kotohely csaknem teljesen megsziinik (10. tablazat).
A vad tipusu enzim —4 kotéhelye (-1,30 kJ/mol) gatalhellyé alakul at (0,99 kJ/mol).
A +2 alhely kotési energidja csaknem 5 kJ/mol-os novekedést mutat, ami a —2 alhely
energidjanak novekedésével egylitt ugy valtoztatja meg a preferalt kotdmodokat, hogy az a
rovidebb szubsztratok bekotddeésének kedvez.

Erre a valtozasra utalt a szubsztratok hasitasahoz sziikséges reakcididében bekovetkezo
valtozas iS. A vad tipusti enzim esetében a CNP-G7 szubsztratot a nagy energiaju —6 és +2

alhely rogziti, ami a szubsztrat gyors hidroliziséhez vezet. Az S48Y mutans esetében azonban a
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CNP-G4 szubsztrat bekotddése kedvezObb a —6 alhely horgonyzé hatdsanak megsziinése miatt.
Ez azt eredményezi, hogy a vad tipus a CNP-G7, mig az S48Y a CNP-G4 a szubsztratot
hidrolizalja nagyobb sebességgel, ami megallapithatd a kiilonboz6 tagszamu szubsztratok
esetében az idéegység alatt az atalakitott szubsztrat mennyiségében bekovetkezd valtozasbol
(Venp-gn) (konverzid %/perc). A Venp-calVene-c7 értéke 23-nak adodott az S48Y esetében, mig a
vad tipusnal ez az érték csupan 0,08 volt, ami jol mutatja a szubsztratspecifitas valtozasat, az
S48Y mutans CNP-G4 irdnti affinitasanak novekedését.

A V47A mutacio szintén csokkentette a —6 alhely szubsztrat iranti affinitdsat, am nem
olyan jelentds mértékben, mint az S48Y mutacié. A 47 pozicioban talalhato valin alaninra
torténd cseréje a —2 alhely energiajat is csokkentette. A tobbi alhelyen nem tapasztalhatod
jelent6s valtozas, az energiaértékek a vad tipuséhoz hasonldak (10. tablazat). Mind az alanin,
mind a valin hidroféb aminosavak, alifas oldallanccal. Az oldallanc méretében bekovetkezd
véaltozas lehet a magyardzat a V47A &ltal okozott kevésbé jelentés hatasra. Erdekes
megfigyelés, hogy bar a mutici6 nem okozott kiugrdé valtozasokat az egyes alhelyek
energiaiban, mégis az dsszenergia érték igen jelentds csokkenése tapasztalhato (10. tablazat).

AV47F mutacio hatasara a —7, —2 és +2 alhelyek energidja is megnovekedett és
a —6 alhely energiaja csaknem harmadara csokkent (10. tablazat). A jelenség magyarazataul az
szolgalhat, hogy a V47F mutans esetében a fenilalanin az Y105 aromas gytrtijével kertil
kolcsonhatasba. A —6 alhely szubsztrat iranti nagy affinitasa (-12,4 kJ/mol) révén erételjes
horgonyz6 hatést gyakorol a bek6tddd szubsztratokra a vad tipus esetén. A mutéicio hatésara
lecsokkent affinitas (-4,0 kJ/mol) azonban a maltoheptadznal rovidebb szubsztratok bekotddése
esetén nem kedvez a produktiv komplexek kialakuldsanak. A megvaltozott szubsztratspecifitas
kovetkezményeképpen a CNP-G7 szubsztrat hidrolizisének sebessége csokken, a rovidebb
szubsztratok bontasanak sebessége azonban nd (Venp-ca/Venp-7 = 22).

A V47D mutéans esetében a —7 alhely gyakorlatilag megsziinik, a belsé (=5 és —3)
gatalhelyek azonban kotéhelyekké alakulnak. Ebben az esetben is tapasztalhaté a —6 alhely
affinitdsanak csokkenése ¢és a hasitohelyek melletti alhelyek (-2 és +2) energidjanak
novekedése (10. tablazat).

Az S48Y-hoz asonlo hatas tapasztalhato a V47K/S48G kétszeres mutans esetében is, az
alhelytérkép jelentdsen megvaltozott. A —6 alhely szubsztrat irdnti affinitdsa gyakorlatilag
megsziinik (-1,28 kJ/mol), a —4 alhely gatalhellyé alakul ¢és a hasitohely melletti —2 és +2
alhelyek energidja jelentésen megnd (10. tablazat). A CNP-G4 iranti nagyobb affinitast az is
mutatja, hogy a CNP-G4 ¢és CNP-G7 bontasanak sebessége kozott igen nagy kiilonbség

tapasztalhat6 (VCNP-G4/VCNP-G7 = 35).
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A V47G/S48D mutans esetében a V47G mutacid hatasa feltételezhetden igen hasonld a
V47A mutacié hatadsdhoz, ugyanis mind a glicin, mind az alanin révid oldallancu apolaris
aminosavak. Az S48D mutacio hatdsa latszik érvényesiilni, amit az S48Y mutans
alhelytérképével vald nagy hasonlosag is mutat (10. tablazat). A dupla mutans enzim esetében
a kiilonbozd tagszamu szubsztratok hasitasanak sebessége is valtozott és az S48Y mutans
esetében tapasztalhat6 értéknek adodott (Venp-ca/Venp-g7 = 23).

A V47L/S48A mutans esetében az egyes alhelyek energidja csak kismértékben
csokkent, a kismértékli valtozasok azonban az Osszenergia nagymértékii csokkenését
eredményezték (-13,22 kJ/mol) a vad tipushoz képest (-22,60 kJ/mol) (10. tablazat).

A V471/S481 mutans Osszenergidjanak értéke -28,67 kJ/mol-ra novekedett,
a legjelent6sebb valtozas a +2 alhely affinitasanak megnovekedése és a —8, —5 és —3
gatalhelyek kotéhellyé alakulasa (10. tablazat).

A V47 és S48 aminosavakat érintdé mutdciok altal okozott jelentds valtozasok
magyarazataul szolgalhat, hogy ezek az aminosavak csaknem minden glikon-koté alhelyen
részt vesznek a szubsztrattal vald kolcsonhatasok kialakitasaban. Az aktiv helyen kotott
szubsztrat mintegy félkor alakban veszi koriil a V47 és S48 aminosavakat (Svensson és mtsai.,
2002; Bak-Jensen és mtsai.,, 2004; Robert és mtsai., 2005) (6. abra). Tovabba a V47
kiemelkedd szerepet tolt be a glikon-kotd alhelyeken, ugyanis az Y105 aminosavval egyiitt a
szubsztrat aktiv helyre torténd belépését koordinaljak (Robert és mtsai., 2005).

A jelen fejezetben bemutatott vizsgalatok soran elséként végeztiik el az S48Y, VATA,
VA47TF, V47D, V47K/S48G, V47G/S48D, V471/S481 és V4TL/S48A AMY1 muténsok aktiv
helyének térképezését. Eredményeink, a kordbban elvégzett eldzetes kisérletek adataival egytitt
(Svensson ¢és mtsai.,, 2002) fontos informaciokkal szolgalnak a szerkezet-funkcio
Osszefliggések mutagenezissel torténé vizsgalataban (Mori és mtsai. bekiildés el6tt). Adatainkat
felhasznaltuk az AMY1 enzimek transzferdz aktvitdsdnak tanulméanyozéisa sordn (Motyan és
mtsai., J. Mol. Catal., B Enzym. folyoirathoz bekiildve ) és a molekularis modellezésen alapuld
szamitogépes eljaras ellendrzéséhez sziikséges ellendrz6 halmaz 1étrehozasahoz is (Motyan és

mtsai., 2011).
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5.3 Vad tipusu és mutans AMY1 enzimek transzferaz aktivitasanak vizsgalata

A doktori dolgozat téméjaul szolgald alhelytérképezési vizsgdlatok soran CNP-(B-D-
MOS szubsztratokkal meghataroztuk a W279A, W278A/Y380A, W279A/Y380A, Y380A,
H395A, H395A/Y380A ¢és Y105A/Y380M masodlagos kotohely mutansok (5. tablazat) és az
S48Y VATA, VATF, VATD, VA47G/S48D, V4TK/S48G, VATL/S4A8A és V4T71/S481 aktiv hely
mutansok bontasi képeit (8. tablazat).

Minden mutans enzim megndvekedett transzferaz aktivitdst mutatott a CNP-G4
szubsztraton, valamint a kisebb (CNP-G3) és a nagyobb (CNP-G5-8) tagszamt szubsztrattal
végzett reakciokban is tortént transzglikozilezés (6. és 9. tablazat). A korabban, mas a-amilaz
enzimek esetében vizsgalt és sikeresen alkalmazott transzfer reakciok, valamint az AMY1
transzglikozilezésre vald képességére vonatkozo6 irodalmi és a sajat vizsgélatokbol szdrmazo
adatok sarkalltak benniinket az AMY | mutansok transzferdz aktivitdsanak tovabbi vizsgalatara.

Az aktiv helyen modositott AMY1 enzimeket ezért metil-umbelliferil csoporttal jel6lt
maltooligomerek transzglikozilezéssel torténd szintézisére kivantuk felhasznalni, tovabba az
eléallitott molekulakat szubsztratként alkalmazni a-amilazok fluoreszcens modszerrel térténd
enzimkinetikai méréseiben.

Bar a masodlagos kotohelyeken (6. tablazat) és az aktiv helyen moédositott enzimek
(9. tablazat) esetében is tapasztaltunk megnovekedett transzferaz aktivitast, azonban a
transzglikozilezés tanulmanyozasahoz az aktiv hely mutansokat valasztottuk. Ezek az enzimek
nemcsak nagyobb mértékli transzglikozilezést mutattak, de a vizsgalt aminosavak
a szubsztratkotdé arok alhelyeinek felépitésében szerepelnek. A szubsztrattal vald
szignifikans eltéréseket mutatnak a szubsztratspecificitdsban és a termékmintazatban. Ezért
ezek képezhetik esetleges célpontjait a transzferaz aktivitds megnovelésére és a termékmintazat

megvaltoztatasara irdnyuld vizsgalatoknak.

5.3.1 A szubsztratkoto alhelyek mutdciojanak hatdisa az AMY transzferaz aktivitdsdra

A kozelmultban Kandra és munkatarsai végezték el a vad tipust AMY1 és Y105A
mutansainak alhelytérképezését a Biokémiai Tanszéken (Kandra és mtsai., 2006). A bontasi
képek meghatarozasakor a vad tipusi és a mutans enzimek esetében is tapasztaltak
transzglikozilezést CNP-MOS szubsztratokon. Az AMY1 esetében a termékek 8 %-a
keletkezett transzfer reakci6 révén a CNP-G4 szubsztrattal végzett reakcioban, mig az Y105A

megnovekedett transzferaz aktivitast mutatott ugyanezen szubsztraton (9,7 %) valamint a
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hosszabb CNP-G5 szubsztrat esetében is 3 % transzfer termék szabadult fel (Motyan és mitsai.,
J. Mol. Catal., B Enzym. folyoirathoz bekiildve ).

Annak érdekében, hogy megallapitsuk az AMY1 ¢és aktiv hely mutansainak
enzimatikus transzglikozilezésekben vald felhasznalhatosagat, a transzglikozidaz aktivitast
szisztematikusan vizsgaltuk, kiilonb6z6 koriilmények valtoztatasaval. Az 5.3 fejezetben
bemutatott vizsgalatok elvégzésében Fazekas Erika és Dr. Gyémant Gyongyi nyujtott
segitséget. Az akceptor molekula aglikon csoportja meghatarozé jelentdségli a transzferaz
reakcié soran. Ezért a transzglikozilezésben felhasznalhatdé donor és akceptor molekuldk
ellendrzése céljabol végzett eldzetes kisérletek soran mintegy 20 kiilonb6zd, kromofor-
csoportot tartalmazo akceptor molekulat teszteltiink (lasd az Anyagok és modszerek fejezetben).

Annak elkeriilésére, hogy az enzim hidrolizalja ezeket a transzfer termékeket,

crer
crer

crer

galaktoz, fukoz, L-arabinoz) hasznalatakor nem keletkeztek transzfer termékek. Az N-acetil-
glik6zamin és a gliikuronsav sem bizonyult alkalmas akceptornak. Megallapitottuk, hogy az
akceptor molekula anomer konfiguracidja nem befolyasolja a transzfer reakciot, tehat a - és az
a-glikozidos kotéssel kapcsolt kromofor csoportot tartalmazd glikozidok jol hasznalhatdak
akceptorként. Kiilonboz6 tagszamu maltooligoszacharid donor molekulakat is teszteltiink.
Az elbzetes vizsgalatok soran a gliikoz és maltoz nem, azonban a maltotetradz, maltopentadz és
maltoheptadz molekuldk jo donoroknak bizonyultak minden vizsgalt enzim szdmara
(AMY1, Y105A, V4TF, S48Y, VA4TK/S48G és V47G/S48D).

A transzfer reakcid tovabbi tanulmanyozasira a PNP-B-D-gliikopiranozidot
valasztottuk, mint modell akceptor molekulat, maltoheptadz donor hasznalata mellett.
Az AMY1 és az Y105A mutanssal végzett reakcioban az akceptornal (PNP-G1) nagyobb
tagszam termékek (PNP-G2-G7) keletkezését tapasztaltuk. Azonos reakciokoriilmények
kozott végzett reakcioban, 3 ora inkubalas utan az AMY1 altal katalizalt reakcio 33 %-0s
konverziot (11.A abra), az Y105A 40 %-os konverziot ért el (11.B abra). Az Y105A mutans
esetében nemcsak az akceptor konverzidjanak nodvekedését, hanem a termékmintazat
megvaltozasat is tapasztaltuk: az AMY 1-hez képest (DP2—5) (11.A abra) a nagyobb tagszamu
termékek is keletekeztek (DP2—7) (11.B abra).
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11. dbra Az AMYI (A) és az Y105A (B) dltal katalizalt transzglikozilezési reakcio HPLC
kromatogramja, PNP-G 1 akceptor és G7 donor jelenlétében, 3 ora inkubdlas utan. ZORBAX
Eclipse XDB-C18 oszlop (5 wm, 150%4,6 mm), izokratikus elucio: acetonitril/viz = 10-90,
aramlasi sebesség: 1 ml/perc, DAD: 302 nm.

A V47G/S48D mutans alacsony hidrolitikus aktivitasa (3. tablazat) ellenére jelentds
transzglikozilezést tapasztaltunk. 48 oOra inkubalas utan a szubsztrat 55 %-os konverzidja

mellett kilenc kiillonb6z6 tagszamu transzfer termék keletkezett (DP2—10) (12. abra).
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12. dabra PNP-GI akceptor és G7 donorral végzett transzglikozilezési reakcio HPLC
kromatogramja a V47G/S48D mutans altal katalizalt reakcioban 24 ora (A) és 48 ora (B)
inkubdlast kovetéen. ZORBAX Eclipse XDB-C18 oszlop (5 wum, 150*%4,6 mm), izokratikus
elucio: acetonitril/viz = 10-90, aramlasi sebesség: 1 ml/perc, DAD: 302 nm.

Az AMY1 hosszu szubsztratk6to arokkal rendelkezik, ami kedvez a nagyobb tagszamu
szubsztratok esetében a produktiv komplexek kialakulasanak. Ez a hosszabb PNP-oligomerek
gyorsabb hidroliziséhez vezet. A termékarany valtozasat tapasztaltuk a V47G/S48D mutanssal

végzett reakcioban, ahol az id6 eldrehaladtaval a nagyobb tagszamu termékek mennyisége
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csokkent és a termékek egymashoz viszonyitott aranya is megvaltozott 24 (12.A abra) és
48 ora inkubalast kovetden (12.B abra). A hosszabb transzfer termékek hidrolizissel torténd

atalakitasat a kromatogramok csucs alatti tertileteinek csokkenése is mutatja (12. abra).

5.3.2 Enzimatikus transzglikozilezés a V47F AMYI enzimmel - a reakciokoriilmények

optimalizadlasa

A metil-umbelliferil csoportot tartalmazé maltooligoszacharidok potencidlisan jo
szubsztrajai az a-amilaz enzimeknek (Winn-Deen és mtsai., 1988). A fluorogén szubsztratok
elérhet6sége azonban korlatozott, kereskedelmi forgalomban csak a MU-a- ¢és
B-D-gliikopiranozid kaphatdo (www.sigmaaldrich.com). Az oa-amilazok MU-oligomer
szubsztratokkal torténé aktivitasmérése ezért a  4-metil-umbelliferil-maltooligomerek
(MU-a-D-MOS) eléallitasat teszi sziikségessé. A fluorimetrias aktivitasmérési eljaras az egyes
enzimek alhelytérképei alapjan kivalasztott szubsztratok hasznalatdn alapul. Az enzim a
megfeleld tagszamt MU-a-D-MOS szubsztratot olyan modon koti, hogy a szubsztrat metil-
umbelliferil csoportjat rogzitd a-glikozidos kotés a hasitohely felett helyezkedik el. Ez a
produktiv kétdmod a fluorofor csoport lehasadasat eredményezi és a keletkez6 MU csoport
koncentracidja fluorimetriasan mérhetd és aranyos az enzim aktivitasaval. A MU-a-D-MOS
szubsztratok szintéziséhez azonban sziikség volt a transzferdz reakcid paramétereinek
optimalizalasara.

A transzglikozilezés vizsgalatakor a MU-a-D-G1 és a MU-B-D-G1 molekulak egyarant
megfeleld akceptoroknak bizonyultak. A szintézis reakcid koriilményeinek optimalizalasahoz a
MU-B-D-G1 akceptort valasztottuk, mivel az a-amilazok nem képesek a B-glikozidos kotés
hidrolizisére, ezaltal elkeriilhetd a fluorofor csoport lehasadasa és biztosithato a redukald végen
fluorofor csoportot tartalmazé termékek azonositasa.

A bontasi képek elkészitésekor a CNP-B-D-MOS szubsztratokkal végzett hidrolitikus
reakciokban a mutans enzimek transzferaz aktivitdsanak nagymértékii novekedését
tapasztaltunk a vad tipusu enzimhez képest (9. tablazat), azonban a transzferaz reakciok
tanulmanyozasakor, a megfeleld akceptor molekula jelenlétében nem tapasztaltunk ugyanilyen
mértékl kiillonbségeket az enzimek kozott. Ennek magyarazataul szolgalhat, hogy a bontasi
képek meghatarozasakor a termékek masodlagos tdmadasanak elkertilésére a bontasi képeket a
reakcid kezdeti szakaszaban, a szubsztrat < 10 % konverzidja mellett hataroztuk meg. Ezzel
ellentétben, az akceptor és donor molekulak nagy feleslegének jelenlétében végzett

transzglikozilezési reakciok soran a minél nagyobb konverzid elérése volt a cél. A szubsztrat
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alacsony ¢és az akceptor nagyobb konverzidja mellett vizsgalt reakcioban tehat nem
mutatkoztak a korabban tapasztalt kiilonbségek.

Az enzimatikus szintézist a V47F AMY1 mutans altal katalizalt transzglikozilezés
reakcidval kivantuk elvégezni.

A MU-B-D-G1 akceptort kiilonboz6 koncentraciokban teszteltiik (4, 8, 12 és 15 mM).
A viérakozasoknak megfeleléen az akceptor mennyiségének novelésével nétt a
transzglikozilezéssel keletkezett termékek mennyisége is, igy a tovabbi kisérletekben 15 mM
koncentracioban hasznaltuk az akceptort. Kiilonb6z6 donor molekuldkat is teszteltiink.
Az enzim természetes szubsztratjanak, a keményité hasznalatdval csak 0,7 %-0s konverziot
sikeriilt elérni, 7,5 6ra inkubdlds utan. A keményitd hidrolizisének, azaz az enzim szamara
donorként hasznalhat6 oligomerek keletkezésének sebessége igen alacsonynak bizonyult. Ezért
a keményit6t feltehet6en csak megfelelé eldemésztés alkalmazasa mellett lehetne donorként
hasznalni a csokkent hidrolitikus aktivitdst mutatd enzimek 4altal katalizalt reakcioban.
A transzfer reakcid sebességének novelése érdekében kiilonb6z6é maltooligoszacharid donor
molekuldkat is teszteltiink. Mind a maltopentadz, mind a maltoheptadz donorok hasznalhat6
molekulaknak bizonyultak. A transzglikozilezés sordn mindkét donorral hasonlé mértéki

konverziot ért el a reakcid (13. abra).

Konverzio (%)

1] 50 100 150 200 250 300

Reakciondo (perc)

13. dbra A G5 és G7 donorokkal végzett transzferdz reakcioban elért konverzio.
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14. dbra A G7 donor koncentrdcio valtoztatisanak hataisa a MU-B-D-G1 akceptor
konverzidjara (%) a V47F AMY1 adltal katalizalt transzglikozilezés reakcioban.

A viarakozasoknak megfelelden a G7 koncentracid emelése megnovelte a konverzid
értékét, azaz a transzglikozilezéssel keletkezett termékek mennyiségét (14. abra). A G7 nagy
mennyiségben allt rendelkezésre, ezért ezt hasznaltuk donorként a tovabbi kisérletek soran.

A pH transzglikozilezési reakciora gyakorolt hatasat 4,5 és 6,5 kozotti pH tartomanyban
vizsgaltuk. A legnagyobb konverziot az 5,5 pH-ji pufferben végzett reakcid érte el, ami arra

utal, hogy a hidrolitikus és a transzferaz reakcio pH optimuma megegyezik (15. abra).

O ——pH4.5
—&—pH 5.0
—&-pH 35
—&-pH 6.0

Konverzio (%)

—Oo—pH 6.5

0 1 2 3 4 5 G 7 8

Reakeiondo (ora)

15. abra A puffer pH valtoztatasanak hatasa a konverziora a V47F dltal katalizalt reakcioban,
G7 donor és MU-B-D-G1 akceptor hasznalata mellett.

Az optimalizalashoz hasznalt MU-B-D-G1 akceptortol eltéréen a preparativ méretii

szintézishez hasznalni kivant MU-a-D-G1 csak DMSO jelenlétében oldodik. Ezért vizsgaltuk,
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hogy milyen hatast gyakorol a puffer DMSO tartalmanak valtoztatasa az akceptor
transzfer reakcid sebessége. A vizsgalt reakciok koziil a legmagasabb konverziot (28 %)
a legkisebb DMSO koncentracio mellett végzett reakcid érte el, ezért a preparativ reakcid soran

10 % DMSO-t tartalmazo puffert hasznaltunk (16. abra).

& 10%
——20%
——30%

=40

Konverzio (%)

Reakcioido (ora)

16. abra A DMSO koncentrdcio valtoztatasinak hatisa a konverziora a V47F AMYI adltal
katalizalt reakcioban, G7 donor és MU-B-D-G1 akceptor jelenlétében.

A transzferdz reakcid optimalis koriilményeinek megallapitdsa mellett sziikség volt az
enzim régio- és sztereospecifitasanak ellendrzésére is. A transzglikozilezéssel eldallitott
azonositisa egy- és kétdimenziés 'H and *C NMR spektroszkopiaval tortént. Az NMR
spektrumok elkészitését és az adatok kiértékelését Prof. Batta Gyula végezte el. A MU-B-D-G2
1D 'H NMR spektrumaban megjelend dublett 7,9 Hz csatolasi allandoja B-glikozidos kotésre
utal, mig a 3,7 Hz 3\]1,2 csatolasi 4llandd6 az uUjonnan képzddott glikozidos kotés
eltolodasanak mértéke is, mely a C-4 atomok esetében adodott a legnagyobb értéknek
(76,51 ppm) a szénvazon belil. A gylrik kapcsolodasanak megallapitasa, azaz az
interglikozidos kotésben részt vevd hidrogének (HI' és H3 és H4) téren 4at hatd
kolesonhatésainak vizsgalata a ROESY (,,Rotating Frame Overhouse Effect Spectroscopy”)
spektrum segitségével tortént. A MU-B-D-G3-ban mindkét a-anomer proton dublettnek
adodott, azonos 3J1, = 3,9 Hz csatolasi allandoval. A *C NMR spektrumban a C4 és C4'
szénatomok eltolodasanak értékei 76,72 és 77,04 ppm értékeknek adodtak. Az interglikozidos

kotések jelenlétét HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) spektrum is igazolta.
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Az NMR vizsgalatok segitségével sikeriilt igazolni, hogy a szintézissel eldallitott termékek
a-(1—4) glikozidos kotéssel kapcsolt gliikoz egységeket tartalmaznak, tehat a modositott

AMY 1 enzim a mutaciot kovetden is meglrizte sztereo- és régidszelektivitasat.

5.3.3 Enzimatikus transzglikozilezés a V47F AMY1 enzimmel - a preparativ méretii szintézis

A reakciokoriilmények optimalizalasat kdvetden elvégeztiik a MU-a-D-MOS molekulak
preparativ méretii szintézisét V47F AMY1 Aaltal katalizalt transzglikozilezéssel, MU-a-D-G1

akceptor és G7 donor felhasznalasaval (17. abra).

17. abra A transzglikozilezés sémdja.

A transzferaz reakciot 12 ora inkubalas utan, az akceptor 37,5 %-0s konverzidja mellett
allitottuk le azért, hogy a nagyobb tagszamu termékek masodlagos tamadasat elkertiljiik, és igy
megakadalyozzuk a hosszabb oligomerek mennyiségének csokkenését. A 2—6 tagszamia MU-a-

D-MOS termékeket HPLC segitségével valasztottuk el és tisztitottuk (18. abra).

56



mAU

Q
2
250 | || = 0
2
=
200
150
(\p]
100 Q - ]
D [
= < 2
) = ©
50 s 3
WL i\
6 8 10 12 14 16 18 min

18. dbra A preparativ méretii enzimatikus transzglikozilezés reakcio soran keletkezett MU-q-D-
MOS termékek HPLC kromatogramja. YMC-Pack Polyamine Il. oszlop (5 wm, 250*4,6 mm),
gradiens elucio: acetonitril/viz = 0—15 perc 70-30 — 60-40, aramldsi sebesség: 3 ml/perc,
DAD: 317 nm.

A szintézis reakcid eredményeként az Osszes termék mennyiségének 64,1 %-at a MU-a-
D-G2 adta, a MU-a-D-G3 12,9 %, a MU-0-D-G4 9,0 % ¢és a MU-a-D-G5 13,4 %-ban
keletkezett. F6 termékként a MU-a-D-G2 szabadult fel, mely feltehetéen a transzferaz reakcio
mellett a hosszabb transzfer termékek masodlagos tdmadésa révén hidrolizissel is keletkezett.
A legnagyobb tagszamu termék (MU-a-D-G6) csak nyomnyi mennyiségben volt jelen a
termékek kozott (0,6 %). A 2—5 tagszami MU-gliikozidokat a MALDI-TOF MS spektrum
alapjan meghatarozott [M+Na]® molekulatomegek segitségével sikeresen azonositottuk a
MU-0-D-G5 szamitott (1009,23 Da) és mért (1009,30 Da), a MU-0-D-G3 szamitott
(685,19 Da) és mért (685,12 Da) valamint a MU-a-D-G2 szamitott (523,31 Da) és mért
(523,14 Da) molekulatomeg értékei alapjan (19. abra). Az enzimatikus szintézis reakciod
eredményeként a 2—5 tagszamt MU-a-D-maltooligoszacharidok tiszta frakcioit sikeriilt

eloallitani.
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19. dbra A MU-0-D-G2 MALDI-TOF MS spektruma.

5.3.4 Kinetikai mérések fluoreszcens MU-a-D-MOS szubsztratokkal

Az enzimatikus transzglikozilezéssel eclballitott fluorogén szubsztratokat (20. abra)
a-amilazok aktivitasméréséhez hasznaltuk fel.

A BSMA, HSA ¢és a BLA o-amildazok aktivitaisméréseihez sziikséges megfeleld
tagszamu szubsztratokat az enzimek alhelytérképei alapjan valasztottuk ki (21. abra). A BLA
5 glikon ¢és 3 aglikon kotohellyel rendelkezik, melyeket gatalhelyek kovetnek (Kandra és
mtsai., 2002b).

CH,

o

20. abra A MU-a-D-MOS szubsztratok szerkezete.

A HSA aktiv helye 4 glikon és 3 aglikon alhelyb6l all (Kandra és mitsai., 2003).
A BSMA a 4 alhelybdl all6 modell szerint 2 glikon és 2 aglikon kotéhelyet tartalmaz
(Remenyik és mtsai. nem publikalt eredmény) (21. abra). A szubsztratok bekotdédését az aktiv
hely nagy energiaju alhelyei koordinaljak, igy a MU-a-D-G5 szubsztrat a —5 és +1 alhelyek
kozott kotddik a BLA szubsztratkotd helyére.

58



A MU-a-D-G3 szubsztrat a HSA —3 és +1 alhelyei kozott kotédik, a BSMA esetében a
MU-0-D-G2 szubsztrat a —2 és +1 alhelyek kozott helyezkedik el a fluorofor csoport
lehasadasat eredményez6 kotémodban (21. abra). Annak érdekében, hogy a HSA esetében
megnoveljik a MU-G3 szubsztrat hidrolizisének, azaz a metil-umbelliferil csoport
felszabadulasanak sebességét, a MES pufferhez natrium-azidot (NaNs3) adtunk. Korabbi
kutatasok soran ugyanis azt tapasztaltak, hogy a HSA-val és HPA-val végzett reakcidban is
megnovekedett a CNP-G3 és PNP-G3 szubsztratok hidrolizisének sebessége NaN3 jelenlétében
(Winn-Deen ¢és mtsai., 1988). A natrium-azid a Katalitikus aminosavak kozvetlen
kornyezetében, a +1 és +2 alhelyeken kotddik, azonban nem ismert, hogy pontosan milyen

folyamatok vezetnek a reakciosebesség megnovekedéséhez (Maurus és mtsai., 2008).

-2 -1 g+1 2
BSMA m Db
> T

21. abra A MU-a-D-G2, MU-a-D-G3 és MU-a-D-G5 szubsztratok kétodése az aktiv helyre a
BSMA, HSA és BLA esetében. A hasitas helyét nyil jeloli, a fekete hatszogek a szubsztrat gliikoz
egysegeit szimbolizaljak, a felszabadulo MU csoport sarga keretben van.

A fluorimetrias méréshez sziikséges kalibraciot 4-metil-umbelliferonnal végeztiik
0,1-250 puM Kkoncentraciotartomanyban. A mérheté fluoreszcens jel nagysaga és a metil-
umbelliferil koncentracioja kozotti erds korrelacié (r* = 0,999) alapjan megéllapitottuk, hogy a
modszer alkalmas a MU-a-D-MOS szubsztratok hidrolizisével felszabaditott fluorofor csoport

mennyiségének meghatarozasara (22. abra).
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22. dbra A fluoreszcencia valtozasa a 4-metil-umbelliferon koncentracio fiiggvényében.

HPLC modszer segitségével megallapitottuk, hogy az enzimek csak a MU csoportot
hasitjak le a szubsztratrol, és a MU-gliikozid szubsztrat kromatografias csticsanak csokkenése
mellett nem észlelheté mas termék felszabaduldsa. Minden enzim esetében kiilonb6zo

szubsztratkoncentraciok mellett mértilkk a szubsztratok hidrolizise révén felszabaduld metil-
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23. abra A fluoreszcencia valtozdsa az ido fiiggvényében, a HSA dltal katalizdlt reakcioban
MU-a-D-G3 akceptor jelenlétében, kiilonbozo szubsztratkoncentraciok esetében.

A kezdeti sebességek megallapitdsdhoz a pontokra illesztett regresszids egyenesek
meredekség értékeit hasznaltuk fel. A Ky és vmax értékeket a Michaelis-Menten kinetika alapjan
nem-linearis regresszioval hataroztuk meg, és meghataroztuk a kcat és kcat/Ky Kinetikai

paramétereket (24. abra).
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Enzim Szubsztrat (mM) (perc™) (M perc™)
BSMA MU-a-D-G2 1,012 80,9 0,080
HSA MU-a-D-G3 1,373 111,3 0,081
BLA MU-a-D-G5 2,294 32,8 0,014

24. dbra A BSMA, a HSA és a BLA enzimkinetikai paraméterei és meghatdrozasuk Michaelis-
Menten kinetika alapjan, nem linedris regresszioval.

Az elvégzett alhelytérképezési vizsgalatok soran az AMY 1 mutansok bontasi képeinek
meghatarozasakor a transzglikozilezéssel keletkezett termékek mennyiségének novekedését
tapasztaltuk a vad tipusti enzimhez viszonyitva. Elséként vizsgaltuk részletesen az AMY1
transzglikozidaz aktivitasat és elsoként végeztiink moddositott AMY1 enzim altal katalizalt
kemoenzimatikus szintézis reakcidt. A MU-maltooligoszacharidok nem kaphatoak
kereskedelni forgalomban, ezért a bemutatott eljaras alkalmazhato lehet ezen molekulak
eldallitasara és megoldast jelenthet elérhetdségiikre. Sikeresen hasznaltuk a MU-a-D-MOS
szubsztratokat ~ kiillonboz6é ~ eredeti  a-amilazok  enzimkinetikai  paramétereinek
meghatarozasahoz. A fluoreszcens modszer nagyszamu minta egyszeri és gyors vizsgalatat
teszi lehetévé ¢és széles korben alkalmazhatdo lehet a-amilaz enzimek fluorimetrids
aktivitdsméréséhez. A jelen fejezetben bemutatott eredményeket Osszefoglalo kozlemény
jelenleg elbiralas el6tt all a 2010.12.09-i bekiildést kovetéen (Motyan és mtsai., J. Mol. Catal.,

B Enzym. folyoirathoz bekiildve ).
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5.4 a-Amilaz enzimek alhelytérképezése molekularis modellezéssel

A jelen fejezetben bemutatott munka soran célunk volt egy olyan szdmitogépes eljaras
kidolgozasa, mely az altalunk is hasznalt kisérletes alhelytérképezési vizsgalatok tamogatasa
révén segithet benniinket az a-amilazok szerkezet-funkci6 6sszefiiggéseinek megértésében.

Munkahipotézisiink szerint az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok kvantitativ. modon
meghatarozhatéoak az enzim-szubsztrat komplexek homolég modelljeinek felhasznalasaval.
Az alhelyek szubsztratkotési energiai  egyszeri molekulamechanikai szamitasokkal.
megjosolhatoak a Sybyl programmal szamolt enzim-szubsztrat kolcsonhatasi energiakbol.
A bontasi képek, azaz az alhelytérképezés els6dleges kisérletes adatai a SUMA program
segitségével hatarozhatéak meg. Az molekularis modellezésen alapuld szamitogépes eljaras
kidolgozasat, a tanitd és ellendrzé halmazok 1étrehozasat, a programok megirasat és az adatok

kiértékelését Dr. Bagossi Péterrel végeztem.

5.4.1 A tanito és az ellendrzd halmazok létrehozdsa

A molekuldris modellezéssel torténd alhelytérképezésen alapuld szamitdogépes eljaras
kidolgozasahoz ¢és ellenérzéséhez két halmazt hoztunk 1étre. A tanité halmazba (,,training set”)
az irodalmi adatok alapjan rendelkezésre allo bontasi képeket és az alhelytérképek kotési
energia ¢értékeit gyljtottiik Ossze, melyeket a szamitdsi paraméterek optimalizalashoz
hasznaltunk. Az ellen6rzé halmazt (,.test set”) a szamitogépes modszer ellenérzésére olyan
értékek felhasznalasaval hoztuk létre, melyeket a kisérletes alhelytérképezés modszerével

hataroztunk meg (Motyan és mtsai., 2011).

5.4.1.1 A tanité halmaz

A tanitdé halmazba olyan enzimek adatait csoportositottuk, melyek esetében
rendelkezésre alltak mind kristalyszerkezeti adatok, mind a kisérletesen meghatarozott bontési
képek és az ezekbdl szamitott alhelytérképek.

Egyes enzimek esetében nem teljesiilt mindkét feltétel, igy ezeket nem tudtuk
felhasznalni az eljaras kidolgozasahoz. A rizs (Oryza sativa) o-amildzanak a bontasi képét
(Terashima ¢és mtsai.,, 1996) és alhelytérképét (Gyémant és mtsai.,, 2002) korabban
meghataroztdk, azonban az enzim-szubsztrat komplexrdl késziilt kristalyszerkezeti adatok
hianyaban nem volt, és napjainkig sincs lehetdség a molekularis modellezéssel torténd
alhelytérképezésre. Tovabbi példaként emlithetd a BSMA, melynek bontasi képét és

alhelytérképét még nem publikaltak (Remenyik és mtsai. nem publikalt eredmény), viszont a
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PDB adatbazisban elérhetd az enzim akarbdzzal kristalyositott szerkezete (PDB kod: 1QHO)
(Dauter és mtsai., 1999). A BLA esetében bar rendelkezésiinkre alltak az alhelytérkép adatok
(Kandra és mtsai., 2002b), azonban az adatbazisban elérhet6 BLA/BAA kiméra a-amilazrol
késziilt kristalyszerkezeti adatok (Brzozowski és mtsai., 2000) nem tették lehetévé megbizhatd
modell felépitését. A HPA esetében a kristalyszerkezeti adatok (PDB kod: 2QV4) (Maurus és
mtsai., 2008) rendelkezésre alltak, és bar végeztek is az aktiv centrum tértképezésére iranyuld
vizsgalatokat (Brayer és mtsai., 2000), azonban a megbizhato alhelytérkép elkészitésére
alkalmas bontasi kép adatok hianyaban nem volt lehet6ség a tanité halmazba torténé felvételre.

A tanité halmazt a BAA, TAA, AMY1 és AMY2, PPA és HSA vad tipust a-amilaz
enzimek és mutansaik adatait tartalmazza. Ezen enzimek mindegyike megfelelt a halmazba
keriilésnek tamasztott feltételeknek, tehdt a megfeleld kristalyszerkezeti adatok és
a kisérletesen meghatdrozott bontasi képek birtokaban felhasznalhattuk a szamitdgépes eljaras
kidolgozasahoz. A halmazokon beliil a vad tipusu enzimeken alapuld osztalyozas szerint olyan
csoportokat hoztunk 1étre, melyekbe az adott vad tipus enzim és annak mutansai tartoznak.
fgy a vad tipusu enzimek mellett a HSA csoportba az Y151M és W58L muténsok, az AMY1
csoportba az Y105A, Y105F, Y105W, T212Y és Y105A/T212Y mutansok is beletartoznak.

A tanito halmazba Osszegyiijtott bontasi képeket CNP-B-D-MOS és/vagy kromofor
csoportot nem tartalmazé maltooligoszacharid szubsztratsorozat hasznalataval hataroztak meg.
A CNP-B-D-MOS és MOS szubsztratokkal késziilt bontasi képek egyarant jol hasznalhatonak
bizonyultak a modell felépitése soran. A kiilonb6zé bontasi képek Osszehasonlitdsa soran
megerdsitést nyert az a korabbi megallapitas, mely szerint a CNP-B-D-MOS szubsztratok
esetében a redukéld végi CNP csoport jelenléte nem befolyasolja a bontasi képeket ¢€s igy a
szamolt alhelytérképek energiait sem (Gyémant és mtsai., 2002).

Az enzim-szubsztrat komplexek modelljeinek felépitése soran a kiindulasi
kristalyszerkezetek nem tették lehetdvé minden esetben olyan tagszamu maltooligomer
szubsztrat felépitését, hogy a publikalt alhelymodellekkel megegyezd szamu alhelyre tudjunk
kotési energidkat szamolni. Ezért az eljaras egységesitése végett a publikalt bontéasi képekbdl
ujraszamoltuk az alhelytérképeket a SUMA program segitségével, és ezeket a publikalt
energiaértékkel hasonlitottuk Ossze. Az eljarast a HSA tanitdé csoport példajan mutatom be.
A publikalt alhelytérképek a HSA és W58L mutansa (Ramasubbu és mtsai., 2004) valamint az
Y151M mutans (Kandra és mtsai., 2003) esetében 8 alhelybdl allo modellnek felelnek meg,
mely 5 glikon és 3 aglikon-kotd hely energidit tartalmazza. A HSA esetében a kristaly-
szerkezeti adatok alapjan azonban csak 7 gliikoz egységbdl allo szubsztratmolekula felépitése

volt lehetséges, ami 4 glikon és 3 aglikon-koto helyet tartalmazo alhelymodell energiainak
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szamitasat tette lehetdvé. A vad tipusu enzim esetében a —5 alhely kotési energidja igen
alacsony érték (0,65 kJ/mol) igy gyakorlatilag nem mindsiil kdtéhelynek (Ramasubbu és
mtsai., 2004) és esetlinkben elhagyhatd az alhelymodellbdl. Az egyszertsitett, 7 alhelybdl allo
és a —5 alhely energigjat mell6z6 alhelymodellre szamolt Esyma értékek csak igen csekély
mértékii valtozast mutatnak a publikalt értékekhez képest. Az eredeti és az Gijraszamolt energia-
értékek kozotti linearis regresszids analizis eredményeként nagyon jo korrelaciot kaptunk
(r* = 0,986) (11. tablazat). Ehhez a modszerhez hasonloan, az osszes vad tipusd és muténs
enzim esetében elvégeztiik az alhelytérképek ujraszamolasat, a linearis regresszios analizis
eredményeként minden esetben jo korrelaciot kaptunk (11. tablazat). A tanit6 halmaz 13 vad

tipusu és mutans enzim Osszesen 97 alhelykotési energiajat tartalmazza (12. tablazat).

11. tablazat A publikalt és az ujraszamolt alnelymodellek dsszehasonlitasa a vizsgalt vad tipusii
enzimek esetében.

Enzim Alhely modell korreléci()szkoefﬁciens Hivatkozds
eredeti doktori (r)

RN s | o e
PPA -4 ... +3 -4 ... +3 0,942 (Gyémant és mtsai., 2002)

AMY1 -8..+4 —7..+4 0,994 (Kandra és mtsai., 2006)

AMY2 -8..+4 —7..+4 0,999 (Kandra és mtsai., 2006)
TAA -3..+45 -3..45 - (Allen és mtsai., 1976a)
BAA —6..+4 -7 ..43 0,996 (Allen és mtsai., 1976a)

“A publikalt munkdban nem szerepelnek a konkrét energiaértékek.

5.4.1.2 Az ellendrzd halmaz

A szamitégépes modszer ellendrzésére hasznalt ellen6rz6 halmazt az S48Y, VATA,
VATD, VATF, VATI/S481, V4TKI/S48G, VA47G/S48D ¢ésV47L/S48A AMY1 aktiv hely
mutansainak bontasi kép értékeibdl és alhely-kotési energiaibol hoztuk Iétre. Ezeknek az
enzimeknek a bontdsi képeit CNP-B-D-MOS szubsztratsorozat segitségével hatdroztuk meg
(8. tablazat). Az AMY1 tanitd csoport esetében hasznalt 11 alhelybdl all6 modellnek
megfeleléen a molekularis modellezéssel torténd alhely-térképezéshez sziikséges kotési
energiakat 7 glikon és 4 aglikon-kot6 helyre szamoltuk ki a bontasi képekbdl (11. tablazat). Az
ellenérzé6 halmaz 8 mutans enzim Osszesen 73 alhelykotési energiaértékét tartalmazza

(12. tablazat).
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12. tablazat A vizsgalt enzimek esetében szamitott energiaértekek (kJ/mol).

Alhelyek g
Enzim Energia £
-7 -6 -5 —4 -3 2 | -1]| 41| +2 +3 +4 +5 | R
Esuma -0,86 | -14,00 | -19,99 -15,48 | -0,04
PPA | vad tipus
Eranst. -1,66 | -10,66 | -19,54 -19,03 | 0,53
Esuma | -321 | -8,39 | 1,31 | -2,07 | 1,51 | -5,69 353 | 1,33 | 0,25
AMY2 | vad tipus
Erenst. | -3,00 | -8,57 | -1,23 | -0,37 | 3,27 | -4,80 584 | 141 | 066
Esuma | -399 | -8,13 | -1321 | -4,12 | -7,57 | -13,15 -10,68 | -7,48
BAA | vad tipus
Erenst. | -1,29 | -7,68 | -1356 | -7,08 | -8,05 | -12,54 -11,37 | -6,76
Esuma -1,62 | -19,99 21057 | -49 | 2,26 | -3,36
TAA | vad tipus
Eranst. 043 | -20,79 814 | -419 | 259 | -8,09
Esuma -1,90 | -6,74 | -9,04 -12,25 | -1,72
vad tipus
ETransf. '0,77 '2,74 '7,75 -7,10 -0,68
Esuma -0,08 | -2,10 -5,72 -6,15 | -0,81
HSA | wssL
ETransf. '0,74 '3,26 '7,14 -6,29 -0,14
Esuma -156 | -6,51 | -6,03 2,99 | -0,11 =
Y151M g
Eranst. 236 | -554 | -7,45 3,82 | 042 £
Esuma | -4,24 | -1247 | 065 | -1,30 | 0,92 | -7,23 2,86 | 1,99 | 059
vad tipus
Etanst. | -363 | 953 | -047 | -309 | 1,76 | -8,56 512 | 258 | 0,77
Esuma | -4,06 | 5,89 | -0,11 | -1,63 | -0,05 | -8,89 527 | 1,72 | 043
Y105A
Eranst. | -3,30 | -5,09 | 2,92 | -3,65 | 1,69 | -8,08 588 | 250 | 065
V105 Esuma | -4,06 | -1359 | 0,75 | -2,19 | -0,25 | -7,72 -4,07 | 091 | 0,01
Ernst. | -3.24 | <929 | 016 | -3,15 | 1,69 | -8,36 584 | 1,9 | 0091
Esuma | -4,38 | -10,84 | 0,74 | -1,44 | 032 | -7,06 -3,08 | 1,33 | 0,08
Y105W
Etast. | -3,95 | -10,85 | 0,84 | -2,00 | 1,69 | -8,12 563 | 2,73 | 0,68
12y Esuma | -4,05 | -10,06 | -1,40 | -2,31 | 0,22 | -4,72 424 | 048 | -0,20
Etast. | -3,50 | 9,44 | -031 | -2,24 | 1,58 | -8,67 854 | 1,72 | -1,88
v1054/ | Esuma | -322 | -549 | -0,82 | -1,70 | 0,75 | -4,37 6,85 | 1,94 | 0,00
T212Y | Eqae | 341 | -5,26 | 2,40 | -323 | 1,90 | -8,49 864 | 142 | -0,34
sugy Esuma | -241 | -1,07 | 04 1,37 | 077 | -8,16 732 | 2,36 | 0,09
Etas. | -4,50 | -7,56 | -0,82 | -1,28 | 3,06 |-10,71 6,96 | 167 | -0,62
AMY1 VATA Esuma | -307 | 9,49 | 1,98 -1 12 | -505 272 | 287 | 09
Erast. | 2,62 | -6,03 | 0,90 | 116 | 1,27 | -9,34 537 | 226 | 0,70
vaTe Esuma | -7,32 | -4,44 | 0,83 -1 0,08 | -9,05 585 | 24 1,32
Ernst. | -3,69 | -4,33 | -201 | -4,91 | 1,78 | -9,44 523 | 2,76 | 0,69
Esuma | 015 | -754 | -025 | -1,86 | -0,91 | -8,88 597 | 145 | -0,35
V47D <)
Erasr. | 9,71 | -1342 | 953 | -4,95 | 2,13 | -10,52 5,47 | 2,09 | 0,80 =
=
va7k/ | Esuwa | -222 | -1,29 | 08 1,84 | -0,91 |-10,81 8,02 | 1,92 0,2 g
(=5
S48G Eransr. | -11,95 | 1,80 | -7,00 | 1,71 | 3,18 | -8,79 517 | 247 | 0,73
va7g/ | Esuma | -344 | -253 | 163 | 069 | -0,76 | -8,52 593 | 1,76 | -0,53
S48D Erenst. | 419 | -7,25 | 1,24 | 112 | 7,64 | -12,11 544 | 231 | 081
Va7l Esuma | -3,98 | -10,32 | -048 | 0,88 | -1,07 | -558 6,43 | 222 | 154
S48l Eranst. | -2,13 | -6,01 | -0,14 | -1,78 | 3,05 | -8,10 560 | 251 | 037
va7L) | Esowa | -424 | -877 | 006 | -211 | 013 | -594 5,07 | 1,82 | 0,64
S48A Eranst. | -1,82 | -595 | -157 | -3,06 | 2,72 | -8,44 491 | 223 | 072
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Elvégeztik a vizsgalt vad tipusu enzimek modelljeinek illesztését és a szekvecidk
Osszehasonlitasat (25. abra).

Minden, a tanitd és az ellen6rz6 halmazba tartozd enzim a GH-13 csalddba sorolt
a-amilaz (EC 3.2.1.1), melyek azonos katalitikus mechanizmussal mikodnek. A szerkezet
konzervaltsaga képezheti az alapjat annak, hogy a kidolgozott moddszert széleskdrben
alkalmazhassuk, akér tovabbi a-amildz enzimek, akar mas glikoziddz enzimek esetében.

A glikozid hidrolazok 13 csaladjat (GH13) osszefoglald néven a-amilaz csaladnak is
nevezik (MacGregor és mtsai.,, 2001). Az amilaz csaladba tartozd enzimek tobb kozos
tulajdonsaggal jellemezhetéek, melyek koziil kiemelkedd jelentdségli a konzervalt régiok
megléte (JaneCek 2002) és a Katalitikus aminosavak erés konzervaltsaga (Matsuura és mtsai.,
1984; Machovic és mtsai., 2003; Kumar 2010). A szerkezetek nagyfoku konzervaltsagat a
(B/a)s-hordd szerkezetet alkotd P-redokben taldlhatdo rovid konzervalt szakaszok pontos
illeszkedése is mutatja: (PPA szamozas szerint) Pl-red6: 13-15; P2-redd: 40-42; B3-redo:
94-96; P4-redd: 194-196; B5-redd: 231-233; P6-redd: 252-254; B7-redd: 293-295; B8-redo:
335-337 (Pujadas és mtsai., 2001) (25. abra). Az a-amilazok aktiv helyét a (B/a)g-hordd
szerkezet B-reddinek karboxi-terminalisait az a-hélixekkel 0sszekoté hurokrégioi alkotjak, itt
helyezkednek el az a-amilaz csaladot jellemz6 konzervalt régiok. A 7 konzervalt régi6 (I-VIL.)
a B2 (VL), B3 (1), p4 (1), B5 (I1L.), B7 (IV.) és B8 (VIL.) redékon, valamint a B domén
C-termindlis hurokrégidjaban (V.) helyezkedik el (JaneCek és mitsai., 1999; Janecek 2002)
(25. abra). Az V. konzervalt régio fontos Ca®* kot helyet tartalmaz (Janeek 1992) és
szekvencidja egyfajta ujjlenyomatként hasznalhatdo az amildaz csalddon beliili kiilonb6z6
specifitdsi enzimek azonositasara (Janecek 1995). Az antiparallel B-redokbdl all6 C domén
felépitése eltérd az egyes enzimek kozott: a PPA ¢és a HSA 10, az AMY1 ¢és az AMY2 5,
a BAA 7 és a TAA 8 B-reddt tartalmaz (Robert és mtsai., 2003). A reddk eltérd szamanak

ellenére a vizsgalt enzimek C doménjében talalhato B-reddk jo illeszkedést mutatnak (25. dbra).

13. tabldazat A vizsgdt enzimek szekvencidi kozotti hasonlosdg (az azonos aminosavak
szdzalékaban kifejezve).

HSA PPA | AMY1 | AMY2 | TAA BAA
HSA 100 —— —— —— —— ——
PPA 86 100 —— —— —— ——

AMY1 12 11 100 —— —— __

AMY?2 12 11 74 100 —— —
TAA 18 19 14 13 100 ——
BAA 16 18 15 15 20 100




5.4.1.3 Szerkezetillesztés és szekvenciaelemzés

25. abra A tanito halmazba tartozoé vad tipusu enzimek szekvencidinak dsszehasonlitasa szerkezetillesztés alapjan. A Szekvencidk feletti savok az
A (sziirke), B (lila) és C (bordo) doméneket jelolik, a savokban lévé vonalak (---1-VII---) a konzervalt régiokat jelolik (Janecek 2002). A
szekvenciakban a konzervalt a-hélixekhez tartozé aminosavak piros, a konzervdlt B-redékhoz tartozoak kék sziniiek. A katalitikus tridd
aminosavai fekete, a konzervalt ionkéto helyek sotétzold, a konzervalt hisztidin aminosavak narancssarga, a konzervalt arginin rozsaszin szinnel
van kiemelve.

V- e I----- E—

ICGSGAAAGTGTTCGSYCNP
RSGNEDEFRNMVTRCNNVGVRIYVDAVII ICGNAVSAGTSSTCGSYFNP

* k ok

---III--
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A vad tipust enzimek szekvencidinak 6sszehasonlitasa soran a szekvenciak kozotti igen
valtozé mértékli hasonlosagot tapasztaltunk (13. tablazat). A nagyobb mérték{i hasonlosag a
kozeli, az alacsonyabb pedig a tavoli evolucids rokoni kapcsolatokra utal (Janecek 1994).
A szerkezetillesztés soran azonban a hordé szerkezetet alkot6 B-reddk, a konzervalt katalitikus
aminosavak (26. abra) és az ionkoté helyek nagymértékli konzervaltsagat tapasztaltuk.
A szerkezetek nagymértékli megdrzottsége €s az erdsen konzervalt régiok jo illeszkedése
lehetdséget adhat arra, hogy a kidolgozott eljarast szélesebb korben, tovabbi a-amilaz enzimek

esetében is alkalmazhassuk.

Stabilizator
aszpartat

%
\/‘\\\\\ TP\ Proton donor
A\\{\Q"" 4 e glutamat
Nukleofil /

aszpartat

26. abra A HSA (rozsaszin), PPA (lila), AMY1 (z6ld), AMY?2 (narancssarga), TAA (kék) és BAA
(ibolya) modelljeinek illesztése, csak a (B/o)8-hordot alkoto p-redok szénvazanak és
a katalitikus aminnosavak (piros) megjelenitésével.

5.4.2 A szamitasok lépései

A tanitdé halmaz esetében az enzim-szubsztrat komplexek homoldég modelljeinek
felépitését kovetden elvégeztiik az enzim és a szubsztratmolekula egyes gliikdzegységei kozotti
kolcsonhatasi energiak (Esygyl) szamitasat. Ezeket az EsygyL értékeket linearis regresszios
analizissel 0sszehasonlitottuk a kisérletesen meghatarozott bontasi képekbdl szamolt Esyma

értékekkel.
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A SUMA program a kotéshasitasi frekvencidkon alapuld kotési energiaszamitasi
modszer segitségével szamolja ki a kotési energiaértékeket, ezért a —1 és +1 hasitohelyek
energidja nem szamithato ki az alkalmazott modszerrel, mivel ezen alhelyek minden produktiv
komplex kialakitdsdban részt vesznek (Gyémant ¢és mtsai., 2002), ezért a 13. tablazat nem
tartalmazza a hasitohely melletti alhelyekre szamolt energidkat (EsygyL).

Az Esyma és Esypyr értékek kozotti jobb korrelaciod elérése érdekében az energia-
minimalizalasi eljaras paramétereit optimalizaltuk. A Sybyl programcsomagban szamos
molekulamechanikai erétér allt rendelkezésre. Az erbteret leird fiiggvény az atomparok kozotti
kotd (nyujtas, hajlitds és torzids) és nem-kotd (pl. van der Waals) kolcsonhatasokat is
tartalmazza. Az optimalizalas soran a Sybyl programcsomagban szereplé Kollman_All_Atom,
Amber95 és Amber7_FF99 erétereken kiviil az ingyenesen elérheté GlycamO6 eréteret
(Kirschner és mtsai., 2008) is teszteltiik. Az elvégzett szamitasok eredményei alapjan az
Amber7_FF99 er6tér alkalmazasaval végzett szamitasok adtak a legjobb eredményt. Tovabbi
paramétereket is teszteltiink, valtoztattuk a dielektromos allando (1, 2, 3, 4, 6 és 8) és a nem-
kotd kolcsonhatasok hatartavolsaganak értékét (8, 10 és 12 A), az iteraciok szamat 20—100
tartoményban 20 Iépésenként (20, 40, 60 80 és 100 iteracio) és 100—1000 tartoméanyban 100
1épésenként valtoztattuk, tovabba a szubsztrat és a modositott aminosav oldallancok koriil
minimalizalt teriilet nagysagat is valtoztattuk a kezdeti minimalizalas soran (tavolsag értéke:
1-12 A). A josolt értékek pontossaganak megallapitdsdra a regresszids egyenesek korrelacids
koefficiens (r?) értékeit hasznaltuk. Az optimalizalds eredményeként a szamitasokhoz az alabbi
paraméterek kombinacidja bizonyult a legjobbnak: dielektromos éalland6 értéke: 1, nem-kotd
kolcsdnhatasok hatartavolsag értéke: 8 A, a médositott oldallancok és a szubsztrat molekula 8
A kornyezetén beliili atomok minimalizaldsa, 20 iteracids lépés a maltooligoszacharid
szubsztratmolekula és 100 az enzim-szubsztrat komplex modelljének felépitése és a
kolcsonhatasi energidk szdmitdsa soran. Célunk volt egy gyors eljards kidolgozéasa, ezért
elkeriiltiik a kolcsonhatasi energiak nagy mennyiségii oldoszermolekula kornyezetében torténd
szamitasat illetve a hosszadalmas minimalizalasi 1épéseket. Az energiaminimalizalasi
folyamatok megvaltoztatjak a kotésszogeket, kotéstavolsagokat és torzids szogeket, amelyek
koto kolesonhatasokat egyarant, ezért esetiinkben a minimalizalasi eljaras soran az iteraciok
szamanak novelése a kisérletes és a josolt értékek kozotti korrelacio romlasat okozta. Az Esyma
és EsypyL €rtékek kozotti linedris regresszios analizist (27. abra) a —1 és +1 hasitohelyek
energidinak kihagyasaval végeztiik, a korrelacios koefficiens (r%) értékeket hasznaltuk a josolt

értékek pontossaganak megallapitasahoz.
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27. abra Az AMY1 csoportok Esuma értékei és a josolt EsysyL és Etranst. értékek kozotti linedris
regresszios analizis. A regresszios egyenesek fekete szintiek, a zold vonalak a 95 %-0S

predikcios intervallum hatarokat jelolik.

A
A)
Az AMY1 tanité csoport értékei g
=
a linearis transzformalds elott &
B
(ESYBYL = 0,905 x Esyma — 17,731). %
[84]
B
B)
Az AMY1 ellendrz csoport értékei &
a linedris transzformalas elott i’
2
(Eranst = 1,000 x Esyma — 0,000). E
[8a]
14 /////
-14 -12 -10 -8 -6 -4 2 0 2 4
C
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Az AMY1 ellendrzé csoport értékei £
a linearis transzformalas utan. f
g
5
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Az Egypy értékeket linedris transzformacioéval Erpanst. értékekkeé, az Esyma energiadkkal
azonos nagysagrendiivé alakitottuk at. A transzformalashoz annak az enzimcsoportnak a
regresszidos egyenes adatait hasznéltuk, melybe az adott enzim tartozott (14. tablazat).
Az ellenérz6é halmaz csak az AMY1 aktiv hely mutansainak energiaértékeit tartalmazza, ezért
az EsypyL értékek transzformalasahoz az AMY 1 tanitd csoportjanak regresszios egyenes adatait
hasznaltuk (14. tdblazat). Az AMY tanit6 csoport adatai esetében végzett linearis regresszios
analizist és a regresszios egyenes adatait a 27.A abra mutatja. A transzformalast kovet6en az
Etranst. €rtékek €és az Esyma értékek kozotti linedris regresszids analizissel hataroztuk meg a
korrelacios koefficienseket (%) a tanit6 (27.B abra) és az ellendrzd (27.C abra) halmaz esetében
is (14. tablazat). Elvégeztiik a tanito halmaz enzimeinek Esuma €s Eranst. értékei kozotti linearis
regresszids analizist. A korreldcios koefficiensek (rz) értékei 0,827 és 0,929 kozotti
tartomanyba estek, ami a bontasi képekbdl szamolt és a josolt energiaértékek kozotti jo

egyezést mutatja (14. tablazat).

14. tablazat Az Esuma és EsveyL, valamint a kisérletesen meghatarozott és a szamitott bontasi
képek kozotti linedris regresszios analizis regresszios egyeneseinek paraméterei (m —
meredekség, b — y-tengelymetszet, r* — korrelacids koefficiens).

Kotési energia Bontasi kép
Enzim N
m b r? m b r?

ewfeH

PPA vad tipus 0,510 | -16,261 | 0,929 1,070 -2,054 0,835
AMY?2 vad tipus 1,133 | -17,106 | 0,839 0,912 1,616 0,756
BAA vad tipus 1,044 | -12,884 | 0,834 0,789 5,224 0,732
TAA vad tipus 1,188 | -13,403 | 0,902 0,988 0,171 0,782

vad tipus
HSA W58L 0,912 -15,999 0,888 0,821 3,587 0,727
Y151M
vad tipus
Y105A
Y105F
Y105W
T212Y
Y105A/T212Y
S48Y
VA47A
VA4TF
V47D
VATK/S48G
V47G/S48D
VAT1/S48I
VATL/S48A

oyue],

0,905 | -17,731 | 0,827 0,936 1,229 0,801

AMY1

0,844 | -17,888 | 0,502 0,838 3,042 0,538

9Z19ud[[3
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Az AMY1 cllenérzé csoport esetében a linearis regresszids analizis (27.C abra) soran
meghatarozott korrelacids koefficiens értéke kisebb volt (r = 0,502), mint az AMY1 tanito
csoportjanak megfeleld értéke (r° = 0,827) (14. tablazat), mint az varhato volt. Azt tapasztaltuk,
hogy a linearis regresszios analizis sordan a rossz korrelacidt okozo pontok eloszlasa nem
egyenletes: a 95 %-os predikcios intervallum hatarokon kiviil es6 pontok tobbsége a V47D,
VA4TK/S48G és V47G/S48D AMY1 mutans enzimekhez tartozik. Ezen enzimek mindegyike
tartalmaz olyan mutaciot, melyben egy t6ltés nélkiili aminosav oldallanc t6ltott oldallancra van
cserélve. Ha a linearis regresszids analizis soran ezen enzimek értékeit kihagytuk, az ellenérzé
csoport esetében kapott korrelacios koefficiens értéke 0,638-ra emelkedett.

Az egyes esetekben kapott rosszabb korrelacié magyarazataul a tanitd és az ellen6rz6
halmazok ko6zotti kiilonbségek is szolgalhatnak.

Az AMY1 ellen6érz6 csoport enzimei a kulcsfontossagi Val47 és Serd8 aminosavak
mindegyik glikon-koté alhelyén szerepelnek a szubsztratkotésben, mivel itt a szubsztrat
mintegy félkor-alakban veszi koriil ezen aminosavakat. Ezzel szemben az AMY 1 tanité csoport
enzimei a Tyr105 és/vagy a Thr212 mutaciojat tartalmazzak, mely aminosavak csak egy vagy
két alhely kialakitasaért felelések, valamely kiilsd alhelyen. Megallapithatd tehat, hogy az
altalunk kidolgozott egyszerli eljaras nem elégséges minden esetben a kiemelkedden fontos
aminosavak modositasaval jaro Osszetett hatasok joslasara.

A modositott pozicidban a toltéseloszlasban bekdvetkezé nagymértékii valtozas
hatasainak joslasa is problematikusnak tiinik, mint ahogyan azt a V47D, V47K/S48G ¢és
V47G/S48D mutansok esetében is tapasztaltuk. Ennek egyik oka lehet az, hogy mig a tanit6
halmaz esetében az irodalomban elérheté bontasi kép adatokat és az ezekbdl meghatarozott
alhelytérkép adatokat gyiijtottiik Ossze, addig az ellen6rz6 halmaz létrehozasahoz csak az
egylittmiik6dé partnerek altal rendelkezésiinkre bocsatott mutins enzimek &lltak
rendelkezésiinkre. Az adatok ilyen modon torténd Osszegylijtése eredményezte azt a
kiilonbséget, hogy az ellen6érz6 halmazzal ellentétben a tanito halmaz nem tartalmaz olyan
enzimeket, melyek tOltott aminosavak mutdcioval torténd bevezetését tartalmazzak.
fgy a szamitasi paraméterek optimalizildsa sorin nem volt lehetéségiink olyan 1épések
kidolgozasara, melyekkel a toltéseloszlasban bekdvetkezd jelentds valtozasok okozta hatasokat
megfeleld6 modon tudjuk josolni. Eredményeink szerint tehat a mutacioval bevezetett toltott
aminosavak kezelése IS nagyobb koriiltekintést igényel, egyedi modositasok vagy
paraméterbedllitisok alkalmazasat teheti sziikségessé. A kidolgozott eljardas egyszeri

molekulamechanikai szdmitasokon alapul, ezért nem alkalmas arra, hogy az aktiv helytdl tavol
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es0 mutaciok hatasat kimutassa igy nem hasznalhato fel a masodlagos szubsztratkotd helyek

vizsgélatara.

5.4.3 Bontasi képek joslasa

A SUMA program a kotéshasitasi frekvencia (BCF) adatokat hasznalja fel a kotési
energiaértékek szamitasara. Az energiaértékek szamitasa egy iteracids eljaras segitségével
torténik, melynek a soran a program a kisérletesen meghatarozott és a szamitott kotéshasitasi
frekvenciak kozotti kiillonbséget minimalizalja (Gyémant és mtsai., 2002). Ezért a program
nemcsak az Esyma energiak (alhelytérképek) meghatarozasara, hanem az elsédleges kisérletes
adatok (bontasi képek) szamitasara is alkalmazhatd. A bontasi képek joslasat az Erpanst. értékek
felhasznalasaval kivantuk elvégezni. Ezért ellendriztiik, hogy a SUMA program valdéban
alkalmas-e a kotési energiakbol torténd szamitasara: elvégeztiik a kisérletesen meghatarozott és
az Esuma értékekbdl visszaszamolt bontdsi képek kozotti linedris regresszios analizist
(15. tablazat). A korrelacios koefficiensek () értéke 0,852 és 0,996 kozotti tartomanyba esett,
igy eredményeink alapjan a SUMA jol hasznalhatonak bizonyult a BCF adatok kotési

energiakbol torténd szamitasara.

15. tablazat A SUMA program felhaszndlasa a bontasi képek visszaszamolasara. A tablazat a
kisérletesen meghatdrozott és az Esyma értékekbdl kozvetleniil visszaszamolt bontasi képek
kozotti linedris regresszios analizissel meghatdrozott korrelacios koefficienseket mutatja.

Bontasi kép
Csoport 2 Halmaz
PPA 0.982
AMY?2 0.938
BAA 0.852
Tanito
TAA 0.996
HSA 0.932
0.947
AMY1
0.967 Ellenérzo

A bontasi képek joslasa soran az Eyranst. értékeket hasznaltuk bemeneti adatként a
SUMA programban ¢és a josolt bontasi képeket a kisérletesen meghatarozott értékekkel
korrelaltattuk. A linearis regreszios analizis eredményeként jo korrelacios koefficiens értékeket
kaptunk a tanito halmaz esetében (r° = 0,727-0,835) (14. tablazat). Az AMY1 tanito
csoportjahoz (28.A abra) képest az AMY1 ellendrzé csoport esetében kapott korrelacios

koefficiens értéke a varakozasoknak megfelelden alacsonyabb volt ( = 0,538). A 95 %-0s

73



predikciés intervallum hatarokon kiviil esé pontok tobbsége ezen esetben is olyan mutins
enzimek bontdsi képéhez tartozott, melyekben az enzim a mddositott pozicioban toltott
aminosav oldallancot tartalmaz (28.C abra). Tehat azon enzimek, melyek t6lt6tt aminosavak
mutacioval torténd bevezetését tartalmazzak, a kotési energia értékekhez hasonldan a bontasi
képek esetében is csokkentették az ellen6rz6 halmazra kapott korrelacios koefficiens értékét.
A V47D, V4TK/S47G ¢és V47G/S48D mutansok értékeinek kihagyasaval a korrelacios
koefficiens értéke 0,538-rol 0,728-ra emelkedett (28.B abra).
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28. dbra A kisérletesen meghatarozott és a josolt bontdsi képek kozotti linearis regresszios
analizis az AMY1 enzimek tanité (r* = 0,801) (4) és ellendrzé csoportia esetében (B és C).
Kiilon abrazolva az ellendérzd csoport modositott pozicioban toltott aminosav oldallancot nem
tartalmazé enzimeinek (r> = 0,728) (B) és a V47D, V47K/S47G és V47G/S48D enzimek bontdsi
kepei (C).
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A kidolgozott szamitogépes eljarast sikeresen alkalmaztuk kiilonb6z6 eredetli a-amilaz
enzimek esetében (Motyan ¢és mtsai., 2011). A Baktériumok térzsébe tartozo BAA ,,folyositd”
bakterialis a-amilaz kivételével eukariota szervezetekbdl szarmazd enzimeket vizsgaltunk.
Gomba eredetii az Aspergillus oryzae a-amilaza (TAA), az arpa a-amilazok (AMY'1 és AMY2)
novényi eredetlick, az eml6sokbdl szarmazd enzimek koziil a PPA allati, a HSA humén
eredetii. Ezen enzimek szerkezete nagymértékben megdérzodott az evolicid soran, a
szekvenciak azonban valtozo mértékli konzervaltsagot mutatnak. A szerkezetek nagyfoku
megdrzottsége lehetdséget adhat arra, hogy a kidolgozott eljarast szélesebb korben, tovabbi a-
amilaz enzimek vagy mas glikozidazok esetében is alkalmazhassuk. Modszeriink segitséget
nyujthat az enzimek szerkezet-funkcio 6sszefiiggéseinek viszgalataban ugy, hogy a molekularis
modellezéssel torténd alhelytérképezés révén lehetdévé teszi az kotési energidk joslasat és a
SUMA program hasznalataval lehetéséget nytjt az elsddleges kisérletes adatok szamitasara is.
A szamitogépes eljards nagyszami minta elemzését teszi lehetové rovid id6 alatt és
koltséghatékony modon, természetesen a szamitdogépes munkaallomas kapacitasatol fiiggden.
Az ellen6rz6 halmaz esetében kapott eredmények azt mutatjak, hogy a homolog modellek
alaposabb vizsgalata és esetlegesen egyedi modositasok vagy paraméterbeallitasok alkalmazasa
lehet sziikséges olyan mutans enzimek vizgalata sordn, melyekben toltéssel rendelkezd
aminosavak bevezetése tortént mutacioval, vagy a vad tipust enzim t6lt6tt aminosava nem
toltott aminosav oldallancra lett kicserélve. A moszer felhaszndlhatd lehet a kisérletes
modszerrel torténd alhelytérképezéses vizsgalatok tamogatasara, az enzim-szubsztrat kototti
kolesonhatasok vizsgalata sordn a szubsztratkotd alhelyeket felépitd aminosavak szerepének
vizsgélatdban. A bontasi kép megvaltoztatasara iranyuldé munkalatokban szintén hatékony
segitség lehet a mutaciok tervezésében és az eldzetes vizsgalatok tdmogatdsaban. Tovabba azon
enzimek, melyek valamely okbol nem feleltek meg a halmazokba keriilésnek tamasztott

feltételeknek, a késObbiekben tovabbi célpontjai lehetnek vizsgalatainknak.
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6. Osszefoglalas

A doktori értekezésben bemutatott munka soran az aktiv centrum térképezés modszerét
hasznaltuk a masodlagos kotéhelyeken modositott W279A, W278A/Y380A, W279A/Y 380A,
Y380A, H395A, H395A/Y380A és Y105A/Y380M AMY 1 mutansok vizsgalatara. Elvégeztiik
az aktiv helyen modositott S48Y, V47A, V47F, V47D, V47K/S48G, V47G/S48D, V4T7L/S48A
és VA471/S481 arpa a-amilaz 1 (AMY1) mutansok alhelytérképezését. A megbizhatd
alhelytérképek elkészitéséhez sziikséges bontasi képeket 3—11 tagszamt 2-klor-4-nitrofenil-f-
D-maltooligoszacharid (CNP-B-D-MOS) szubsztratsorozat segitségével hataroztuk meg.
Az alhelytérképek szamitasahoz a SUMA (Subsite mapping of a-amylases) szamitogépes
programot hasznaltuk.

Az AMY1 enzimek bontasi képeinek meghatarozasa soran a transzglikozilezési
aktivitas novekedését tapasztaltuk, elséként tanulmanyoztuk részletesen az AMY 1 és mutansai
transzferaz aktivitasat. A reakciokoriilmények optimalizalasat kovetéen elvégeztiik a 4-metil-
umbelliferil-a-D-maltooligoszacharidok (MU-a-D-MOQOS) enzimatikus szintézisét a V47F
AMY1 muténs altal katalizalt transzglikozilezés reakcidoban. A 2—5 tagszdmi MU-a-D-MOS
szubsztratokat sikeresen alkalmaztuk egy gyors és egyszerii fluorimetrias eljarasban, a Bacillus
stearothermophilus maltézképz6 a-amilaz, a Bacillus licheniformis a-amilaz és a human nyal
a-amilaz kinetikai paramétereinek meghatarozasaban. A kidolgozott eljaras megoldast jelenthet
a fluoreszcens a-amilaz szubsztratok el6allitasara, melyek nem érhetdk el kereskedelni
forgalomban.

Egy olyan szamitogépes eljarast dogloztunk ki az a-amildzok vizsgalatara, mely az
alhelytérképek molekularis modellezéssel torténd szadmitdsan alapul. A moddszer
kidolgozasahoz a kiilonb6z6 amilazok irodalmi adatai alapjan létrehozott tanitd halmazt
hasznaltuk, az eljarast a kisérletesen meghatarozott €s a josolt érteékek kozotti korrelacid
alapjan optimalizaltuk. Az ellendrzéshez az AMY1 V47/S48 mutansainak adataibol létrehozott
ellenérz6 halmazt hasznaltuk, és a tOlt6tt aminosavak mutacidval torténd bevezetését
tartalmaz6 mutans enzimek kivételével szintén jo korrelaciot kaptunk. A kidolgozott eljaras a
vad tipusi és mutans enzimek homoldg modelljeit hasznalja az alhelytérképek Sybyl
molekulamodellezé szoftverrel térténé molekulamechanikai szamitasara és a SUMA programot
az elsddleges kisérletes adatok (BCF) joslasara. Modszeriink felhasznédlhaté lehet az
a-amilazok szerkezet-funkcid Osszefliggéseinek megértésében ¢és a modositott fehérjék

eldallitasara iranyuld vizsgalatok tamogatasaban.
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7. Summary

In this work we used the method of subsite mapping to examine the W279A,
W278A/Y380A, W279A/Y380A, Y380A, H395A, H395A/Y380A and Y105A/Y380M
secondary substrate binding site mutants of AMY1. We mapped the active site of S48Y, V4T7A,
VATF, VATD, VATKIS48G, V47G/S48D, VA47L/IS48A and V471/S48I active site mutants of
barley a-amylase 1 (AMY1). 2-Chloro-4-nitrophenyl-p-D-maltooligo-saccharides (CNP-B-D-
MOS) of degree of polymerizaion (DP) 3—11 were used to determine the bond cleavage
frequencies (BCF). Subsite binding energies were calculated using the computer program for
subsite mapping of a-amylases (SUMA).

Enhanced transglycosylation activity of several mutants of AMY1 was observed during
the BCF analysis and this ability was further explored and studied systematically.
After optimization of reaction conditions, 4-methylumbelliferyl-a-D-maltooligosaccharides
(MU-0-D-MOS) of DP2-5 have been successfully synthesized using V47F active site mutant
of AMY1. MU-a-D-MOS were used efficiently as fluorogenic substrates in a fast and simple
fluorometric o-amylase assay to determine the kinetic parameters of Bacillus
stearothermophilus maltogenic a-amylase, Bacillus licheniformis a-amylase and human
salivary a-amylase. Described method may be the solution for preparation of fluorogenic
a-amylase substrates which are not commercially available up to now.

We developed a computer-aided subsite mapping procedure for a-amylases. A training
set of data was collected from the literature using published data, to prepare a test set of data
we determined experimentally the BCF-s and calculated the subsite maps of V47/S48 single
and double mutants of AMY1. Parameters of the calculations were set up to get correlation
between the calculated and the experimental binding energies of enzymes of a training set.
Calculations on an independent test set also resulted in good correlation, except mutants
containing neutral to charged residue substitution. Developed method was adopted for several
a-amylases and is useful to calculate subsite binding energies of homologous models of wild-
type and mutant enzymes by molecular mechanical program using Sybyl molecular modeling
software as well as the primary experimental data (BCFs) with the use of computer program
SUMA. Our computer-aided procedure may help to understand structure-function relationship

of a-amylases and to design enzymes with new features.
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10. Roviditések

AMY1, arpa (Hordeum vulgare) a-amilaz 1 izoenzim;

AMY?2, arpa (Hordeum vulgare) a-amilaz 2 izoenzim,;

BCF, ,,bond cleavage frequency”, kotéshasitasi frekvencia,;

BAA, Bacillus amyloliquefaciens o-amilaz;

BLA, Bacillus licheniformis a-amilaz;

BSMA, Bacillus strearothermophilus maltozképz6 (,,maltogenic”) a-amilaz;

CBM, ,,carbohydrate binding module”, szénhidrat-kdté modul;

CNP, 2-k16r-4-nitrofenil;

DMSO, dimetil-szulfoxid;

DP, ,,degree of polymerization”, polimerizaltsag mértéke (oligomer tagszama);

Esuma, a kisérletesen meghatarozott bontési képb6l a SUMA programmal szamolt latszolagos
kotési energia érték (kJ/mol);

EsysyL, a Sybyl programmal, molekularis modellezéssel szamolt enzim-szubsztrat
kolcsonhatasi energia érték (kcal/mol);

Etranst, a2 EsysyL értékek linearis transzformalasa révén szamolt kotési energia érték (kJ/mol);

GH, ,, glycoside hydrolase”, glikozid hidrolaz;

Gn, n szamu gliikopiranozid egységbdl allé maltooliogaszacharid,

G-1-P, gliikoz-1-foszfat;

HSA, ,,human salivary a-amylase”, human nyal a-amiléz;

HPA, ,,human pancreatic a-amylase”, human hasnyalmirigy o-amiléz;

MES, 2-(N-morfolin) etanszulfonsav

MOS, maltooligoszacharid,

MU, 4-metil-umbelliferil;

NaNs, natrium-azid;

PNP, 4-nitrofenil;

PPA, ,,porcine pancreatic amylase”, sertés (Sus scrofa) hasnyalmirigy a-amilaz;

SUMA, ,,Subsite mapping of a-amylases”;

TAA, ,,TAKA a-amylase A”, Aspergillus oryzae a-amilaz;

Lex, »-€XCitation wavelength”, gerjesztési hullamhossz;

Xem, »,€mission wavelength”, fluoreszcencia kisugarzasi hullamhossz.
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