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1. BEVEZETES, CELKITUZES

Az utébbi két évtizedet a szénhidratkémia dinamikus eldretorése jellemzi. Ezen
eldretorés egyrészt a szénhidratokkal kapcsolatos kémiai és bioldgiai kutatdsok szdmottevd
fejlodésében, masrészt a szénhidrat eredetii anyagok felhasznildsanak nagymértéki
novekedésében nyilvanul meg. Sziikségtelen hangsilyozni, hogy milyen fontos szerepet
jatszanak a kiilonféle szénhidratszarmazékok mindennapi életiinkben, a taplalkozastol kezdve
az élelmiszer-, gyégyszer-, butor-, papir- és kozmetikai iparokon keresztiil egészen az
lizemanyag termelés Uj dgazatiig. A szénhidritok felhasznédldsa iradnti érdekl6dés oka a
biolégiai lebonthatésdg, a kornyezetbarat jelleg, ellentétben a szintetikus anyagok
felhaszndldsabol szarmazo6 kornyezeti artalmakkal szemben.

Ismereteink a szénhidratok bioldgiai szerepét illetden is atértékelddtek [1]. Bizonyossa
vélt, hogy az oligoszacharidok és konjugdtumaik az €16 sejtek feliiletén lejatsz6d6 normalis és
patolégids folyamatok fdszereploi. A szénhidrit-szénhidrat, illetve a szénhidrat-fehérje
kolcsonhatdson alapulé jelenségekben, mint pl. a sejtadhézidban, az immunvélasz
kialakuldséban, az ivarsejtek egymadsra taldldsdban, stb. [2-4] a szénhidratok a felismeréshez
sziikséges informéaciok hordozoéi. Ezen tilmenden a glikozilezett fehérjékben a szénhidrat rész
a bioldgiai funkcié betdltéséhez sziikséges konformécié kialakuldsdhoz vagy a peptidlanc
protedzokkal szembeni védelméhez is hozzdjarul.

Ilyen bonyolult és kritikus folyamatok megértése nagyrészt attdl fiigg, hogy hogyan
tudjuk hatékony modon, idoben elfogadhatéan, nagy tisztasdggal szintetizdlni ezeket a
vegyiileteket.

A szénhidratok tdpldlékaink nélkiilozhetetlen Osszetevoi. Hasznositdsuk kozponti
anyagcsere Utvonal, és az élet legésibb metabolikus dtvonala. Igy a szénhidritok
hasznositdsaért felelos a-amildz enzimek vizsgélata kiilonos érdeklddésre tart szamot.

Az a-amildzok mindeniitt jelen vannak az él@vildgban. Megtaldlhatok baktériumokban,
gombdkban, rovarokban, magasabbrendii névényekben, dllatokban és az emberi szervezetben
is.

Az elmiilt tiz éves id6szakban (1997-2006) a Biokémiai Tansz€ék kutatdsai egyrészt a
kiilonbozd eredetli a-amildz enzimek aktiv centrumainak megismerésére, a szubsztratkotd
helyek feltérképezésére  (subsite mapping) iranyultak. Olyan nem-természetes
maltooligoszacharid szubsztratok eldallitasara torekedtek, melyek minden szempontbdl

megfelelnek az a-amildzok alhely térképeinek elkészitéséhez. Az alhely térképek ismerete



hozzdjarulhat  glikobioldogiai  kérdések  tisztdzdsdhoz, az a-amildzok mikodési
mechanizmusainak mélyebb megértéséhez és lehetdséget ad szintézisekhez torténd
felhasznaldsukhoz.

A kiilonféle inhibitorok humédn amildzokon kifejtett hatdsa kiilonos érdeklddésre tart
szamot, mivel segit megérteni ezen vegyiiletek hatdsait olyan betegeken, akik akir a nem
inzulinfiiggo diabetes mellitustol, akar az elhizastol vagy akar a fogszuvasodastdl szenvednek.
Ha az amildzok miikodését képesek vagyunk szelektiv gatloszerekkel hatdsosan médositani,
esetleg kiiktatni, akkor gydgydszati vagy biotechnoldgiai problémak megolddsira nyilhat
lehetéség. Amildz szubsztratok €s inhibitorok elééllitasara kémiai €s enzimatikus modszereket
dolgoztunk ki.

2000-ben kapcsolédtam be a Biokémiai Tanszéken foly6 szénhidritkémiai-biokémia
kutatdsokba. Feladatom volt az enzimatikus szintézisek elvalasztastechnikai, szerkezetigazold
hatterének biztositdsa.

A szintézisek kovetése, a termékaridnyok meghatdrozdsa, st gyakran a termékek
félpreparativ méretli tisztitdsa minden esetben Uj elvdlasztastechnikai feladatot is jelent az
analitikus kromatografus szdmdra és igen gyakran nem nélkiillozheti a HPLC nagy
felbontoképességét.

Az a-amildzok aktiv centruménak tanulmanyozdsdhoz kromofor csoportot tartalmazé
homoldg szubsztrat sorozatokat haszndltunk. A termékanalizis megoldhatatlan lett volna
HPLC technika nélkill, hiszen az amildzok hidrolizisének/transzglikozilezésének
eredményeként Osszetett termékelegyek képzddtek. A termékek egymastol és a szubsztrattol
valamint a donortdl és az akceptortdl vald elvilasztisa, mennyiségi ardnyaik meghatirozasa
csak HPLC segitségével volt megvaldsithatd.

A molekulatémeg ismerete is gyakran nélkiilozhetetlen egy 1Gj molekula azonositasahoz.
A tomegspektrometria a molekulatomeget hatdrozza meg, egyes molekuldk mérésére szolgal
és fontos eszkoze a szénhidratok analizisének, kiillonOosen a kiméletes ionizacids technikak
(ESI, MALDI) elterjedése 6ta. A mérés sikere attdl fiigg, hogy hogyan tudjuk a vizsgilni
kivant molekuldkat bomlas nélkiil gazfazisba juttatni és toltéssel ellatni — ionizalni.

Igy a dolgozat egyes témakoreit a HPLC és MALDI analizisek kotik dssze.

Ebben az sszedllitdsban bemutatom a megcélzott a-amildz alhely modelleket, illetve az
amildz inhibitorok és enzimatikus glikozilezéssel kapcsolatos kérdésfelvetéseinket, valamint
ezeknek az dltalunk mivelt kémiai/bioldgiai teriileten lehetséges megkozelitéseit.

Egyiittmiikodé kollegdinknak koszonhetden tiszta, vad tipusi és mutdns enzimekhez,



rontgenkrisztallografids, MALDI és NMR analizisekhez, valamint szintetikus eredetli amildz
inhibitorokhoz is hozzéjutottunk.

Doktori dolgozatom az aldbbi kutatdsi teriileteket oleli fel.

Célom volt:

- az ,0-amilaz csalad” jellemzése,

- az ipari szempontbdl fontos bakteridlis ai-amildzok; a hdstabil Bacillus licheniformis
a-amildz (BLA), a Bacillus stearothermophilus ,maltézt képz6” o-amildz (BSMA)
szubsztratkoto helyének feltérképezése,

- a diagnosztikai jelent6ségli huméan nyal o-amildz (HSA) aktiv centrumdnak
megismerése,

- o-amildzok transzferaz aktivitisdnak tanulmanyozasa,

- amildz szubsztritok €s inhibitorok enzimatikus glikozilezéssel torténd el6allitasa,

melyek vizsgalata mind az alapkutatds, mind a varhaté alkalmazas miatt indokolt.



2. IRODALMI ATTEKINTES

Az oligoszacharidok és glikokonjugdtumok szintézise a bioorganikus kémia egyik
legdinamikusabban fejl6do teriilete.
A kémiai szintézis moddszerei igen sokat fejlédtek a tokéletesebb glikozil donorok és j
szintézis stratégidk kifejlesztésének koszonhetdéen. A glikobiotechnoldgia fellendiilése olyan
Uj termék megjelenéséhez vezetett, melyek hatdsos gydgyszerek, valamint igéretes
vegyiiletek, gyogyszerek, vakcindk, diagnosztikumok tervezéséhez.
Az intenziv kutatémunka sikerei ellenére sem d&ll rendelkezésre dltaldnosan haszndlhaté
moédszer az oligoszacharidok szintézisére. A szintetikus moddszerek a véddcsoport
manipuldcidk komplexitasaitdl szenvednek, hogy megoldjdk a regioszelektivitasi problémakat
és a sztereoszelektiv glikozidos kotések képzddésének nehézségeit. A sok hasonld
reaktivitdsd hidroxil csoport jelenléte miatt a kontrolldlt glikozilezés tovdbbra is kihivds
marad a szerves kémikus szdmdra. Még a jol kidolgozott és még széles korben alkalmazott
klasszikus kémiai megkozelitések is szdmos véddcsoport bevezetését, aktivdlast, kapcsoldst,
védocsoportok eltavolitasat igénylik.
Igy minden egyes oligoszacharid szintézise 4j médszer kidolgozdsat igényli, melyhez a

kémikus kreativitdsara, manualitdsdra és nem utols6 sorban szerencséjére is sziikség van.

2.1. Enzimatikus glikozilezések

Az utébbi 15 évben az érdekl6dés kozéppontjaba keriilt az enzimek hasznélatinak
lehetdsége az oligoszacharidok szintézisében. Az enzimek alkalmazasa egy értékes, alternativ
moddszer a konvenciondlis kémiai megkozelités mellett oligoszacharidok eldallitdsara, mivel
az enzimek a kivant tipusd és konfigurdcidji glikozidos kotést véddcsoportok bevezetése
nélkiil generdljak. Szadmos példa ismert az irodalomban, amikor is egy megfeleld enzim
hasznélata 1ényegesen leegyszeriisitette az dltalanos szintézist a sziikséges 1épések szamanak
csokkentésével. Igy az enzimek haszndlata kényelmes megkozelités a regio- és
sztereoszelektivitds biztositdsdra a glikozidos kotés kialakitisdban, Osszevetve a kémiai
modszerekkel, melyek iddigényes, faradsagos lépéseket igényelnek.

Az enzimek két osztdlydt alkalmazzdk sikeresen a glikozidos kotések képzddésének

katalizdlasara; nevezetesen a EC 2.4. glikozil transzferdazokat [5,6] és a EC 3.2. glikozid



hidroldzokat [5-7]. A glikozil transzferdzok legvonzébb tulajdonsiga a glikozidos kotések
létrehozasdban mutatott nagy szelektivitds. Ezen enzimek j6 hozammal létesitenek regio-
vagy sztereospecifikus kotéseket az aktivalt donor és akceptor kozott. A donor anomer
centrumdban 1évo aktivalo csoport lehet egy nukleozid difoszfat (Leloir transzferdzok) vagy
egy egyszeru cukor-foszfat (nem-Leloir transzferazok) [8-9].

A Leloir transzferdzok széleskorli haszndlata azonban nem megoldott a korlatozott
hozzaférhetoségiik és az aktivalt szubsztratok igénye miatt. Elvben ezen hatranyok
kikiiszobolhetdek rekombinans glikozil transzferazokkal és a glikozil-nukleotid-difoszfatok in
situ regenerdldasdval. Azonban a megfelel6 expresszids rendszert €s bizonyos mértékig a
szubsztratok és koenzimek hatékony regenerildsat is minden egyes alkalomra optimalizalni
kell. fgy a glikozil transzferdzok bevezetése az oligoszacharidok preparativ méretii
szintézis€ben még realizalasra var.

A glikozil transzferdzokkal ellentétben a glikoziddzok nagy mennyiségben és viszonylag
olcson beszerezhetdk, igy a kutatdsok a glikozid hidroldzok nagy csalddjdra irdnyulnak. Az
anomer konfigurdciét megtart6 glikozidazok széleskoriien tanulményozottak oligoszacharidok
és glikokonjugdtumok szintézisében. Bar ezen enzimek teljesen kontrolldljdk az anomer
konfiguraciot, gyakran gyenge regioszelektivitast mutatnak (els6sorban az exo-enzimek) és a
hatékony transzglikozilezés eléréséhez az akceptor glikozid nagy foloslegére van sziikség.

Bar a glikoziddzok természetes koriilmények kozott a glikozidos kotések hidrolizisét
katalizaljak, bizonyos koriilmények kozott alkalmasak glikozidos kotések sztereospecifikus
létrehozdsdra is. Igy kihaszndlva ezen enzimek reverz hidrolitikus aktivitasat
(termodinamikailag  kontrollalt megkozelités), vagy transzglikozilezési képességét
(kinetikailag kontrollalt megkozelités), hasznosak lehetnek oligoszacharidok szintézisére.

A forditott hidrolizisek eredményeként egy szabad monoszacharid és egy nukleofil
reagens kozotti reakcidban egy monoszacharid-glikozid keletkezik. A transzglikozilezésekben
a glikozil-enzim intermediert egy masik glikozid tdmadja, s igy egy uj glikozid (di-vagy
oligoszacharid) jon 1étre.

A szintézisekhez az exo-glikoziddzok valtak kiilonosképpen dltaldnos, mindennapi
eszkozzé, mivel egy-1épéses, enyhe koriilmények kozott végbemend reakcidk lehetségét
kindljdk, valamint széleskorli specifitist mutatnak az aglikonnal szemben. Alkoholok,
hidroxi-aminosavak, nukleozidok, anyarozs alkaloidok, szivrehat6 glikozidok glikozilezhetdk,
igy sokféle glikokonjugitum szintézise megoldhatd. Az endo-glikoziddzok oligoszacharidokat

szintetizald képességét csak igen ritkdn vagy egydltaldn nem probaltak ki.



Az enzimes szintéziseknek is vannak sajdtos problémdi és korldtai. Mivel a
transzglikozilezéssel képzodott termék sziikségszerlien szubsztritja az enzimnek, igy igen
Ovatos, koriiltekintd id6zités sziikséges egy elfogadhaté kitermeléshez. Ezen probléman olyan
specifikus glikoziddz mutdnsok segithetnek, melyek glikozidos kotéseket szintetizdlnak, de
nem képesek azokat hidrolizalni.

A konnyen hozzéaférhetd és konnyen kezelhetd glikoziddzokat reverz hidrolitikus
reakcidkban haszndljak oligoszacharidok és glikozidok szintézisére ugy, hogy a glikozidos
hasitds egyenstlyat aktivalt szubsztratokkal, vagy mds moddszerekkel az ellentétes iranyba
toljak el. Ennek megfeleldéen a glikozidaz-katalizalta glikozid szintézisek tipikusan alacsony
kitermelésiiek. A j6 hozamhoz biztositani kell a termék hidrolizisének minimalizalasat.

Ezen problémdk ellenére is az oligoszacharidok enzimatikus szintézise a
szénhidratkémia kutatdsok egyik virdagzé teriillete sok valasztissal és lehetdséggel.
Lehetdséget ad glikoziddzok transzferdzokkal torténd kombindldsdra egymadst kovetd
folyamatokban; vagy enzimes és kémiai mddszerek haszndlatira az tin. kemoenzimatikus
szintézisekben.

Tapasztalataink szerint az endo-glikoziddzok altal katalizalt transzglikozilezési reakcidk
normdl koriilmények kozott igen kedvezodtleniil mennek végbe; rendszerint extrém magas
szubsztridt koncentricidt és nem-vizes kozeget igényelnek. A PPA, a HSA és a BLA
katalizalta szintézisek nem vezettek preparativ méretben alkalmazhat6 eredményre.
Transzglikoziddz aktivitast pontmutacidval sikeriilt bevezetniink a vad tipusii HSA enzimbe a
151 helyzetii tirozin metioninra, valamint az 58-as pozici6ji triptofin leucinra torténd
cseréjével. Cha és mtsai [10], valamint Kuriki €s mtsai [11] kimutattak, hogy a hidrofébicitas
az aktiv hely kozelében kritikus tényez6 a transzglikozilezésekhez szdmos ismeretlen

szerkezeti tényez6 mellett.

2.2. Az ,o0-amilaz csalad”

Az enzimeket egyszerlibb azonositisuk céljabol az altaluk katalizalt reakcié jellege
szerint a Biokémiai és Molekuldris Biol6giai Nemzetkozi Egyesiilet (International Union of
Biochemistry and Molecular Biology, IUBMB) hat osztilyba sorolta. A hat osztily
mindegyike alosztdlyokat is tartalmaz, amelyek ugyancsak tovabbi csoportokra oszlanak. Az
osztalyokat, alosztdlyokat, csoportokat és ezeken beliil magukat az egyes enzimeket arab

szamokkal jelolik. Igy egy-egy enzimet négy szdm hataroz meg, melyet az Enzim Bizottsag



(Enzyme Comission, EC) hagy jéva. PL: az o-amildz (o-1,4-D-gliikanhidroldz) enzim
azonosito szama EC 3.2.1.1.

Az o-amildzok a keményitd és a keményitdvel rokon poli- és oligoszacharidok bels6
o(1-4) glikozidos kotéseit hidrolizdljdk. A keményitd élelmiszerként a legelterjedtebben
hasznélt poliszacharid; amiléz és amilopektin keveréke. Lebontdsdban €s szintézisében négy
kiilénboz6 tipusd enzim vesz részt:

- o-Amilaz (EC 3.2.1.1): o(1-4) glikozidos kotéseket hidrolizal,

- Pullulanaz (EC 3.2.1.41) és izoamildz (EC 3.2.1.68): a(1-6) glikozidos kotéseket
hidrolizdlnak,

- Ciklodextrin-gliikoziltranszferdz (CGTaz) (EC 2.4.1.19): transzglikozilezéssel alakit
ki a(1-4) glikozidos kotéseket,

- Eldgazast 1étrehoz6 (branching) enzim (EC 2.4.1.18): transzglikozilezéssel hoz 1étre

a(1-6) glikozidos kotéseket.

A felsorolt enzimek egy csaladhoz tartoznak, az un. ,,a-amilaz csalad”’-hoz. Az a-amilaz
csalad fogalmat Kuriki és Imanaka [12] vezették be az enzimek szerkezete és kozos
katalitikus mechanizmusa alapjan. Az Osszes glikozid-hidroldz, -transzferdz €s -izomeraz
szekvencian alapul6 osztdlyozdasa, a Henrissat féle [13] beosztas alapjan, az a-amildz csaladd a
glikozid hidrolazok 13. csaladjaként valt ismertté.

Az a-amildz csalad tagjait a kdvetkezo tulajdonsagok jellemzik:

a-Glikozidos kotéseket hasitanak €s o-anomer konfigurdciéji mono- vagy
oligoszacharidokat szabaditanak fel (hidrolizis).

Foéként a(1-4) vagy a(l-6) glikozidos kotéseket alakitanak ki (transzglikozilezés),
vagy mindkét aktivitas kombinécidjaval jellemezhetok.

- Szerkezetiikre a katalitikus oldalldncokat tartalmaz6 (B/o)s- vagy mds néven TIM
hordé jellemzd.

- Els6dleges aminosav szekvencidjukban négy erdsen konzervalt régid taldlhat6. Ezen
régiok a katalitikus helyet kialakitd, valamint a konzervalt (B/a)s hordd topoldgidjanak
stabilitasaért felels aminosavakat tartalmazzak.

- A katalizisben harom aminosav oldalldnc (1 Glu és 2 Asp) vesz részt.

Az o-amildz csalddra A4ltalanosan elfogadott katalitikus mechanizmus, az o-anomer

konfiguraciot megtarté double displacement (kettds helyettesitéses mechanizmus). Az aktiv



helyen taldlhat6 katalitikus aminosavak koziil a Glu, mint sav/bazis katalizator, az Asp, mint a

nukleofil vesz részt a katalizisben.

i ++

1+
OH © T\
6]

1. abra: o-Amilazok katalitikus mechanizmusa.

A mechanizmus 5 1€pésbdl 4ll:

1.

A szubsztrat bekotddését kovetden a sav/bazis katalizdtor glutaminsav protondlja a
hasitand6 glikozidos kotés oxigénjét a (-1) és (+1) alhelyek kozott és a nukleofil
aszpartat a gliitkéz C-1 szén atomjat tdmadja a (-1) alhelyen.

Egy oxokarbonium ion jellegli dtmeneti dllapoton keresztiil kovalens intermedier
képzodik.

A protonalt gliikéz molekula tavozik az aktiv hely (+1) alhelyérdl, mikdzben egy viz
vagy egy gliikkéz molekula 1ép be az aktiv helyre és tdmadja a (-1) helyen kotott
gliikéz molekula €s az aszpartat kozotti kovalens kotést.

Ismételten 1étrejon egy oxokarbonium ion atmeneti allapot.

A bazis katalizator glutamat a (+1) alhelyen felvesz egy hidrogént a bejovo viztol

vagy az tjonnan belépett gliikk6z molekuldtdl. A bejovd viz vagy az dGjonnan belépett



gliikéz molekula oxigénje helyettesiti a gliikéz és az aszpartat kdzotti oxokarbénium
kotést, és ezdltal 1étrehoz a (-1) alhelyen a gliik6z C-1 pozicidjanél egy 1j hidroxil
csoportot ( hidrolizis) vagy egy 4j glikozidos kotést a (-1) és (+1) alhelyet elfoglalé
gliikézok kozott (transzglikozilezés).

A fent emlitett Koshland [14] altal javasolt kettds helyettesitéses mechanizmusban a
harom konzervalt katalitikus aminosavbdl csak kettének van szerepe. A harmadik konzervalt
aminosav, a masik aszpartat, a szubsztrat OH-2 és OH-3 csoportjahoz hidrogén hid kotésekkel
kotddik, és a (-1) alhelyet elfoglalo glitkk6z egység torzulasdban jatszik fontos szerepet [15].
Egyéb konzervilt aminosavak a His, az Arg és a Tyr. Ezek az aminosavak az aktiv helyre
irdnyitjak és beillesztik oda a szubsztratot, biztositjak a nukleofil megfeleld orientacidjat és az
atmeneti dllapot stabilizdldsaban jatszanak szerepet [15].

A négy konzervalt régié mellett Janecek [16] egy 6todik régidt is azonositott az -
amildz csaldd tagjaiban. Ebben a régidban szintén taldlhaté egy aszpartat, ami Ca®* ligandként
miukodik.

Béar az o-amildz csaldd minden enzimére jellemz6é az a-anomer konfigurdciét megtartd
mechanizmus, azonban szubsztrat-, és termékspecifitidsukban igen nagy valtozatossagot
mutatnak. Ezen eltérések a kiilonbozé doméneknek a katalitikus maghoz vagy a katalitikus
helyet koriillvevd extra cukor-kotd alhelyhez (extra sugar-binding subsite) torténd
kapcsolédasanak tulajdonithatok. Az A domén a legkonzervaltabb domén, az a-amilaz csalad
minden tagjdban megtaldlhat6. Az A domén igen szimmetrikus 8 parallel B redobol all,

melyet 8 o hélix vesz koriil, ez a (f/a)s hord6 szerkezet [17-18].

2. abra: A (P/a)s-hord6 szerkezet sematikus dbrdzolasa.



Ebben a szerkezetben a B-red6k és az o-hélixek véltakoznak a polipeptid lancban, igy 8
parhuzamos B-red6 egy belsé hengert képez, amit a 8 hélix vesz koriil. Rendszerint egy extra
hélix koveti a 6. B-red6t. Az alterndld hélixeket és P-redéket hurkok kotik oOssze és a
szubsztratkoto és aktiv helyet a B-red6k és a hurkok aminosavai épitik fel. A hurkok hossza és
aminosav sorrendje valtozé és ebbdl szarmazik a kiillonb6z6 enzimek véltozatossidga, ami a
specifitast és a sajatsigokat illeti. Altaldban a 3. hurok hosszd, de a tobbi hurok hossza
nagyban vdltozatos, és a hurkokon beliil is lehetnek extra -red6k és a-hélixek.

A katalizisben €s a szubsztrat kotésben fontos er6sen konzervélt aminosavak az A doménben
talalhatdk, a B-red6k C terminélisainak hurkaiban.

Az a-amildz csaldd minden tagja rendelkezik B doménnel is, ami tulajdonképpen az A
domén egy kitiiremkedése a 3. B-redd €s a 3. a-hélix kozott, 44-133 aminosavbol all és a
szubsztrat vagy Ca™ kotésben van szerepe. A B domén szerkezete rendezetlen és
enzimenként valtozik [19-21].

Az enzim csalad tagjainak tobbsége, mint pl. a HSA tartalmaz a katalitikus A domént
kovetden egy C domént is, ami egy antiparallel B-redokbdl all6, 6sszehajtogatott struktira a
fehérje N-termindlis végén [20]. Feltételezik, hogy a katalitikus domén stabilizaldsdban vesz
részt azaltal, hogy az A domén hidrof6b oldalldncait megvédi az olddszerrel szemben, de a

szubsztrat kdtésben is szerepe lehet [19].

B domén

A domén

klorid kétohely

C domén

3. dbra: A humén nyal amildz doménjeinek elhelyezkedése.
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A ciklodextrin-glikoziltranszferdzok és a Bacillus stearothermophilus maltogén amildza
tovabbi B-redds doméneket is tartalmaz, a C domén utdn elhelyezkedé D és E domént. A D
doménhoz eddig nem pédrosul semmilyen ismert funkcid, viszont az E doménrdl tgy tartjak,

hogy szerepet jatszik a keményitd szemcsék kotésében [19].

4. dbra: A ciklodextrin-gliikoziltranszferdz szalag modellje a kiilonb6z6 domének

feltiintetésével

Az a-amildzok egyéb jellegzetes doménjei az N-termindlis végen elhelyezkedé F, H
vagy G domének, amelyek endoenzimekben vagy eldgazd szubsztridtok oa(1-6) glikozidos
kotéseit hasité enzimeknél fordulnak el6 [22].

Minden a-amildz dltaldnos tulajdonsdga, hogy legalabb egy Ca’*-ion kotédik egy erdsen
konzervalt régidhoz a fehérjében. A Ca® kotéhely a kozponti hordé és a B domén kozott
helyezkedik el. Gerinceseknél és a T. molitor amilazokndl a kationt nyolc ligand koordindlja:
az Aspl67 karboxil O atomjai két kordinicidés helyet megkotve, az Argl58 és His201
karbonil oxigénjei, az Asn100 ODI1 oldallanca és harom viz molekula. Az ismert amildzok
szerkezetét tekintve ezek a ligandok szigortan konzervaltak, kivéve a bakteridlis AHA-nal
(Alteromonas haloplanctis a-amilazanal) [1].

Amig a Ca**-ion kotése teljesen dltalanos, kozos tulajdonsdgnak tekintheté az a-amildz
csalad kiilonbozd specificitdsi enzimeinél, addig a CI -ion kotése csak néhany a-amildz
jellegzetessége [23]. Ez utébbi csoport esetében a Cl -ion allosztérikus aktivator szerepét tolti
be. Ilyen enzimek a PPA (porcine pancreas amylase, (sertés hasnydlmirigy amildz), a HPA
(humén pancreas amildz), HSA (human salivary amylase, huméan nyal amildz), AHA, TMA

(Tenebrio molitor o-amildz). Ezeknek az enzimeknek a szerkezetébdl megéllapitottdk, hogy
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az Arg 195, Asn298, és Arg/Cys337 aminosav oldallincok koordindljak a CI -iont. Az
Argl95 és Asn298 majdnem minden a-amildzban konzervélt, mig a bazikus Arg/Cys337
oldalldnc specifikus az eddig ismert 38 potencialis Cl -ion fiiggd amildzra. Emiatt ez a csoport
lett az anion kotés f6 ismérve, mint ahogy azt mutagenezis kisérletek is igazoltdk.

A CI -ion fiiggé amilazokra jellemzd még egy flexibilis hurok, egy protedz szerii triad
és diszulfid hidak jelenléte is.

A szerin protedzok €s lipazok aktiv centrumdt mimikalo tridd jelenléte bizonyéra a
legmegdobbentébb jelenség a Cl fiiggd amildzokndl. A tridd harom aminosava a Ser340,
His386, Glu27, amelyek szigorian konzervéltak minden Cl fiiggé o-amildzban. Jelenlétiik
tehat nem véletlen, de funkcidjuk a mai napig nem ismert. Csak feltételezik, hogy esetleg a
fehérje szerkezet stabilizdldsdban tolthetnek be szerepet.

Minden CI -ion fiiggd amildz tartalmaz 8 nagymértékben konzervilt Cys aminosavat,
melyek diszulfid kotéseket 1étesitenek az ismert kristdlyszerkezetekben. A 28-86, 141-160,
378-384 és 450-462 Cys kozotti intramolekuldris keresztkotések sziikségesek az enzim
megfeleld térszerkezetének kialakitisdhoz. A Cys70-115 kozétti diszulfid hid, ami 6sszekoti
az A és B domént specifikus a gerinces amildzokra. Ennek a kotésnek a szerepét a
hémérséklethez valé alkalmazkodédsban latjak, mivel korldtozza a ho hatasira bekovetkezd
mozgist az aktiv centrum koriil. Ezen kotés kialakitdsdban részt vevd Cys-ek kizardlag

meleg-vért allatoknal taldlhatéak meg [1].

2.3.  Alhely modell — alhely térkép

Az utdbbi években a szénhidratbonté enzimek tulajdonsdgait az tn. ,,alhely modell”
(subsite model) alapjan értelmezik [24-27]. Az alhely modell szerint az a-amildzok
szubsztrat-kotd helye egymast kovetd alhelyekbdl épiil fel, ahol minden egyes alhely
komplementer a szubsztrit monomer egységével, €s azzal kolcsonhatast 1étesit. Az alhelyek
méretiiket, szimukat, a szubsztrattal szemben mutatott affinitdsukat, a katalitikus helyhez val6
térbeli viszonyukat illetden igen heterogének, s ezen tényezok egyiittesen hatirozzak meg az
enzim specifitdsat, kinetikai paramétereit, a hasitdsi képet. Az alhelyeket a katalitikus helytdl
kiindulva jelolik; balra negativ szdmokkal a glikon-kotd helyeket, mig jobbra pozitiv
szamokkal az aglikon-k6t6 helyeket. Ezt a nomenklatiirat Davies és mtsai [28] vezették be, és

altalanosan elfogadott az alhely modellekre.
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Egy oligomer szubsztrit tobbféle kolcsonhatdst létesithet ezen alhelyekkel. Ha a
szubsztrat gy kotddik az enzimhez, hogy annak a hidrolizisre érzékeny kotése nem fedi 4t a
katalitikus aminosavak helyét, az tin. nem-produktiv komplexek képzddnek. Ha az oligomer
szubsztrat bekotddésekor a hidrolizdlandé kotés atéri a katalitikus helyet, az dn. produktiv
komplexek jonnek létre; kovetkezésképpen hasad a kotés és felszabadul a termék. Ezt a
szerkezetet Phillips és mtsai [29] vezették be a lizozimra, valamint Schechter és Berger [30]
a protedz papainra még a 70-es években, amely széles korben elterjedt az Osszes
poliszacharid hasit6 enzimre is [31].

Egyes amildzok alhelyeinek szervezddése és funkcidja kisérletileg meghatdrozhat6
oligoszacharid sorozatok bontasi képének (action pattern) analizisével. Az a-amildzok ebbdl a
szempontbodl kevésbé ismertek, ami elsdésorban a megfeleld oligomer szubsztratok hidnyaval,
valamint a termékek analizisének bonyolultsigdval magyardzhat6. Azt az eljarast, amely
kvantitative irja le az alhely modellt, alhely térképezésnek (subsite mapping) nevezik az
irodalomban. Az alhely térképezéshez csak a produktiv kotéméodok jonnek szamitdsba.

Az alhely térkép elkészitése egy exo-enzim esetében leegyszerlisodik, mivel csak
egyféle produktiv ktdmdd alakulhat ki az enzim és szubsztratja kozott. Azonban az endo-
enzimek tobb produktiv kotémoddot létesitenek, ami egy komplex termékeloszlast (product
pattern) eredményez. Az egyes termékek képzddésének relativ sebességét kotés hasitdsi
gyakorisdgnak (bond cleavage frequency = BCF) nevezik, ami informaciét ad az alhelyek
kotési energidir6l. Egy homoldg oligomer szubsztrat sorozat esetében az egyes kotések
hasitasdnak gyakorisdgiat meghatarozva, kiszamolhatok a latszélagos kotési energidk az enzim
kotorégiéjaban minden egyes alhelyre, kivéve azt a két alhelyet, amelyek a katalitikus hely
szomszédsagaban helyezkednek el.

Az alhely térkép elkészitésekor a latszélagos kotési energia értékeket hozzarendeljiik az
egyes alhelyekhez. A negativ energia értékek az alhely €s a szubsztrit monomer egysége
kozotti kedvezd kolcsonhatasra, mig a pozitiv energia értékek kedvezdtlen kolcsonhatdsra
utalnak. Egy alhely térkép tehat informéciot ad az alhelyek szamarol, a katalitikus hely
pozicidjardl, és megmutatja a latszélagos kotési energiat az alhely és a szubsztrdt monomer
egysége kozott.

Az alhely térkép szamitdsdhoz egy szdmitégépes programot fejlesztettiink ki. A program
WINDOWS kérnyezetben miikodik és a kisérletileg meghatarozott kotéshasitasi gyakorisdgot
hasznélja az energia értékek szdmitdsdhoz. A program neve SUMA (SUbsite Mapping of a-

Amylases) és az interneten hozzaférhetd (gyemant@tigris.klte.hu) [26].
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Az alhely térkép elkészitéséhez szamos feltételt kell kielégiteni:

Mindenekeldtt jol azonosithatd, nagy tisztasdgd, vizben j6l o0ldédé kromogén
szubsztratokra van sziikség, mert ez teszi lehetové a termékek €s mennyiségének
pontos meghatdrozasat.

A szubsztrat csak megfeleld lanchossziisdg esetén képes atfedni az enzim teljes
kotorégidjat. Ha ezen feltételnek a szubsztrat nem tesz eleget, az alhely térkép nem
lesz megbizhato.

Végiil, feltétleniil ki kell zarni az enzim tobbszoros tdmadasanak (multiple attack) és
masodlagos hasitdsdnak a lehetOségét a szubsztriton és/vagy a termékeken. Ezen
utébbi reakciok megnehezitik, komplikdlhatjdk nemcsak a kinetikai paraméterek
interpretdldsat, de valtozast idéznek eld a hasitdsi képben is. Az alhelyek energidjanak
kiszdmitasdhoz sziikséges, hogy az enzim aktivitisokat a szubsztrdt alacsony
koncentrici6indl mérjiikk, mivel alacsony koncentrdciokndl a mellékreakciok

eliminalddnak.

A maltooligoszacharidokat és a redukalé végen kromofor csoporttal jelzett 2-7 tagszdmii

maltooligoszacharidokat felhasznilé hagyomanyos analiziseket [24, 32-34] tokéletesitettiik a

hosszabb tagszamu szarmazékok (DP— 12-ig) bevezetésével a hosszui szubsztratkotd arokkal

rendelkez0 a-amildzok alhely térképezésére [35-36]. A ndvényi amilazok és néhany

bakteridlis a-amilaz tartozik ehhez a kategdridhoz, 9-11 funkciondlis alhellyel [32-33, 37-41].

Az emlOs a-amildzok koté arka 5-7 alhely hosszisagu [42-45], mig bizonyos gomba és

bakteridlis a-amildzok kézepes hossziisagu koto régioval rendelkeznek [46-47].

A 4-nitrofenil (NP) és a 2-klér-4-nitrofenil (CNP) f-maltooligoszacharidjaink (DP 1-12),

mint modell szubsztratok teljes mértékben eleget tesznek a fenti kivanalmaknak. A -

glikozidos kotés stabil, a-amilazokkal nem bonthatd; igy a redukdld végrdl felszabaduld

hidrolizis termékek mindig tartalmaznak kromofor csoportot, és igy konnyen detektalhatok.
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2.4. A human nyal amilaz (HSA) és inhibitorai

Vizsgalataink elsdsorban a humén nydl amildz (HSA) inhibitorainak tanulméanyozasara
irdnyulnak. A HSA kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd, nagy tisztasagi enzim, melynek
szerkezeti €s biokémiai tulajdonsdgai jol ismertek [45, 48-54].

A HSA 5 izoenzimbdl éll, melyek két csalddba A és B csoportosithatok. Az A csalad
tagjai (1,3,5) kovalensen kotott cukorrészt tartalmazé glikoproteinek, mig a B csaldd tagjai
(2,4) nem tartalmaznak cukorrészt [55]. Az izoenzimek mindegyike egy polipeptidlancbdl all,
aktivitdsuk, hdstabilitdsuk és nagy molekulatomegli szubsztridton mért bontdsi képiik teljesen
azonos [52]. Valamennyi izoenzim polipeptidlancat 496 aminosav alkotja, szerkezetiikben
170 viz molekula egy Ca® és egy CI” kotohely taldlhato. A Ca®* és CI kotbhely, valamint a
szubsztratkotd hely His és Trp aminosavai szerepet jitszanak a szubsztrit glikon és aglikon
végének megkiilonboztetésében. A Cl” ion valdsziniileg szerkezeti szervezd szereppel bir,
lecsokkenti a nem kivanatos elektrosztatikus kodlcsonhatdsokat a bazikus és savas csoportok
kozott. Ezen kiviil a hasitdsban és a szubsztrat kotésben szerepet jatszé Glu233 pK értékét is
novelheti. A rontgenkrisztallografids analizis szerint [53] a polipeptidlinc 3 doménné
hajtogatédik: az A domén (1-99 és 169-404 aminosavak), a B domén (100-168 aminosavak),
C domén (405-496 aminosavak). A kozponti N-termindlis (B/a)s szerkezetii A doménen, mint
egy boltozaton helyezkedik el a két flexibilis domén B (bonyolult hurok) és C (fiiggetlen
domén) [54]. A szubsztratkotd hely és a katalitikus centrum egy mély arok az A és B domén
hataran, 6 alhelybdl (4 glikon €s 2 aglikon) épiil fel. A hasit6 helyek (-1) és (+1) alhelyek a
legtobb a-amildzban igen jol konzervéltak, mig mdas alhelyek kevésbé. A katalitikus
aminosavak Aspl97, Glu233 és Asp300 az drok kozépsé részén, egymashoz kozel
talalhatoak.

A HSA szerkezetében fontos szerepe van a tobbi emlds amildzhoz hasonléan a 304-310
aminosavak alkotta huroknak, melynek része az Asp300 is. A hurok 4 glicint tartalmaz, ami
nagy flexibilitast biztosit és karakterisztikus az emlds amildzokra. Szerepe van a szubsztrat
kotés és a termék felszabaditds folyamatdban. Ha nincs jelen szubsztrit, a hurok rendkiviil
mozgékony és a HPA, HSA vagy PPA enzimeknél megfigyelt konformaciét veszi fel, ezt
nyitott pozicidnak nevezik. Ha a szubsztrat bekotddik, ez a szegmens segit a katalitikus
helyen tartani a szubsztritot, a zart pozicid felvételével, a hidrolizis utdn ismét nyitott

pozicidba keriil és a termék felszabadul [53].
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A HSA klinikai kémiai szempontbdl is alaposan tanulményozott enzim, hiszen fontos
indikdtor a nydlmirigyek és a pankredsz betegségeinek diagnosztizaldsdban. Célpontja azon
gyogyszerek tervezésének, melyek a fogszuvasodds (caries), a cukorbetegség (diabetes), a
kéros elhizds (obesitas) és mds cukor metabolizmus rendellenességek kezelésére vagy
megeldzésére iranyulnak. Végiil hasznos lehet oligoszacharidok, glikokonjugatumok
enzimatikus szintézisére is.

A HSA fent emlitett érdekes €s fontos bioldgiai és kémiai folyamatokban betoltott
szerepe keltette fel érdeklodésiinket ezen funkciok megértéséhez.

A humin nyal amildza a nydl legnagyobb mennyiségben jelen 1év0 enzime,
multifunkciés enzim, kiilonféle feladatokat lat el a szdjiiregben. El6szor, mint hidrolitikus
enzim a polimer keményitd molekula kezdeti hidrolizisét katalizdlja, amely rovidebb
oligomerek, maltéz és gliikkdz képzodéséhez vezet. Ezen kiviil, nagy affinitassal kotodik a
szdjireg viridans Streptoccoccusaihoz, s 1igy ezen baktériumok eltdvolitdsit és/vagy
megkotddését eredményezheti a szdjiiregben. Erdemes megemliteni, hogy az a-amildzok
kozott a HSA-nak van a legnagyobb baktériumkotd aktivitdsa. A baktérium felszinéhez kotott
amildz megdrzi hidrolitikus aktivitdsit [56], igy a keményitét hidrolizdlja. A gliikéz
taplalékforras a baktériumok szdmadra és tejsavva metabolizalédik. A lokdlisan felhalmozott
tejsav a fogzomdnc felolddsdhoz vezethet, ami egy kritikus 1épés a fogszuvasodds
kifejlédéséhez. Tovabba szamos bizonyiték igazolja, hogy a fogzomanchoz vagy a
hidroxiapatithoz kotott amildz szerepet jatszhat a fog plakkok képzOédésében. igy pl. tobb
szerz0 leirja [S7], hogy az a-amildz jelen van a fogzoménc lepedékben és az amildz, mint egy
receptor vesz részt a baktérium megkotésében. Arrdl is beszdmolnak, hogy az amildz a fog
plakkokban megtaldlhaté, €s a hidroxiapatithoz kotott amildz kolcsonhatast 1étesit a
szajiregben 1év0 Streptococcusok szamos olyan fajaval, melyek a fog plakkokban
leggyakrabban el6fordulnak. Ezen tapasztalatok arra utalnak, hogy a nyal amildza kulcs
szerepet jatszik a fog plakkok képzddésében és az azt kovetd fogszuvasodas kialakuldsanak és
kifejlédésének folyamataban.

A fogszuvasodds kovetkezményeiként fellépd betegségek, az tn. , komplex” betegségek
elotérbe keriiltek napjainkra a vildg lakossdganak betegségi eloszldsiaban. Ilyenek pl. a
daganatos (pl. szdjliregi daganatok) vagy a metabolikus (pl. cukorbetegség) korképek. Ezek
mindegyike sok-komponensi betegség, szdmos gén ¢és szdmos kornyezeti tényezd
dinamikusan véltozatos kolcsonhatdsdnak eredményeképpen alakul ki. Ilyen komplex
betegségek esetében nagy kihivast jelent a kutatok szdmdra, hogy megfeleld megoldast

adjanak a betegségek etioldgidjara, diagndzisara és kezelésére.
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2.5. Oligoszacharid inhibitorok

Oligoszacharid inhibitorok haszndlata igen hasznos moédszer a szubsztrat kotodésének
vizsgalatidra az amilolitikus enzimek esetében. Ezen gatldszerek egyik csoportja a szubsztrat
analég szerkezetii vegyiiletek, melyek er6sebben kotddnek az enzimhez annak természetes
szubsztratjanal. A masik csoport az dtmeneti dllapot analégok kore, melyek a glikozilium
ionnal mutatott szerkezeti hasonlosdguk alapjan az elézéekhez hasonld vagy esetenként
er6sebb kotodésre, €s ezdltal hatdsosabb gatlasra képesek. A tresztatin csaldd vegyiileteit
elészor a Streptomyces fajokbdl izolaltdk, és a diabetes, valamint mas cukor metabolizmus
rendellenesség gyogyitasara fejlesztették ki [58]. Késébb ezen vegyiiletek igen népszertivé
valtak mind gydgydszati szempontbol, mind a fehérje—oligoszacharid kolcsonhatdsok
krisztallografias analizisében [ 59-64].

Egy kiilonleges tresztatin-szdrmazék, az akarbdz pszeudotetraszacharid keriilt az
érdeklddés kozéppontjaba, mivel rendkiviil hatékony a-amildz inhibitornak bizonyult.

Az akarb6z az amildz enzimek természetesen el6forduld inhibitora. A baktériumok
Actinomycetales (sugdrgombdk) rendjébe tartozd Actinoplanes fajok allitjdk eld
fermentaciéval. [65], Gram pozitiv baktériumok és emberre, allatra patogének.

Az akarbdz inhibitor hatdsa szokatlan szerkezetének tulajdonithat6. Harom kiilonb6z6
szerkezeti egységbol épiil fel. Tartalmaz egy telitetlen ciklitolt (2,3,4-tri-hidroxi-5-
hidroximetil-5,6-ciklohexént D-glitko konfigurdciéban a nem redukal6 végen, amely o-(1-4)
kotéssel kapcsolddik a 4-amino-4,6-didezoxi-D-glitkopirandz nitrogénjéhez (akarviozin) és ez

szintén a-(1-4) kotéssel egy maltéz egységhez. Az akarboz szerkezetét a 5. dbra mutatja.

H,OH

oH CHs .
gt
OH OHO
OH OH
OH o)
(@)
O&OH

OH

HO
HO

5.abra:Az akarbdz kémiai szerkezete.

17



Az akarbdz er6s kompetitiv inhibitora az a-gliikoziddzoknak [66-68], a-amildzoknak
[63, 65-67], ciklomaltodextrin-gliikkano-transzferdznak (CGT-4z) [2, 67-69], gliikoamildznak
[70-71] és gliikkan-szukrazoknak [72-73].

A ciklitol egység félszék konforméacidja a glikozidos kotés enzimatikus hasitdsdhoz
sziikséges szubsztrat torzuldsat mimikélja az dtmeneti dllapotban [64, 74].

Az N-glikozidos kotés az enzimes hidrolizisnek ellendll. Az akarb6z az atmeneti

allapotot mimikal6 gytrijével altalaban a (-1) alhelyhez kotddik, ahogyan ezt a 6. dbra

mutatja.
Katalitikus hely
4 3 2 -1 | +1 +2 +3
H,OH
HO
HO OH CH, o
D
OH
OH
OOH 2
OH
OHO 0)
OH OH
OH

6. abra: Az akarbdz kot6dése az a-amilazok aktiv centruméban.

Az Actinoplanes fajok néhany olyan akarbdz analégot is fermentdlnak, melyben az
akarbéz redukalé- és/vagy nem redukdld végéhez maltodextrin részek kapcsolddnak. Ezen
analégok az a-amildz és szukraz inhibitorai [66].

Kiilonboz6 tipusi akarb6éz analdgokat dllitottak elé a Bacillus stearothermophilus
»~maltogenic” amildz (BSMA) altal katalizalt transzglikozilezési reakcioval az akarb6z mint
donor és szdmos szénhidrat, mint akceptor jelenlétében [67, 75-76].

Kim és mtsai [67] azt tapasztaltik, hogy egy gliik6z egység eltavolitdsdval kapott

akarviozin-gliik6z az élesztd a-glitkkozidazt 430-szor jobban gitolta, mint az akarbéz. Tovabba
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a maltéz izo-maltdzra torténd cseréje a sertés pankredsz amildz gitldsaban 15-szords gatlds
fokozddast eredményezett az akarb6zhoz képest.

Lee és mtsai [76] az akarbéz maltdz egységét cellobidzzal és laktézzal helyettesitették, s
az 1igy elddllitott akarbéz analdg hatékony inhibitora lett a [-gliikoziddznak és
B-galaktoziddznak, mig az akarbdz egyaltaldn nem mutatott inhibitor aktivitést.

A CGT-4zzal elddllitott 4-maltohexaozil-és 4-maltododekazoil akarbdz analégok
(egy-harom nagysagrenddel) hatdsosabb inhibitorok, mint az akarbéz [77].

Jol ismert, hogy a cukorbetegség egy anyagcsere rendellenesség, a szénhidrat
metabolizmus zavardnak kovetkezménye. Martin és Montgomery [78] beszamolnak arrdl,
hogy az akarbéz metabolizdlédik a vékonybél €s a vastagbél hidroldzai altal, és akarviozin-
gliikéz és gliikoz keletkezik. A gliik6z a vastagbélben a mikrobidlis fermenticiét kovetéen
hasmenést és puffadast okozhat. Azonban az akarviozin-gliik6z és a moddositott akarbdz
transzfer termékek feltehetden rezisztensek a bélben lezajlé amilolitikus hidrolizisnek és
képesek megtartani az inhibitor kapacitdsukat gliik6z képzddése és az azt kdvetd kellemetlen
mellékhatasok nélkiil.

Célul tiiztiik ki az altalunk mivelt klasszikus kémiai/bioldgiai teriiletek lehetséges
eszkozeivel olyan inhibitor molekuldk felkutatdsat, tervezését és vizsgalatat, melyek idovel,
mint szdjon it szedhetd gydgyszerek, oblogetok, ecseteldk, fogkrémek, stb. komponensei
alkalmasak lehetnek a humédn amildzok gétldsdval a caries megelozésére €s stlyos
kovetkezményeinek visszaszoritasara.

Az inhibitor jelolt vegyiiletek inhibitor aktivitasat egyrészt amil6zon, a HSA természetes
szubsztratjan [79], masrészt egy rovid, szintetikus szubsztraton, a 2-klér-4-nitrofenil-4-O-3-D-

galaktopiranozil maltozidon (GalG,-CNP) mértilk. A GalG,-CNP szerkezete a 7. 4bran

lathato.
HO OH OH
%O 2
HO OH
HO OH OH o)
HO

o ©
o NO,

7. abra:2-klor-4-nitrofenil-4-O-B-D-galaktopiranozil maltozid szerkezete.

A fenti szubsztrit haszndlata egy Iépésben eredményezi a kromofor csoport
felszabaduldsat, segédenzimek haszndlata nélkiil [80]. A gétldsok kinetikdjat a klasszikus

Lineweaver-Burk és Dixon-féle grafikus &4brdzolassal tanulminyoztuk. A Kg; és Kgsy
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disszocidcidés 4dllandokat egyrészt a madasodlagos egyenesekbdl, mdsrészt nem lineéris

regresszidval szamoltuk a Grafit program segitségével.
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3. SAJAT VIZSGALATOK ES EREDMENYEK

A bemutatott témdkban a kémia szorosan 6sszefonddik a bioldgidval és rendszerint a
biolégiai informacidk adtik az otletet a kémidhoz. Tanulmidnyozni kivantuk, hogy az
amilolitikus enzimek alkalmasak-e bioldgiailag aktiv molekuldk szintéziséhez, vagy kémiai
uton nehezen (vagy egyaltalan nem) eldallithaté vegyiiletek szintézisére. Sikerrel alkalmaztuk
a glikogén foszforildzt, a humidn nydl amildz mutans enzimeit, valamint a Bacillus
licheniformis és a Bacillus stearothermophilus hostabil o-amilazat (BLA és a BSMA)
enzimatikus glikozilezésekhez, oligoszacharidok szintézisére.

Az elért eredményeink nagyban hozzdjdrultak az a-amildzok (EC 3.2.1.1.) miikodési
mechanizmusidnak mélyebb megértéséhez, az aktiv centrum szubsztratkotd helyeinek
feltérképezéséhez az altalunk miivelt kémiai/bioldgiai teriiletek lehetséges megkozelitésével.

Kérdéseinket a human amildzok megismerése motivalta, de vizsgalataink kiterjedtek az
ipari szempontbdl fontos hdstabil bakteridlis amildzok teriiletére is.

Az aktiv hely vizsgdlata kiillonb6z6 mdédszerekkel lehetséges:

- Igen elegdns moddszer egy enzim aktiv centrumdnak és az enzim-szubsztrat
kolcsonhatds vizsgdlatira az enzim és egy szubsztrit analég komplexének
rontgenkrisztallografias analizise. JOl ismert a HSA 3D szerkezete és egyiittmitkodo
partnereink készitették el az enzim-akarbéz rontgenkrisztallografids felvételét.
Hasonl6 felvételek és analizisek késziiltek a BLA-r6l, a BSMA-r6l.

- Masik hatdsos eszkoz az enzim és a szubsztrat kozotti kolesonhatds tanulmanyozéasara
a modositott szubsztratok haszndlata, ellentétben a labilis enzim fehérje kémiai
moédositasaval. Modositott maltooligoszacharidok (DP 1-12) szintézisét részben
klasszikus kémiai, részben kemoenzimatikus uton valésitottuk meg. A homoldg
maltooligomer sorozatok hasznélata lehetové tette alhely modellek (subsite-model) és
alhely térképek (subsite-map) elkészitését a kiilonféle eredetli a-amildazokra. Az alhely
térképezéshez egy szamitdgépes programot fejlesztettiink ki.

- Az egyes aminosavak szerepét a szubsztrat kotédésében és katalizisben mutacidval és
a modositast kdvetd aktivitds mérésekkel, alhely térképezéssel tanulméinyoztuk.

- Végiill szintetikus inhibitorokkal torténé gdtldsok, a gdatlds kinetikdjanak alapos

elemzése révén tjabb informacidkat szereztiink a HSA kotéhelyeirdl.
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3.1. Amilaz szubsztratok kemoenzimatikus szintézise [36, 81]

Az a-amildz enzimek tanulméanyozdsa jol definidlt, nagy tisztasagu, vizben jol old6dé

szintetikus szubsztratokat igényel. A Biokémiai Tanszéken kordbban ciklodextrinekbol
kiindulva tisztdn kémiai szintézissel oldottdk meg a 4—8 tagszdmu maltooligoszacharidok,
valamint a 2-kl6r-4-nitro-fenil (CNP) B-maltooligoszacharid glikozidok eldallitasat.
Jelenleg a ciklodextrinekbdl kiindulé soklépéses kémiai szintézist egy dj, kemoenzimatikus
modszerrel egészitettilk ki. Az itt bemutatott eredmények a diplomadolgozatom készitése
soran sziilettek, melyek egyrészt a diplomamunkam témakorét olelik fel, masrészt kozlemény
form4jaban is megjelentek. A kémiai és enzimatikus moédszer kombindldsa igen elényosnek
bizonyult, mivel a homol6g sorozatnak csak egyetlen tagjat, a CNP-Gy-t dllitottuk elé kémiai
uton, s ebbdl a rovidebb vagy hosszabb tagszamu oligomereket enzimatikusan nyertiik.

Alkalmas enzim felkutatdsa kulcsfontossagu volt ezen feladat megoldasahoz.

Korabbi eredmények szerint a humin o-amildzok legjobb szubsztritjai a 4-6 gliikkéz
egységbdl felépiild maltooligoszacharidok, mig a bakteridlis és novényi eredetli amildzok
vizsgélatdhoz ennél hosszabb 5-11 tagszamu szubsztratok sziikségesek. Olyan modszerre volt
tehat sziikség, melynek segitségével a heptamer gliikozid roviditése és hosszabitdsa is
megoldhat6. A maltooligoszacharidok glikozidos kotéseinek enzimatikus hasitdsdra két
lehetdség van:

- hidrolizis a-gliikkoziddzokkal vagy a-amildzokkal

- foszforolizis foszforildzokkal

Bar ezen enzimek szerepe a glikozidos kotések hasitdsa, megfeleld reakcidokoriilmények
kozott glikozidos kotések sztereospecifikus 1étrehozdsara is képesek. Az amilazok és a
glikkozidazok transzglikozilezésre csak igen kis hatdsfokkal hasznalhatok.

Vilasztasunk a glikozil transzferdzok nem-Leloir csoportjdba tartozé glikogén
foszforilazra esett. Az enzim fizioldgiai szerepe a glikozidos kotések foszforolitikus hasitésa,
ugyanakkor in vitro, reverzibilis reakcidban képes a glikozidos kotések sztereospecifikus
létrehozasara. Kovetkezésképpen a valasztott enzim kitlinden megfelelt mind a heptamer
glikozidndl révidebb (DP 3—6), mind a hosszabb (DP 8—12) oligomerek enzimatikus
szintézisére.

A glikogén foszforildz, a legintenzivebben tanulmanyozott ao-glikkdn foszforilaz.

Szervetlen foszfat jelenlétében megfordithat6 reakcidban katalizélja a glikogén lebontésit, a
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forditott reakcidban a-D-gliikopiranozil-1-foszfat (G-1-P), mint donor jelenlétében viszont
képes a lanchosszabbitasra.

Foszforildz enzimeket elterjedten alkalmaznak oligoszacharidok szintézisére [82-84],
megvaldsitottak a szacharéz szintézisét szachar6z foszforilaz, és a trehal6z szintézisét trehal6z
foszforilaz alkalmazédsaval [85]. Burgonya foszforildz enzim segitségével allitottak el maltdz
oligomereket [86-88], linedris valamint csillag-és fésii alakd polimereket [89]. Foszforilaz
enzim katalizalta reakcidoval megvaldsithatd a trehaléz szintézise keményitobdl [90], és
cellodextrinek szintézise is [91].

A glikogén foszforilaz a glikogenolizis els6 I€pését katalizalja az alabbi egyenlet szerint:

G, +P; Gp1 +G-1-P

ahol a G, n tagszamdu, a-(1-4) kotésii gliikéz polimer, a G-1-P a-D-glitk6z-1-foszfat és P;
szervetlen foszfat.

A kemoenzimatikus szintézisekhez a nyil vazizmabdl tisztitott glikogén foszforilaz b-t
hasznéltuk. A glikogén foszforilaz enzim két formaban van jelen az izomban. Az inaktiv
foszforilaz b, amely féleg a nyugalomban 1év6 izomban taldlhat6, az AMP szint novelésével,
vagy foszforildz a-va torténd foszforilacidval aktivdlhat6. Kisérleteinkben az AMP-vel, mint
allosztérikus aktivatorral valé aktivalast alkalmaztuk. Az enzim kristalyszerkezetét [92] és
kotohelyeit [93] meghataroztak, valamint megéllapitottak, hogy a glikogénen kiviil az a-(1-4)

kotésti oligoszacharidok is er0sen kotddnek a glikogénkotd helyhez [94].

3.1.1. 4-6 tagszami maltooligomerek eléallitasa foszforolizissel [81]

A r1ovid szubsztratok elddllitdsira a G7-CNP primer enzimatikus foszforolizisét

haszndltuk (8. dbra).

OH
A
HO OH
OH o]
HO
OH OH 0 cl glikogén foszforildz b
HO o NO, + Pj === Glcn-CNP + Glc-1-PO,
OH
5 n=4-6

8. abra:G7-CNP foszforolizise glikogén foszforildz b enzimmel.
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Reakciokoriilmények optimalizdldsa

Vizsgéltuk a reakcié termékeloszlasat az id6 fiiggvényében 30 °C homérsékleten,
szervetlen foszfat nagy feleslegét alkalmazva (5 mM primer, 1 M foszfat, pH 6,8), hogy az
egyensuly a foszforolizis irdnydba tolodjon el. Az 1. tdblazat a mérési eredményeket mutatja.

30 °C homérsékleten 10 perc reakciéidd utan a kiindulasi anyag teljesen atalakult, a f6
termék (77 %) a tetramer glikozid. Hosszabb reakci6idot alkalmazva trimer és tetramer
glikozid képzddik 51,3 és 41,4 %-ban. A tetramer glikozid kedvezményezett képzodése
egybecseng azzal a kordbbi megfigyeléssel, mely szerint a glikogén foszforildz a glikogén
lancokat az elagazas elotti negyedik gliik6z egységig bontja [95]. A képzddott trimer glikozid
megjelenése azt mutatja, hogy a CNP csoport helyettesithet egy gliikdéz egységet, hasonléan
ahhoz, amit a sertés pankredsz enzim vizsgélatakor leirtak [42]. A kiinduldsi anyagnal

hosszabb termék képzddését nem tapasztaltuk.

1. Tablazat

Termékeloszlds a reakci6idd fiiggvényében 30 °C hdmérsékleten®

Reakci6 G7-CNP foszforolizis termékei (%)° Konverzié
idd (per¢) [ G;-CNP | G4-CNP | Gs-CNP | Gs-CNP | G;-CNP (%)
5 1,3 73,7 15 10 0 100
10 2 77 12 9 0 100
60 14 66,2 11,5 8,2 0 100
180 33,8 48,9 11,2 6,0 0 100
300 51,3 41,4 4.4 2,9 0 100

a Reakcidkoriilmények: 5 mM G7-CNP, 1M foszfat puffer pH 6,8, 10 E/ml enzim

® HPLC-vel meghatérozott teriilet % értékek

A reakcidosebesség csokkentése a hosszabb oligomerek képzdodésének kedvez. Azért,
hogy az elddllitani kivint penta- és hexamer mennyiségét noveljiik a reakcidelegyben a
reakciét alacsonyabb hdémérsékleten vizsgaltuk. A 0 ‘C hémérsékleten végzett kisérlet

eredményeit a 2. tdblazat foglalja Ossze.
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2. Téblazat

Termékeloszlds a reakci6idd fiiggvényében 0 °C hdmérsékleten®

Reakcid G7-CNP foszforolizis termékei (%)° Konverzié
idd (per¢) [ G;-CNP | G4-CNP | Gs-CNP | Gs-CNP | G;-CNP (%)
10 0 3 8 45 44 56
15 0 9 16 49 25 75
28 0 23 24 39 14 86
42 0 42 23 28 7 93
55 0 48,5 23 22 6 93,5

a Reakcidkoriilmények: 5 mM G7-CNP, 1M foszfat puffer pH 6,8, 10 E/ml enzim

® HPLC-vel meghatérozott teriilet % értékek

A tablazat adataibdl lathatd, hogy a konverzié 1ényegesen kisebb, 28 perces inkubdacios
id6 utdn az eldéllitani kivant reakcidtermékek G4-CNP, Gs-CNP, Ge-CNP 23: 24: 39 %-os
aranyban képzddnek. 55 perces reakcidido alatt f6 termékként a G4-CNP képzdodik.

Tanulmanyoztuk a reakcié hémérsékletfiiggését 0-34 °C hémérséklet tartomanyban. A
kapott termékeloszlasokat 10 perc inkubaciés id6 utdn a 3. tablazat mutatja.

A reakcidsebesség nd a hémérséklet novelésével. Atlagosan 5 °C hémérséklet csokkenés a
konverzidfok 7-9 %-os csokkenését okozza. 0 és 5 °C kozott ennél joval nagyobb mértéki
(26,2 %) csokkenés tapasztalhaté. Ennek magyardzata az enzim inaktiv tetramer formdjanak
képzddése lehet [96]. Azért, hogy elkeriiljilk a foszforildz enzim alacsony héfokon valé
oligomerizacidjat 10 °C alatti hémérsékletet nem alkalmaztunk maltooligomerek eldallitasara.

Osszefoglalva: a G;-CNP primerbél (5 mM) glikogén foszforildz b enzim segitségével
1 M foszfat pufferben (pH 6,8) 10 "C-on 10 perces inkubalasi id6 alatt a rovidebb (G4-CNP,
Gs5-CNP, G¢-CNP) termékek kozel azonos mélardnyban (29 : 26,1 : 33,7) képzddnek.
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3. Téabl4zat

Hoémérséklet hatdsa a termékeloszl4sra®

Hoémérséklet G7-CNP foszforolizis termékei (%)° Konverzid
QY G3-CNP | G4-CNP | Gs-CNP | G¢-CNP | G;-CNP (%)
0 0 3 7,6 44,9 44.5 55,5
5 0 12 22,4 46,8 18,3 81,7
10 0 29 26,1 33,7 11,1 88,9
15 0 68 19,3 11 2,2 97,3
20 0 76 14 10 0 100
30 2 77 12 9 0 100
34 2 89 7 2 0 100

a Reakcidkoriilmények: 5 mM G,-CNP, 1M foszfat puffer pH 6,8, 10 E/ml enzim, 10 perc

® HPLC-vel meghatérozott teriilet% értékek

A felhaszndlt enzimrendszer érdekessége, hogy a foszforilaz enzim 4ltal felszabaditott
G-1-P felhaszndlédhat a megforditott lanchosszabitdsi reakcidban, ha a szervetlen foszfat
koncentracié lecsokken. Ezért a foszfat nagy feleslegét (1M) alkalmaztuk a felszabaduld
G-1-P-hoz képest (max. 20 mM) az eddigi kisérletekben. A magas sé koncentracié azonban a
termékek tisztitdsat neheziti, ezért megkiséreltik alacsonyabb foszfit koncentracié
hasznélatit. Az eredmények azt mutatjak, hogy 100, 500 és 1000 mM foszfat koncentracid
alkalmazdsdval szinte azonos termékeloszlds érhetd el, mikézben a ldnchosszabbitds
elhanyagolhat6. Ennek megfelelden a rovidebb termékek elddllitdsa 100 mM foszfat

koncentraciéjd pufferben tortént.

Rekciotermékek elvdlasztdsa

A termékek preparativ méretii elvdlasztdsara méret kizdrdsi kromatografids technikét
alkalmaztunk Toyopearl HW-40F oszloptolteten. Bar ennek a toltet tipusnak az elvélasztasi
tartomanya 10%-10" kozé esik fehérjék elvdlasztasakor, azt tapasztaltuk, hogy a
maltooligoszacharidok esetén 1-7 kozotti polimerizaciofok tartomanyban megfeleld az
elvdlas, az ennél hosszabb oligomerek nem vélnak el. A homol6gok csokkend molekulatomeg

szerint eludlodnak. A kromatografids matrix masik nagy eldnye, hogy mivel a foszfat ionok a
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holttérfogattal megjelennek az eludtumban, az elvdlasztds és a sOmentesités egy lépésben

megoldhat6 (9. 4bra).

30 28,2 28,1

25

20

EMért mg
B Area%

Mennyiség
o

10 1

1.-5.

Foszfat

Frakciok

9. abra A foszforolizis reakciétermékeinek SEC (Mért mg) és HPLC (Teriilet%) elvalasztasa

Koriilmények: SEC: oszlop: Toyopearl HW-40F, 180x15 mm, 30-60 pm, eluens: viz, 1,5 ml/perc, HPLC:
kolonna: Amino 250x4 mm, 5 pm, gradiens elticié: MeCN 70%-r6] 20 perc alatt 50%, detektor: DAD 302 nm.

3.1.2. 8-12 tagszamu szubsztratok eléallitasa transzglikozilezéssel [36]

Az 7. egyenlet megfordithatésagat felhasznalva G7-CNP, mint akceptor és G-1-P, mint
donor kiinduldsi anyagokbdl foszforildz enzimmel magasabb tagszdmui oligomerek is

eldéllithatok (10. dbra).
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OH

HO ©
HO o OH
ol 0]

HO OH cl

OHO e} glikogén foszforilaz b
HO O NOZ + Gle-1 -PO4 - GlCn'CNP + P|
OH

- -5 n=8-11

10. dbra Szubsztratok eldallitasa glikogén foszforildz b enzim transzglikozilezési reakcidjaval

A lanchosszabbitdsi reakciéra hasonlé megfontoldsok érvényesek, mint a
lancroviditésre, igy a reakciokoriilményeket a G-1-P koncentracid, a homérséklet és az
enzimkoncentracié valtoztatasdval optimalizaltuk. Mivel foszfit jelenléte a reakcidt a
foszforolizis irdnydba tolnd el, ezért ezeket a kisérleteket 50 mM koncentriciéja

glicerofoszfat pufferben végeztiik.

Az enzimatikus szintézis optimalizdldsa

A szintézis hatékonysdgdnak novelésére az aldbbi kisérleti koriilményeket

tanulmanyoztuk:

- adonor-akceptor ardnyt,

- areakcioidot,

- areakcio hOmérsékletét,

- az enzim mennyiségét.
A termék aranyok mennyiségi meghatirozasa minden esetben HPLC-vel tortént.
Ahhoz, hogy a reakcié a CNP-Gs—Gj, oligomerek képzddésének kedvezzen a donort €s az
akceptort 10 : 1 ardnyban kellett alkalmazni. Igy a tovabbi vizsgdlatokhoz 5 mM CNP-G; —et
€s 50 mM G-1-P-t hasznaltunk. Alacsonyabb G-1-P koncentracidk (25 mM, 10 mM) esetében
a reakcid a bontas irdnyéaba is elindult.

A reakci6 termékeloszldsat vizsgaltuk kiilonbozé hdmérsékleteken (37, 15 és 10 °C).

37 °C-on olyan mértékii reakciosebesség novelést sikeriilt elérni, hogy hisznal nagyobb
tagszamu termékek is képzddtek. Mivel a Bacillus licheniformis a-amildz vizsgalatdhoz 9-10
tagszdmu szubsztritra volt sziikség, az ennél nagyobb termékek veszteséget jelentenek. Ezért
a lancroviditésnél tapasztaltaknak megfelel6en a reakcidsebességet alacsonyabb homérséklet

alkalmazasdval csokkentettiik. Kordbbi eredményeink szerint a 10 fok alatti hdmérséklet a
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foszforildz enzim oligomerizacidjat, inaktivdléddsat okozza, ezért azonos reakcidkoriilmények

mellett, de 10 fokon megismételtiik a reakcidt (4. tdblazat).

4. Tablazat

A reakci6id0 hatdsa az akceptortermékek eloszlasra 10°C-on

A
Reakcio- hosszabbitott
1do A CNP-G7 lanchosszabbitasanak termékei termékek
(perc) (%) teljes
kihozatala
(%)
Ge Gy Gs Go| G| Gu| Giz| Giz|Gu
10 3,5| 41,1 | 44,5 9,5 1.4 - - - - 55,4
45 2,5 12 46 251 10,5 3,5 1,21 05| - 86,7
82 2,1 5412971]279] 19,1 10 39, 14|04 92

Reakcidkoriilmények: 5 mM CNP-G;, 50 mM G-1-P, 25 mM Na-B-glicerofoszfit puffer (pH 7,0) 1000 U ml™' enzim

Amint lathatd, 10 perces inkubdlds utdn a CNP-G; még 41,1 %-ban van jelen a
reakcidelegyben, €s nagyobb mennyiségben csak a CNP-Gg (44,5 %) képzodik. 45 perc utan
a primernek csak 12 %-a marad meg, mig az oktamer mellett (46 %) mir szamottevd a
nanomer (25 %) és a dekamer (10,5 %) mennyisége is. A 82 perces reakci6idé mar megfeleld
eloszlast eredményez, azaz a célvegyiiletek kdzel azonos ardnyban keletkeznek. Azonban a til
hosszi reakci6idé az enzim denaturdloddsdhoz vezethet, ezért magasabb homérsékleten,15
°C-on vizsgaltuk a termékeloszlast. Az eredményeket az 5. tdblazat Osszesiti.

A tdblazatbol kitiinik, hogy 15 perces reakci6idd utin mdér igen intenziv a
lanchosszabbitas, az uralkodé termékek a CNP-Gg és CNP-Gg (47,4 % ill. 24,3 %). 30 perces
inkubdlds a 10 “C-on, 82 perc utdn kapott termékeloszlast eredményezi (1asd 4. tablazat). Ez
kivanalmainknak megfelel6, mivel a magasabb tagszamu termékek nagyobb szizalékban
képzddnek (CNP-G7: 3,9 %, CNP-Gg : 22,3 %, CNP-Gy : 26,0 %, CNP-G, : 23,8 %, CNP-
Gy @ 154 %). A reakcididé tovdbbi ndvelése mar nem elényOs, mivel tovabbi

lanchosszabbitassal a kivant termékek kihozatala csokken.
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5. Téblazat

A reakci6ido hatdsa a termék képzddésre 15 °C-on

A
Reakcio- hosszabbitott
1do A CNP-G7 lanchosszabbitasanak termékei termékek
(perc) (%) teljes
kihozatala
(%)
Ge G| Gs| Go| Gio| Gu| Giz| Giz3|Gus
15 - | 15,41 47,4 | 24,3 92| 27 1 - - 84,6
30 - 391 22,3 26| 238 154] 66| 19| - 96,09
45 - 29 12,1 183 21,5 20 13,7 7,7|3.8 97,1

Reakcidkoriilmények: 5 mM CNP-G;, 50 mM G-1-P, 25 mM Na-B-glicerofoszfét puffer (pH 7,0) 1000 U ml ™" enzim

A 11. dbra a termékaranyokat szemlélteti harom kiilonb6zé hémérsékleten (10 °C, 15
°C, 37 °C) egy 30 perces reakci6idot kovetden. Amint lathat6, a hdmérséklet novekedésével
fokozatosan n6 a termékek polimerizacidja. A 10 °C-on végbemend transzglikozilezés a CNP-
Gg glikozid képzddésének kedvez. A reakcidelegy Osszetétele 15 °C-on idedlis a
célvegyiileteink képzddéséhez. 37 °C-on a reakciétermékek 8—22 polimerizacids fok kozott
képzddnek.

A kiilonboz6 hémérsékleteken, azonos inkubdcids id6 utan kapott termékelegyek amino
kolonnén acetonitril-viz kiillonb6z6 gradienseivel késziilt HPLC kromatogramjai a 11. abran
lathatéak. A kromatogramokon jol lathaté a fent leirt termékeloszlas valtozas.

Eredményeink alapjan a preparativ méretli szintézisekhez a 15 °C-on 30 percig tartd

reakcid a legalkalmasabb.
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11. abra Termékeloszlasok kiilonbozo homérsékleten a G;-CNP és G-1-P foszforilaz b enzim

katalizalta reakcidjdban. Reakciokoriilmények: 10 pl 10 E/ml enzim, Glc-1-P 50 mM, a CNP-
G;7 5mM, 37 °C, 30 perc.
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Gazdasagi szempontbdl indokolt takarékoskodni az enzim mennyiségével. Ahogyan azt
a 6. tdblazat mutatja a 100 E/ml aktivitisi enzim 37 °C-on hasonld termékeloszlast

eredményez, mint az 1000 E/ml aktivitasi enzim 15 °C-on.

6. Tablazat

Az enzimkoncentracio és a homérséklet hatasa a termékeloszlasra

Enzim- | Homér-
aktivitas | séklet A CNP- G7lanchosszabbitasanak termékei
(E/ml) O (%)

G7 GS G9 GlO Gll G12 Gl3 G14 G15
100 37 | 45[21,8]266 | 222 | 145| 68| 24 07 02
1000 15 | 39]223| 26|238 | 154 66 2 - -

Reakcidkoriilmények: 5 mM CNP-G;, 50 mM G-1-P, 25 mM Na-f-glicerofoszfat puffer (pH 7,0), 30 perc

A transzglikozilezés akceptortermékeinek preparativ méretii elvdlasztdsa

A preparativ mennyiségben elddllitott termékek elvdlasztasa félpreparativ. HPLC
segitségével tortént, az analitikai elvdlasztdsokhoz hasznalt kromatogréfids koriilmények
mellett, de félpreparativ oszlop és nagyobb dramldsi sebesség alkalmazaséaval.

Egy tipikus félpreparativ elvdlasztast mutat a 12. dbra.
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12. abra A félpreparativ HPLC elvalasztas elucids profilja
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70-75 % hozam mellett a kividnt oligomereket a kovetkezd mennyiségekben sikeriilt
eléallitanunk és megtisztitanunk: 22 mg CNP-Gg, 20 mg CNP-Gy, 14 mg CNP-Giy és
7mg CNP—GM.

Termékek szerkezetvizsgdlata
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13. édbra Enzimes szintézissel elddllitott CNP maltooligomer-glikozid elegy HPLC
kromatogramja és MALDI-TOF MS spektruma
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A termékek azonositdsara MALDI-TOF tomegspektrometridt alkalmaztunk. A 13. dbra
a termékelegy kromatogramjit és MS spektruméat mutatja be.

A MALDI-TOF MS kiilonosen alkalmas elegyek komponenseinek azonositdsara, mivel
a kiméletes ionizdciés moédszerrel a fragmenticié elhanyagolhatd, féként molekulaionok
keletkeznek. Oligoszacharidok spektruméban féként az (M+Na)® és (M+K)" ionok jelennek
meg, amint az a spektrumon is lathaté m/z = 16 kiilonbséggel. A maltooligoszacharidok tagjai
kozotti egy gliikoz egység kiillonbség m/z = 162 Da kiilonbséget jelent. A spektrumon a CNP
aglikon fragmentacidjaval képz6dé komponensek csicsai is megjelennek. A fragmentacid
valészinlileg azért kovetkezik be, mert az UV Ilézer hullimhossza igen kozel van a
CNP-glikozid 302 nm hullimhosszndl levé elnyelési maximumdahoz.

A termékek kotéstipusdnak igazolasdra a HPLC retencids id6k analizisét alkalmaztuk. A
primernél hosszabb termékek koziil csak CNP-Gg allt rendelkezésiinkre, ezért a termékek
kotéstipusat egy — az oligoszacharid sorozatokra mar kordbban leirt, maltooligoszacharid
glikozidokra is tanulmanyozott — 6sszefiiggés alapjan azonositottuk. Az dsszefiiggés szerint, a
homoldg oligoszacharid sorozatok tagjainak izokratikus koriilmények kozott meghatdrozott
retenciés ideje (R;) vagy retenciés faktora (k’) logaritmikus Osszefiiggésben van az
oligoszacharid tagszamdval. Vagyis ha az oligoszacharid tagszdmanak fiiggvényében
abrazoljuk a retencidés ideje, vagy kapacitdsi faktora logaritmusit, egyenest kapunk.
Vizsgalataink szerint az 0Osszefiiggés diol és amino oszlopon igaz maltooligoszacharid

peracetatokra, amino oszlopon maltoligoszacharid glikozidokra (CNP, PNP).
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14. dbra CNP- Gy primerbdl glikogén foszforildz b enzim segitségével eldallitott oligomerek

HPLC retencids idejének logaritmusa a tagszam (DP) fiiggvényében

34



14. dbra a CNP-G; foszforiliz enzimmel Kkatalizdlt reakciéjaban képzodott
CNP-G3 - CNP-Gj; termékek retencids idejének logaritmusidt mutatja az oligomer
tagszamdanak fiiggvényében.

A 7 tagszdmundl rovidebb termékek kotéstipusa sziikségszeriien a(l—4), hiszen
ciklodextrinbdl eldallitott szubsztrat hasitasaval képzodtek. Mivel a hosszabb termékek IgRt
értéke ugyanarra az egyenesre esik, ez valdsziniisiti, hogy a képzddott termékek is a(1—4)
kotéstiek.

Gliikoamildzzal (GA) végzett hidrolizis teszttel igazoltuk az a(1—4) glikozidos kotések
jelenlétét. A glilkoamildz vagy amiloglikoziddz a(1—4) glikozidos kotéseket hasitd exo-
enzim. Igy a nem redukdlé végrél glikkézegységek felszabaditasat katalizdlja. A
lanchosszabbitdssal képzddott CNP-maltooligomereket gliikoamildz enzimmel bontottuk
pH 4,85, Na-B-glicerofoszfat pufferben 37 °C-on. A hidrolizis termékek azonositasa VRK-val
tortént aceton : viz = 88 : 12 oldészerelegyben. A hidrolizis eredményeként kizardlag gliikdzt
és CNP-G;-t tudtunk detektdlni. Ez egyértelmiien bizonyitja, hogy a hosszabb termékek a

donor és akceptor kozotti a(1—4) glikozidos kotések kialakuldsaval képzddtek.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az enzim 4ltal katalizalt reakci6 hatékonysidga a
kovetkezd kisérleti koriilményektdl fiigg:

- olyan enzim preparatum sziikséges, amely kelléen nagy foszforolitikus aktivitdssal
rendelkezik, de hidrolitikus aktivitasa nincs

- fontos a megfelel6 reakciokoriilmények vélasztasa, hogy a kivant oligoszacharidok
képzddjenek

- meg kell oldani a reakciétermékek elvalasztasat €s analizisét, valamint

- areakcidtermékek preparativ méretben torténd izolalasat

Az els6 kovetelménynek megfelelt a Debreceni Egyetem Orvosi Vegytani Intézetében a
nyul vdzizombdl kivont enzim, hiszen szervetlen foszfat nélkiil kotéshasitds nem tortént.

A reakcidkoriilmények optimalizdldsdval a kivant célvegyiiletek (CNP-Gy_,;, CNP-
Gs_,12) j6 hozammal képzddtek. A donor—akceptor ardny szignifikdnsan befolydsolta a
lebontds«»>szintézis irdnyat; a termékeloszlast a pH, a homérséklet, a reakcididod
véltoztatdsdval sikeriilt befolydsolni. A reakcié kovetésére, valamint a termékeloszlas
kvantitativ meghatdrozdsira hatékony HPLC technikdt dolgoztunk ki, amino oszlopon,
gradiens eldcidval, acetonitril/viz oldészerelegyek alkalmazésdval.

Az 1j, kemoenzimatikus szintézist preparativ méretlivé alakitottuk, és megoldottuk a

termékek preparativ méretben torténd elvdlasztisat. A rovidebb oligomerek (DP 3—7)
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elvalasztasara sikerrel alkalmaztuk a méret kizarasi kromatografiat (SEC), mig a hosszabb
oligomereket félpreparativ HPLC-vel kiilonitettiik el.

Az oligoszacharidok szerkezetét kromatografids viselkedésiik alapjan, valamint
hidrolizisteszttel ~bizonyitottuk. Molekulatomegiik meghatdrozisa MALDI-TOF MS
analizissel tortént.

Eredményeink igazoltdk, hogy a CNP-G; a glikogén foszforildz kitlind szubsztritja, és a
foszforolizis koriilmények alkalmas megvalasztisaval kisebb tagszdmi (DP 3—6)
oligomerekké hasithat6 75 %-os hozammal.

Transzglikozilezésekhez G-1-P-t hasznéltunk donorként. A reakcidkoriillmények
optimalizalasdval a transzglikozilezés csaknem 90 %-os hozammal a 8—12 tagszamu
oligomerek regio-és sztereospecifikus képzddéséhez vezetett. A homol6g oligomerek idedlis
szubsztratoknak bizonyultak a kiilonboz0 eredetli vad tipusi és mutdns amildzok
kotéhelyeinek vizsgalatihoz.

Bar a kiilonféle foszforilizok hasznélata oligoszacharidok szintézisére ismert az
irodalomban, azonban a CNP  [(-maltooligoszacharidok  foszforolizissel — és
transzglikozilezéssel torténd, preparativ méretli, kemoenzimatikus eldallitdsa a nyudl vdzizom
foszforilaz b altal katalizélt reakciokban novumnak tekinthetd. Nagyobb tagszamu oligomerek
esetében a kromofdr csoport bevitele kémiai moddszerekkel igen nehézkes vagy nem
megvaldsithatd. Ez is aldhdzza az enzimatikus transzglikozilezések szerepét a hosszu lancd,
kromoforos maltooligoszacharidok szintézisében. Ilyen szubsztratok birtokdban lehetdség
adddik olyan amildz enzimek vizsgélatdra is, melyeknek a szubsztratkotd helye hosszabb,

mint a human amilazoké.
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3.2. Bontasi képek, alhely térképek

Az o-amildzok alhely térképeit ezideig kizarélag a DP 3-7 maltooligoszacharidok
bontasi képébdl josoltdk meg, ami nem adott lehetdsdget a hosszabb kotdarokkal rendelkezd
amildzok vizsgilatira. Ezt a hidnyt pétolja az 4ltalunk szintetizalt 2-klér-4-nitrofenil-
B maltooligomer sorozat (DP 3-12). A hidroliziseket a vizsgdlt enzim pH és homérséklet
optimumén hajtottuk végre. A reakciétermékek mennyiségi meghatdrozdsa a hidrolizis korai
stddiumdban tortént, a szubsztrdt 10 %-ndl alacsonyabb konverzidjandl, hogy elkeriiljiik a
szubsztrat masodlagos hasitdsat. Az UV aktiv hidrolizis termékek analizise, azonositdsa és
mennyiségi meghatarozdsa HPLC technikaval tortént aminopropil-szilika (APS) kolonndn,
diddasoros detektorral, 302 nm-nél. A kotések hasitasanak gyakorisagit, a keletkez6 termékek
szazalékos eloszlasat legalabb 6t mérés atlagabol nyertiik.

Ebben a fejezetben bemutatom a HSA-nak és Y151M mutidnsanak, valamint a BLA,
BSMA alhely térképeit.

3.2.1. Szerkezet-funkcié Osszefiiggés a human nyal o-amilazban (HSA):

A tirozin szerepe [45, 148-151]

Az o-amildz a humdn nyél legnagyobb mennyiségben el6forduld enzime. Az alhelyek
szdmadra vonatkozé irodalmi adatok az alkalmazott mddszertdl fiiggden eltéréek. A kinetikai
mérések [97] és a heptamer szubsztratndl révidebb oligoszacharidok bontasi képe alapjin [98]
az 5 alhely modellt javasoljdk, mig a rontgenkrisztallografids analizisek 7 alhelyet
feltételeznek a HSA aktiv centrumdban [99]. A most bemutatott alhely térkép a CNP
maltooligomerek (DP 3-10) bontdsi képe, és az egyes glikozidos kotések hasitasanak
gyakorisdga alapjan késziilt. Eredményeink megerdsitik, hogy a HSA kotorégidja hosszabb,
mint 5 alhely és legalabb 7, 4 glikon és 3 aglikon kétOhelybdl 4ll [45, 148,149].

Az a-amildzok az a-(1-4) glikozidos kotések hidrolizis€hez 3 katalitikus aminosavat
(Glu233, Asp300 és Aspl97) haszndlnak, melyek a (-1) és (+1) alhelyet veszik koriil. A
legtobb a-amildzban, fiiggetleniil az eredettdl, ezen két alhely létesiti a legnagyobb szamu
kolcsonhatast a kotott szubsztrattal. Azonban a szubsztrat kotodése a két alhelyen 6nmagédban
nem elegendd a hidrolizishez, amit a maltéz elhanyagolhaté bontdsa is igazol. Igy tovabbi

alhely affinitdsok sziikségesek a produktiv kotdmodok létrehozasdhoz. Az a-amildzok
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esetében a szubsztratk6td drok mentén szdmos aromds aminosav helyezkedik el; mint pl. a
TrpS8, a TrpS9, a Tyrl51, a Tyr62, melyek hidroféb (stacking or ring to ring) kdlcsonhatast
létesitenek egymadssal és a kotott glitkéz molekuldval [150-151]. A HSA alhely szerkezetét a

15. dbra mutatja.
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15. dbra: A HSA alhely szerkezete. @ :H hid kotésekben résztvevd viz molekuldk

A Tyrl51 funkicjdanak vizsgdlata alhelytérképezéssel [45, 148-149]

Az emlds amilazok (HPA, HSA) aktiv centrumét harom aromds aminosav, a Trp59,
Tyr62 és a Tyr151 veszi koriil, melyek kolcsonhatést 1étesitenek egymdssal €s a kotott gliikkdz
molekuldval. Feltételezték, hogy a Tyr151, amely a (+2) alhelyen helyezkedik el, befolyédsolja
a tdvozo csoport méretét. Ezért egy baculovirus expresszids rendszer segitségével 1étrehoztak
az Y151M muténst, melyben a tirozint a 151-es pozicidban metioninra cserélték [98]. Az
Y151M specifikus aktivitdsa, Ky,-je, a hidrolizis sebessége, a termékek eloszldsa teljesen
megvaltozott a vad tipusi amildzhoz viszonyitva keményitd és oligoszacharid szubsztraton. A

hidrolizis paramétereit a 7. tdbldzat mutatja.
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7. Tablazat

A hidrolizis paraméterei, kinetikai dllandok

Keményitén mért (CNP-Gy) heptamer glikozidon mért
Enzim specifikus aktivitas ke 51 Ky, (mM) | KeadKoy (s TmMT)
(E/mg fehérje)
HSA 66212 81 0.24 336
YI51IM 17564 14 0.50 29

Jol lathat6, hogy a muticié lényegesen csokkentette az amildz specifikus aktivitasat
keményitd szubsztraton, és a heptamer oligoszacharidon is. Tovdbb4d a mutidns enzimben
tapasztalt K, névekedése arra utal, hogy megvaltozik a szubsztrat bekotddés erdssége, ami az
aromds gylrik kozotti kolesonhatdsok csokkenésének vagy hidnydnak tulajdonithaté a (+2)
alhelyen. A k., csokkenése az Y151M-ben az dtmeneti dllapot destabilizdldsanak kdszonheto.

Meghatéroztuk a hidrolizis termékeit mind a vad tipusd, mind a mutdlt enzim katalizélta

reakcidk esetében CNP-maltooligomer szubsztratokon.

A vad tipusd és az Y151M mutins amildz termékanalizisének Osszehasonlitisa azt
mutatta, hogy a mutdns enzimben a maltéz, mint minimdlis tidvozd csoport gliikozra

cserélodott. A HSA és az Y151M katalizalta hidrolizis termékek HPLC profiljat mutatja a

16.abra a CNP-Gg szubsztrat esetében.
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16. abra A CNP-Gg HSA és Y151M katalizalta hidrolizisének termékanalizise

A monomer glikozid (CNP-G) lett a hidrolizis dominédns terméke a rovid szubsztratok
esetében (CNP-G3, CNP-G4, CNP-Gs) 77 %, 76 % és 34 %-kal, de szignifikdnsan megjelent a
hosszabb (CNP-G¢—CNP-G/) oligomerek hidrolizisekor is. A monomer glikozid (CNP-Gy),
mint termék azonban nem keletkezett a vad tipusi nydl amildz altal katalizalt reakciéban [45].

Ezen eredmények a metionin jelenlétével magyarazhatok, ami nem mutat
kedvezményezett affinitast a gliikk6zhoz a (+2) kotohelyen.

A termékanalizisbél és az egyes glikozidos kotések hasitasanak gyakorisagabol

létrehoztuk az alhely térképeket (17.4bra).
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17. abra A vad tipusd amildz és az Y151M mutans alhely térképe

Meglepetésiinkre a szamitott kotési energia a HSA (+2) alhelyén feltiinden kedvezd
kolesonhatdst mutatott a glitkézzal (-12 kJ/mol), a tobbi alhely energia értékéhez viszonyitva.
A mutdnsban az 0sszes kotOhely gyengébb affinitdst mutat a gliikdz irdnt a vad tipusd HSA
kotohelyeihez képest. Ez az energia csoOkkenés Osszhangban van az alhelyek
kooperativitdsdval. A legfeltin6bb csokkenés azonban a szamitott kotési energidkban a (+2)
alhelyen jelentkezett (-2,6 kJ/mdl a -12,0 kJ/mél helyett), ahol a muticié tortént. Ez a
szignifikans redukcié a Met oldallanc jelenlétével magyarazhat6, amely feltehetden egy olyan
konforméciot vesz fel, ami részben elfoglalja a gliik6z kotddési helyét.

Eredményeink j6 0sszhangban vannak a HSA haromdimenzids szerkezetével [99-100].
A rontgen-krisztallografids adatok bemutatjdk a (+2) kotohely koriili kdlesonhatdsokat, ahol a
Tyrl51 stacking kolcsonhatast 1étesit a gliikéz gytrijével és viz molekuldn keresztiil
hidrogén-hid kotéssel stabilizdlja a (+2) helyen kotott glitkkozt. Ilyen kapcsolatok nem
alakulnak ki a Met jelenlétében. Tovabba a gliikkéz hidrogén hid kotésekkel kapcsolddik a

Lys200 és a Glu240 oldallancokkal, melyek a mutdns enzimben is jelen vannak (18. dbra).
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Glu240 Glu240

18. dbra: A HSA aktiv centrumdnak sztereodiagramja.

Ezen alapos elemzés utdn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Tyr151 kulcsszerepet
jatszik az oligoszacharidok hidrolizisében nemcsak azaltal, hogy hatdssal van a szubsztratok
alap allapotu kotddésére, de befolydsolhatja az atmeneti allapot affinitdsat is. Az alhely

térképek novumnak szamitottak az irodalomban.

3.2.2. A Bacillus licheniformis héstabil a-amilaza (BLA) [41, 101]

A BLA ipari felhaszndldsa

A mikroorganizmusok széles kore termel és vdlaszt ki extracelluldrisan olyan
amildzokat, amelyek kiilonboz6 specifitdssal és érdekes sajatsdgokkal rendelkeznek. A Gram-
pozitiv baktériumok és fleg a Bacillus csalad tagjai termékeny amildz forrdsok [102].

A Bacillus licheniformis hostabil a-amildza (BLA) egyike az iparban legelterjedtebben
alkalmazott keményitébonté enzimeknek. Bér a baktérium maga mezofil, hdstabil a-amilazt is
termel. A keményit0 ipari méretli hidroliziséhez hostabil enzimek hasznalata kulcsfontossagu,
mivel ez a poliszacharid csak 100 °C koriili homérsékleten oldddik. Az enzimeket felhasznal6
ipardgak koziil a mosdszer €s a keményitd ipar a legnagyobb volumentl, ez a kett adja az
ipari enzimfelhasznalds kétharmad részét. Ezen kiviil a BLA-t felhaszndlja az alkohol-, cukor-
és soripar [103] éppugy, mint a textilipar, a siitéipar, gyogyszeripar, valamint alkalmazzdk
mosoészerek eldallitisdhoz és a szennyvizkezelésben is. A BLA allergids reakciét valthat ki

pékeknél [104] és mosdszergyari munkdsoknal [105].
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A BILA szerkezete

A BLA szerkezetvizsgilatinak célja a szerkezet/funkcid Osszefiiggések keresése, a
termostabilitds okanak felderitése, ismeretek szerzése iparban felhaszndlhat6 enzimek
tervezéséhez, és az allergidt okozé régidk felderitése. Rontgendiffrakcids felvételek
Ca’" ionok nélkiili apoenzimmel [106] és Ca’" iont tartalmazé holoenzimmel késziiltek [107].
Megéllapitottdk, hogy bar a BLA szerkezetében az amildzok daltaldnos szerkezeti elemei
fellelhetéek, néhany jellegzetes eltérést is mutat, ami a hdstabilitdssal is Osszefiiggésbe
hozhaté. Az enzim 496 aminosavat és 237 viz molekulat tartalmaz, megtaldlhat6 benne a
jellegzetes kozponti A domén és a C termindlis gordg kulcs motivum (C domén). A B
domén, ami a katalitikus helyet is magédba foglalja, 100 aminosavbdl all és bonyolult
masodlagos szerkezettel rendelkezik. A katalitikus hely aminosavai azonban a BLA-ban is két
Asp és egy Glu. A CI kotdhely a katalitikus hely kozelében taldlhatd, az Arg229, az Asn326
és viz molekuldk koordindlédnak hozzi. A PPA-ban jelen levé Arg337 itt nem vesz részt a
kotésben, helyette viz molekula taldlhat6. A kevésbé hdstabil Bacillus amyloliquefaciens
a-amildz (BAA) szerkezetéhez képest néggyel tobb ionos kolcsonhatds talalhaté benne.
Szintén noveli a stabilitdst az 1. régiéban levé hurok a B domén felszinén, ami két
aminosavval rovidebb, mint a BAA-ban taldlhatd, igy kevésbé mozgékony.

A legjelentdsebb eltérés, amit mas amildzndl eddig nem irtak le a Ca®* — Na*— Ca®*
szerkezetli tridd a szokdsos Ca”* kétShelyen, valamint egy tovdbbi Ca® ion az A és C domén
kozott. A Na*ion aktivalé hatdsa régéta ismert, de kotédését az enzimhez nem figyelték meg
korabban. Ez a stabilizal6 hatds csak mérsékelt, az ion kotohely flexibilitdsa elég nagy ahhoz,
hogy a Na* ion konnyen kidiffunddljon a k6té zsebbSl. Ca** ionok tavollétében az amildzok
inaktivak. Az enzim inaktiv formdja gyakran rendezetlen régidkat tartalmaz, amelyek
kofaktorok (pl. Ca®™) hatdsara vdlnak rendezetté. Ez sok, szekrécids enzim esetén igy van,
talan azért, hogy a sejten beliili nem kivanatos aktivitas elkeriilhetd legyen.

Kisérletek torténtek a hdstabilitasért felelds génszakaszok felderitésére is. Ismert, hogy a
BAA termostabilitidsa szazadrésze a BLA termostabilitisanak. Ezért e két faj génjeinek adott
szakaszait cserélték ki egymadssal, és vizsgiltdk a képz6dd enzim termostabilitdsat [108].
Ilyen kiméra gének eldallitdsdval sikeriilt a vad tipusundl stabilabb enzimet létrehozni. Ebben
egy negyedik Ca®™ koté hely taldlhaté a C doménben, ahol két B-redd kozott hidat alkot.
Akarb6éz  komplexében dekaszacharidot figyeltek meg, ami csak kétlépéses

transzglikozilezéssel képzelhetd el [25]. Szerkezeti mutagenezissel is sikeriilt nagyobb
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hostabilitdsi enzimet eldéllitani, ez Asp190 helyett fenilalanint tartalmazott és stabilitdsa
hatszorosara nott [109].

A BLA szerkezetére és hdstabilitdsdra vonatkoz6 mélyrehatd tanulmédnyok [109-110], és
az irreverzibilis hdinaktivdloddssal kapcsolatos [111-113] szdmos irodalmi adat ellenére

kevéssé ismertek az enzim biokémiai tulajdonsagai.

Bacillus licheniformis a-amilaz szubsztratkoto helyének vizsgalata

A BLA rontgendiffrakcids felvételét eddig csak szubsztrat é€s/vagy inhibitor nélkiil
kozolték [106-107], igy a szubsztratkotdé helyrdl csak analdgidk alapjan vonhatunk le
kovetkeztetéseket. Bontdsi képét radioaktiv jelzett 1-10 tagszdmu maltooligoszacharidokkal,
papirkromatografids modszerrel vizsgédltdk [37,38]. A moddszer korldtai miatt pontos
termékardnyokat nem kozoltek. Ujabb eredmények szerint a BLA Kkatalizdlta keményité
hidrolizis termékeloszldsa fiigg a hdmérséklettdl [114] és az inkubdcids kdzeghez adott etanol
is megvéltoztatja a termékek ardnyét [115]. Mivel az alhelyek szdmarol és természetérdl nem
voltak adatok, ezeket az eredményeket nem tudtdk értelmezni. Ezért tanulményoztuk a BLA

bontasi képét CNP-glikozidokon (DP 4-10).
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A BLA bontdsi képe

S 4 3 2 -1 +1 +2 43 % DP
V2 Ve V2 O VaY a\UaNUN
G— G—G—{G—V 37
G— G—G—G—V 35 4
G—|G— G—G—V 28
G— G— G— G— G—V 18
G— G— G—G—G—V 34 5
G— G—|G—G—G—V 48
G— G— G—G— G— G—V 68
G— G— G— G— G— G—V 7 6
G— G— G— G— G—G—V 25
G— G— G— G— G— G- G—V 5
G— G— G— G— G- G—G—V 84 7
G— G— G— G- G— G—G—V 11
G— G— G— G— G— G— G-+ G—V 1
G— G— G— G— G— G— G— G—V 9 8
G— G— G— G— G— G— G— G—V 88
G— G— G— G- G— G—G—G—V 2
G—G—G—G—G—G—G— G+ G—V 3
G— G— G— G— G— G— G-+ G— G—V 10
G—G—G—G—G—G{G—G—G—V 83 9
G— G— G—G— G— G— G— G— G—V 4
G—G—G— G— G— G— G— G- G— G—V 6
G—G—G—G—G—G—G1G—G—G—V 83 10
G— G— G— G— G— G-+ G— G— G—G—V 6
G—G—G—G—G—+G6G—G—G—G—G—V 5

N O VA VANV VA VAV U4
S 04 3 -2 -1 +1 42 43

19. dbra Produktiv komplexek és hasitdsi frekvencidk a CNP-glikozidok BLA katalizélta
hidrolizisében. 50 °C-on G: gliik6z egység, V : 2-klér-4-nitrofenil csoport, —: glikozidos

kotés
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A bontési kép szerint a BLA egy kiilonos ,kettds termék specifitds”-t mutat. Rovidebb
szubsztratok (DP 6-8) esetében a nem-redukéld vég feloli maltopentadz (Gs) felszabaditdsa a
kedvezményezett, mig a hosszabb szubsztratok (DP 8-10) hidrolizise a trimer glikozid (Gs-
CNP) dominédns felszabaditisdhoz vezetett. Ezek az eredmények megegyeznek azzal a
kvalitativ képpel, amit a papirkromatografias vizsgalat mutatott [38]. A bontasi képek alapjan
feltételezett produktiv komplexeket a 19. dbra mutatja be.

Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a BLA szubsztratk6td helye legaldbb
nyolc, 6t glikon (-5, -4, -3, -2, -1) és harom aglikon (+1, +2, +3) alhellyel rendelkezik.

Ellentétben a korabbi vizsgélatokkal, a BLA a pentamer, sot a tetramer szubsztritot is
hidrolizélja, bar a reakcié sebessége lényegesen kisebb. A Gs-CNP 6 hidrolizis terméke Gs-
CNP, de G,-CNP és G;-CNP is jelentds mennyiségben keletkezik. Lathatd, hogy ha a
szubsztrat hosszisaga lehetdvé teszi mind a 8 kothely betoltését, akkor a redukald vég feloli
trimer hasitdsa a legvaldszinlibb. Nyolcndl rovidebb szubsztratok bontdsakor a f6 hidrolizis
termék a nem-redukdlé vég felol a maltopentadz, kivéve a Gs-CNP szubsztratot, ami a
kromofor B-glikozidos kotése miatt nem képezhet olyan produktiv komplexet, amelyben mind
az 5 glikon kotéhely be van toltve, és a G4-CNP szubsztrat sem tudja betdlteni mind az 6t
alhelyet.

Ha az enzim és a szubsztrat tobb olyan kotémdédot tud létrehozni, amiben mind a 8
kotohely gliikkdz egységgel betoltott, mindig a G3;-CNP felszabadulds a dominéns, s6t a
kotéshasitas gyakorisaga is alland6 (83 %). Ez a jelenség felveti valamilyen energetikai, vagy

sztérikus git jelenlétének lehetdségét a (+3) kotohely kornyezetében.

A BLA alhelytérképe

A szamitott energidk igazoljak feltételezésiinket, miszerint a BLA 8 alhelybdl 4all6
kotohellyel rendelkezik. A kisérleti hibdk miatt az alhely energidkat + 0,6 kJ/mdl
pontossdggal tudjuk meghatdrozni, ezért az ennél kisebb értékek nulldnak tekinthetdk, vagyis
nem valddi az ilyen energidval rendelkez6 kotohely.

A BLA és BAA kozeli rokonsdgidt mutatja a kotési energidk hasonldsdga. A
legszembetlinObb a (+4) alhely esetén mért pozitiv kitési energia, ami a gliikoz egység és az
alhely kedvezdtlen kolcsOnhatdsiat mutatja. Ezt az alhelyet gét alhelynek (barrier subsite)
nevezik. Ez az energia git az oka, hogy a kotShelynél hosszabb (n>8 BLA és n>9 BAA)

szubsztratok esetén a f6 termék Gj a redukalé vég feldl mindkét enzim esetében. A -4 alhely
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energidja mindkét esetben kisebb, mint a tobbi alhelyé. A BLA maltopentadz, a BAA pedig
maltohexadz termeld enzim, mivel a keményité hidrolizisekor foként ezek az
oligoszacharidok keletkeznek. A glikon kot6hely ezzel 6sszhangban 5 alhelybdl all a BLA és
6 alhelybdl a BAA esetében.

Gat alhely hidnydban a hosszi szubsztratokon mért kotéshasitds gyakorisdg egyre
jobban kiegyenlitddik (1d. HSA). Az alhely térkép grafikus képét a 20. dbra mutatja, amelyen

jol lathato a két enzim szubsztratkotd helyének nagyfokd hasonldsaga.
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20. abra: A szubsztratkoto helyek affinitdsa a BLA és BAA [116] enzimekben.

Az egyes alhelyek latszolagos kotési energia értékei nyolc alhely kedvezd affinitdsat
mutatjdk. A (-6) alhely elhanyagolhatdan alacsony energidja, valamint a (+4) alhely (barrier
subsite) igen kedvez6tlen kolcsonhatdsa kizdrja djabb alhelyek jelenlétét. Az alhelyek energia
értékeinek, az alhelyek szdmanak megallapitdsa a SUMA programmal tortént.

Osszefoglalva: elséként irtuk le az irodalomban a Bacillus licheniformis hostabil a-
amildzdnak alhely térképét [41]. A BLA enzim aktiv centruma 9 alhelybdl épiil fel, 5 glikon
koté és 3 aglikon kotOhelybdl, és tartalmaz egy gat alhelyet. A legjobb szubsztritja a

maltooktadz, amely a nyolc kotShelyet betolti, de a git alhelyet mar nem.
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A BLA alhelytérképezésében, amely a szubsztritok 50 °C-on katalizdlt hidrolizisének
termékanalizisébdl késziilt doktoranduszként vettem részt és eredményeinkbdl kdzlemény is
sziiletett.[41]. Szeretném azonban kiemelni, hogy ezen adatokat Dr.Gyémadnt Gydngyi ,,A
nagyhatékonysdgu-folyadékkromatografia alkalmazdsa szénhidritkémiai és szénhidrat-

biokémiai kutatasokban” cimii PhD értekezésében bemutatta.

A homérséklet hatdsa a termék- és energiaeloszldsra a BLA katalizdlta hidrolizisben

A BLA kiemelked6 héstabilitdsa miatt (80— 100 °C) igen elterjedten alkalmazott enzim
a kiilonboz6 ipardgakban, ezért indokoltnak tiint az oligoszacharidok magasabb
hémérsékleten lezajlo hidrolizisének tanulmdnyozdsdra is. A tovdbbiakban azt vizsgaltuk,
hogy befolyésolja-e a magas homérséklet a termofil enzim alhely térképét. Méréseinket 80 °C
és 100 °C-on hajtottuk végre a 2-klor-4-nitro-fenil--maltooligoszacharidokon, mint modell
szubsztratokon és eredményeinket Osszevetettik az 50 °C-on tapasztaltakkal. A 21. dbra a

termékeloszlasokat, a 22. abra az alhely térképeket szemlélteti 50, 80, és 100 °C-on.
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21. abra: Termékeloszlasok 50, 80, 100 °C-on a BLA katalizalta hidrolizisben.
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Megillapithatd, hogy a 80 °C-on torténd hidrolizis nem véltoztatja meg a
termékeloszlast szignifikdnsan. Tovédbbra is a maltopentadz a hidrolizis f6 terméke a révidebb
szubsztratok (DP 6-8) esetében, mig a hosszabb szubsztratok (DP 8-10) hidrolizise a trimer
glikozid  (CNP-G3) domindns felszabaditdsat eredményezi. Figyelemremélté az oktamer
glikozid termékeloszlasidnak tokéletes egyezése 50 és 80 °C-on. A rovidebb szubsztratok (DP
4-7) esetében a monomer glikozid (CNP-G,) felszabaditdsa kifejezettebb 80 °C-on, ahogyan
ez a 21.. éabran leolvashat6. Ez arra utal, hogy a 2-klor-4-nitro-fenil csoport
kedvezményezetten tolti be a (+2) alhelyet, mig a hosszabb szubsztratok esetében (DP 8-10)
kihizédik a koétohelyrol.

Az egyes kotohelyek megnovekedett latszolagos energia értékei arra utalnak, hogy 80
°C-on megnd az alhelyek és szubsztrat monomer egységei kozotti kolcsonhatés.

Feltételeztiik, hogy a 80 °C-on mért és szamolt adatok hiiebben fejezik ki ezen termofil enzim
szubsztratkotd helyének tulajdonsagait.

A BLA 100 °C-on is aktiv enzim. Azonban a termékek eloszlasdban egy szabélyos
eltol6dds mutatkozik (21. dbra) ami az aktiv hely szerkezetének 1ényeges megvaltozasdra utal.
100 °C-on torténd hidrolizis sordn CNP-G, sohasem képzddik, a (+2) kotéhely nem alkalmas
CNP molekula befogadidsira, kedvezményezett a dimer €s a trimer glikozid hasitdsa. A
rovidebb oligomerek olyan produktiv kotdmddot 1étesitenek az enzim aktiv centrumaéval,
melyben a CNP-G; a tdvoz6 csoport (CNP-G4-b6l 79 %, CNP-Gs-bol 50 %, CNP-Gg-bol 59
% és CNP-G7-bol 62 %); mig a hosszabb oligomerekbdl a CNP-G; képzddik elsddlegesen
(62 % a CNP-Gg-bdl, 68 % a CNP-Go-bdl és 64 % a CNP-G(-bol).

Az egyes alhelyek energia értékének csokkenése (22. abra) arra utal, hogy gyengiil a
gliikéz molekuldk és az alhelyek affinitidsa 100 °C-on. Kivétel a (+2) kotohely, melynek nagy
energia értéke (-17,5 kJ/mol) a CNP-G; jelent0s képzddésének tulajdonithatd.

50



10

T (0
050
30
100

-10 1

Latszolagos kotési energia (kJ/mol)
n

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

22. abra:A BLA alhelytérképe kiilonbdzd homérsékleteken.

Osszegzésként: A 80 és 100 °C-on végrehajtott BLA katalizélta hidrolizisek egyértelmiien
meger6sitik kordbbi eredményeinket, mely szerint a BLA szubsztrat kotéhely 5 glikon és 3
aglikon kotohelybdl épiil fel és nincsenek tovabbi kotéhelyek az aktiv centrum arkaban.

80 és 100 °C-on a gatalhelynek jelentdsen csokken az energidja. Az ipari koriilmények kozott

100 °C-on hasznaljak a BLA-t a keményit6 hidrolizisére.
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3.2.3. BSMA - a Bacillus stearothermophilus ,;maltogenic” a-amilaza

Egy hdéstabil maltogén amildzt kédold gént Bacillus stearothermophilus-bol klonoztak
és expresszaltak Park és mtsai [10].

A Bacillus stearothermophilus-bdl izolalt maltézt képz0 o-amildz (BSMA) vagy
Novamyl kiilonleges tulajdonsdgokkal rendelkezik. A keményit6 BSMA katalizélta
prolongalt hidrolizise malt6zt eredményez fotermékként. Ezt igy magyaraztik, hogy a BSMA
hasonléan a B-amildzhoz €s gliikkoamildzhoz egy exo-enzim, €s nem-redukdld lancvéget
igényel a hasitashoz. Eltéréen a B-amildzt6l, a képzodott maltéz a-konfiguraciéji, azaz a
BSMA az anomer konfiguricié netté megtartasdval hidrolizal6 enzim. Bar malt6z a hidrolizis
végso terméke, de a BSMA szamos tulajdonsiga arra utal, hogy nem igényel lancvégeket a
glikozidos kotés hasitasdhoz. Igy pl. igen aktiv ciklodextrineken és terminalisan médositott
szubsztrdtokon is. Tovadbbd, az amil6z hidrolizisekor a polimerizdcié fokdnak drdmai

csokkenése figyelhetd meg, ami szintén endo tipusu hasitdsra utal.

A BSMA bontdsi képe és alhely térképe

Részletesen tanulmanyoztuk a hidrolizis termékeit 2-klér-4-nitrofenil-3-
maltooligoszacharid szubsztritokon (DP 3-7). A termékanalizis azt mutatja, hogy a BSMA
katalizdlja a modositott linedris oligoszacharidok hidrolizisét. A rovidebb (DP 3-4)
szubsztratok hidrolizise a malt6z nem-redukald végekrol torténd felszabaditiasit eredményezi.
A hosszabb (DP 4-7) szubsztratok hidrolizise a dimer glikozid hasitisdnak kedvez, de
szignifikans a trimer és monomer glikozidok képzodése is.

Az egyes glikozidos kotések hasitdsdnak gyakorisdgdbol kotési energidkat szamoltunk,

majd megszerkesztettiik az alhely térképet. A 23. dbra a BSMA alhely térképét dbrazolja.
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23. abra: A BSMA alhely térképe.

Nem meglepd, hogy a (-2) és (+2) alhelyek feltinden j6 kolcsonhatast 1étesitenek a
szubsztrdit monomer egységeivel, mas alhelyekhez képest. Ezen kedvezd kolcsonhatés
eredményezi egyrészt a szubsztratok redukald vége feldl torténd dimer glikozidok, masrészt a
nem-redukdlé végekrdl torténd maltéz dominans felszabadulasat. A legnagyobb affinitas
(-12,0 kJ/mdl) a (-2) alhelynél tapasztalhat6, amely jé Osszhangban van a BSMA
haromdimenziés modelljével. Ezen alhelyen a gliik6zt H-kotések stabilizaljak 6 aminosav
oldalldnccal.

Erdemes megemliteni, hogy a (+4) alhely, mely jelentés pozitiv energidval
(+4,8 kJ/mol) rendelkezik, egy ,,gathely” lehet, melynek eredményeképpen trimer glikozidnal
hosszabb oligomerek nem jelennek meg a hidrolizdtumban.

Ezen eredményeink is megerdsitik, hogy a katalizis endo tdmadés, és nincs sziikség
polimer lancvégekre a hidrolizishez, 0sszhangban a haromdimenzids szerkezettel [117]. A
BSMA aktiv helye egy meredek fald nyitott drok az enzim felszinén, hasonléan az a-amildzok
aktiv helyéhez, s igy nem jelent szerkezeti gitat egy kezdeti endo tdmadashoz. Ebben a
vonatkozdsban a BSMA teljesen kiilonbozik az exo amilolitikus enzimektdl, melynek aktiv
helyei egy zsebben helyezkednek el az enzim felszinén, és igy csak a poliszacharid nem-

redukalé lancvégeinek bekotddését teszik lehetové. [118] (PL.: a glikozid hidrolazok 14.
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csalddjaba tartozé P-amildz és a 15. csaldd gliikoamildz tagja.) Bar maltéz a hasitds
féterméke, de a tobbszords tdmadds (,,multiple attack”) mechanizmusa, melynek sordn az
enzim szamos kotés hidrolizisét katalizdlja, miel6tt a termék ledisszocidl az enzimrdl, nem
zérhato ki teljesen.

A rontgenkrisztallografias eredmények arra is ramutatnak, hogy a BSMA a CGT-
dzokhoz hasonléan 5 doménbdl &ll, eltéréen a hagyomdnyos oa-amildzoktdl, a glikozid
hidrolazok 13. csaladjatél. A BSMA maltézzal és az inhibitor akarbézzal képzett komplexét is
tanulmanyoztdk [117]. A [maltéz-E] komplexben két molekula maltéz taldlhaté az aktiv
centrum (-1), (-2) és a (+2) (+3) alhelyein, és még kettd a C és E doménen. A C doménen
talalhaté maltéz azonos poziciéju az egyik kordbban [119] megfigyelt Bacillus circulans
CGT-4z szerkezettel; ami arra utal, hogy a C domén valéban szerepet jatszik a cukor
kotésében. Az akarbdz-eredetli hexaszacharid inhibitor azonban a (-3)-tdl a (+3)-ig terjedd
alhelyeket tolti be. Az 4tmeneti dllapotot mimikalé pszeudoszacharid a (-1) kotOhelyet

foglalja el *Hj; félszék konformaciéban.
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3.3. Enzimatikus glikozilezések [120-122]

A glikomika (glycomics) a genomikét és proteomikat kovetden az egyik legijabb tagja
az ,,omika” (omics) csaladnak. Napjainkban 6ridsi érdeklodés tapasztalhat6 a glikomika irant
a bio-gydgyszeriparban.

Az a felismerés, hogy a glikozilezés fontos szerepet jatszik a bioldgiai funkcidkban igen
jelentés fejlédést hozott azokban a bio-gyogyszergyarakban, ahol a kutatdsok a
szénhidritalapt gyogyszerfejlesztésre iranyulnak. Az analizisben és szintézisben alkalmazott
fejlett technolégidk tokéletesebb adatokat szolgéltatnak a glikdnok szerkezetérol, a
kotdspecifitasokrdl, a szénhidratokat meghatdrozé génekrdl. Ezen tilmenden folyamatosan
novekszik azon humdn betegségek felfedezése, melyek a szénhidratokkal, a szénhidrat
metabolizmus rendellenességeivel kapcsolatosak. fgy vakcinak, dj gyégyszerek kifejlesztésére
intenziv kutatdsok folynak szerte a vildgon.

A géntechnoldgia eldnyei lehetdvé teszik sokféle enzim nagy mennyiségben torténd
eldallitasat, novelve ezzel a szintézishez felhaszndlhaté enzimek szdmdt. Szdmos komoly
er6feszitéssel taldlkozhatunk az irodalomban, melyek az anomer konfiguriciét megtartd
glikozidazok transzglikozilezd képességét tanulmanyozzdk, mint egy alternativ lehetdséget,
kromogén oligoszacharidok szintézisére [123-125].

Eneyskaya és mtsai [124] a PNP B-(1-4) xilooligoszacharidok (DP 2-7) regio- és
sztereoszelektiv szintézisét valositottdk meg az Aspergillus eredetli f —D-xiloziddz enzimmel.

Usui és mtsai [125] a Streptomyces griseus maltotriéz-képz6é amildzanak vizsgéltak a
transzferdz reakcidit. Ezen megkozelitések egyik lehetséges korlatja az, hogy a
transzglikozilezés termékeit az enzim hidrolizalja. Ezt a problémat szdmos B-[126-127] és a-
aril- [128] oligoszacharid szintézise sordn glikoszintdzok és a katalitikus nukleofillel nem
rendelkez0 glikoziddz mutdnsok bevezetésével hidaltdk &t, melyek nem hidrolizdljdk a
szubsztratokat glikozil fluorid donorok jelenlétében. Az enzimes szintézisek sordn az exo-
glikozidazok transzferdz képességét hasznaljak ki, mig az endo-glikoziddzok alkalmassagat
csak ritkdn tanulmanyozzak. A glikozidaz enzimek katalizalta szintézisek novekvd szama
ellenére sem ismertek azok a szerkezeti kovetelmények, melyek lehetdvé teszik az akceptor
enzimhez kot0dését, ami lényegesen ndvelhetné az enzimes metodoldgia szintetikus

felhasznalhat6sagat.
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3.3.1. Transzferaz aktivitas ,,bevezetése’” mutacioval a HSA-ba [120-121]

A HSA enzim (+2) kotOhelyén taldlhaté tirozin 151 metioninra torténd cseréjének

leglényegesebb kovetkezményeit a 8. tablazat 6sszegzi.

8. Téblazat

A mutacié hatasa a HSA enzimre

Viltozasok Enzim
Vad HSA Y151M
Aminosav (+2) alhelyen Tyrl51 Metl51
Osszes kotoaffinitds -30 kJ/mol —13,8 kJ/mol
Kotoéenergia (+2) alhelyen —12 kJ/mol —-2,6 klJ/mol
Minimélis tdvozé csoport Maltéz Gliik6z
Kea/Km (1/smM) 336 29
Hidroléz: transzferdz 100 : 1 2:1
aktivitds
Kolesonhatdsok Sok, erds hidrogén hid | Kevés szdmu kolcsonhatés
Alhely modell 4+3 4+2

A nydl amildz Y151M mutdnsdnak alapos elemzése sordn arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az aglikon kotohelyen létrehozott szerkezeti valtozas novelheti a nydl amilaz
szintetikus aktivitasit, és a PNP-glikozidok jobb akceptorai lesznek az Y151M enzimnek,
mint a vad tipusd amildznak. A PNP, mint aglikon hasznalata azért is igen elony0s, mivel a
reakcidtermékek azonositdsat és mennyiségi meghatirozasat érzékennyé €s egyszeriivé teszi.
Vizsgdalataink arra irdnyultak, hogy tanulmanyozzuk ezen 4j mutdlt enzim alkalmazhatsagat
oligoszacharidok szintézisére.

Maltotetradz mint donor jelenlétében szamos PNP-glikozidot, mint akceptort prébaltunk
ki transzglikozilezésre, koztiik néhanyat emlitve; PNP a-Glc, PNP B-Glc, PNP 1-S- B-Glc,
PNP o-Man, PNP o-Xyl; melyek akceptor termékei j6 hozammal képzddtek. A

transzglikozilezés a donor oligoszacharid egységeinek (maltéz vagy maltotriéz) atvitelével
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tortént az akceptor glikozidra. Kisérleti koriilményeink kozott a donor donorra torténd
transzfere (self transfer) nem fordult el vagy csak minimdlisan. Ugy taldltuk, hogy a
transzglikozilezés aktivitdsianak pH optimuma nem kiilonb6zétt a hidrolizis pH optimumatdl,
igy a transzglikozilezéseket pH 6.0 pufferben hajtottuk végre.

Az aldbbi tdblazatban foglalom 6ssze a kiilonféle akceptortermékek %-os képzodését az

Y151M katalizalta glikozilezésben:

9. Téblazat
Akceptortermékek képzddése (%-ban) az Y151M reakcidban®

Akceptor glikozid termékek %-os képz()'déseb Osszes
Akceptor kihozatal
Dimer Trimer | Tetramer | Pentamer

(%)

PNP a-Glc 30 15 3,8 48,6

PNP B-Glc 29 10 1,0 40,0

PNP 1-tio-B-Glc 30 10 1,0 41,0

PNP B-Xil 15 7,0 5,0 0.8 27,8
PNP B-Man 3,0 2,0 5,0
PNP GIcNAc — — — 0,0

* Reakci6 koriilmények: 10 mM maltotetraéz és 15 mM PNP-akceptor, 25 mM Na-glicerofoszft puffer
(pH=6,0); Inkubdcid: 8 °C, 6 ora.
® HPLC-vel mért teriilet%.

A tablazat kitermelési értékei azt mutatjak, hogy a gliikozidok és a xilozid igen hatdsos
akceptorok. Ha figyelembe vessziik, hogy az Y15IM enzim az akceptorok alacsony
koncentraciéindl (15 mM) mar transzglikozilez, tovabba hogy a glikozilezés mellett a donor
és az akceptortermékek viz jelenlétében végbemend hidrolizise is allanddan folyik, a kapott
kitermelések igen jO eredménynek szdmitanak. Ez arra utal, hogy a haszndlt akceptorok
viszonylag erésen kotddnek az enzim aglikon kétOhelyéhez. A metionin jelenléte elényosnek
tlinik a nem poléris fenil csoport szamadra a (+2) kot6helyen.

Azt tapasztaltuk, hogy az a-gliikkozid akceptortermékek jobb kitermeléssel képzddtek
(48,6 %) mint a megfeleld B-gliikozid termékek (40 %). Az Y151M enzim hatékonyabban

viszi 4t a donor oligoszacharid egységet az a-gliikozid akceptor 4-OH-jdra, mint a megfeleld
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B-gliikozid 4-OH-jara. Ez feltételezi, hogy a hidroféb PNP-csoport orientdcidja az
akceptorban befolydsolja a transzglikozilezés hatékonysagat. A B-tio-glikozid hasonld
kitermelést adott, mint a megfelelé O-glikozid. Igy a glikozidos oxigén kénre torténd cseréje
lényegesen nem valtoztatja meg a kihozatalt. A B-xilozid is j6 akceptornak bizonyult, bar nem
volt olyan hatékony, mint a B-gliikozid. Ez feltehetden a 6-OH hidnyanak tulajdonithat6, ami
fontos a bekotédéshez. A P-mannozid akceptortermékek kisebb mértékli képzdodése
feltehetben a mannopiranéz axidlis OH-janak tulajdonithat6, és ez azt jelzi, hogy a
mannopiran6z kedvezdtlen kolcsonhatast 1étesit a (+1) kdtohelyen.
A PNP-N-acetil-gliik6zaminid, mint akceptor jelenlétében glikozilezett termék nem képzodik.
Ez is meger0siti az ekvatoridlis 2-OH jelenlétének fontossagat a (+1) kétohelyen.

Ezen eredmények rdmutatnak az Y151M mutins enzimmel katalizélt vizes fazisban
torténd szintézisek valtozatossdgira €s sokoldalisagira. Fontos hangsilyozni, hogy az
Y151M Kkatalizalta transzglikozilezések hig oldatban, 10 mM maltotetraéz mint donor, és

15 mM PNP-glikozid, mint akceptor jelenlétében jatszédnak le.

3.3.2. PNP-1-tio-B-glikozidok szintézise az Y151M amilaz mutins enzimmel
Oligoszacharidok preparativ mértékii szintézisére a PNP 1-S-B-Glc-t vdlasztottuk

akceptorként, mivel ellendll az Y151M Kkatalizélta hidrolizisnek, valamint a tioglikozid jé

aktivator lehet az anomer pozicidéban a tovabbi glikozilezési reakcidkban. A tio-glikozidok

hatdsos glikozilezd dgensek specifikus tiofil reagensekkel torténd kémiai szintézisekhez.

A szintézis koriilményeinek optimalizdldsa

60
50
40
% 30
20
10 Dimer products
0 Trimer products

Tetramer products

24. abra: Termékeloszlas a hdmérséklet fiiggvényében.
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A 24. dbra a hdmérséklet hatdsat mutatja a transzglikozilezésre: Részletes enzimoldgiai
vizsgédlatok rdmutattak arra, hogy az id6 és a homérséklet volt a legfontosabb tényezd a
szintézis irdnyitdsdra. 37 °C-os homérséklet a dimer glikozid (1-S-B-Glcy) domindns
képzodését eredményezte. Ez az akceptortermék feltehetden nem elsddlegesen képzodott, de
jo kitermeléssel (59 %) a 6 6ras inkubacié sordn. Alacsonyabb homérsékleten (25 °C és 15
°C) keletkezett a trimer glikozid (1-S-B-Glcs) 16 %-nyi mennyiségben, mig a tetramer
glikozid (1-S-B-Glcy) kizardlagos képzodésének a 8 “C-on torténd inkubacio kedvezett (15%).
Bar a teljes konverzi6 alcsonyabb homérsékleteken (15 °C, 8 °C) csak 20 % koriili, de mégis
jelentésnek mondhat6, ha figyelembe vessziik a tobb 1épéses, alacsony kitermelésii kémiai
szintézisiiket. Igy az Y151M mutdnssal Katalizdlt enzimatikus szintézis, hatékony, egy
Iépésben végbemend alternativ méd az aril B-tioglikozidok (DP 2-4) szintéziséhez. A
hosszabb inkubdcids id6 sordn sem kovetkezik be az 1-S-B-Glcs hidrolizise, tehat a trimer
glikozid nem j6 szubsztritja a mutdlt enzimnek. A tetramer glikozid azonban egy hosszabb
inkubécids 1d6 utdn (20 6ra) dimer glikozidda hidrolizdlédik, s igy a dimer felszaporodik a
reakcidelegyben (25..dbra).
o)
]

12
10

(%)

Reaction products

N Ao
N

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Time (h)

25. dbra A transzglikozilezés id6fiiggése 8 °C hémérsékleten. m tetramer, 4 trimer, A

dimer termék

Eredményeink egyértelmtien igazoljak, hogy az Y151M jo6l haszndlhat6 aril B-

glikozidok (DP 2-4) regio-és sztereospecifikus szintézisére.

Az akceptortermékek elvdlasztdsa és szerkezetvizsgdlata

A termékeket preparativ HPLC-vel forditott fazisi oszlopon véalasztottuk szét (26.abra).

A termékek szerkezeti analizisét MALDI-TOF MS adatokkal (27.4bra) és "°C illetve '"H NMR
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spektroszkodpidval (10. tdblazat) valdsitottuk meg. A MALDI-TOF MS spektrum igen jé
egyezést adott a szamitott molekula tomegekkel [121].
Az akceptornak és az 1j akceptortermékeknek egy tipikus HPLC kromatogramja l4that6

a 26. abran.

’%

? |
? | | lakeeotor
NN

? WiER
32|
SN
CGageamas 3 VUE O\

T \'l'l‘|'|'| T \‘[‘I‘I‘l‘\ | LA AR AR AR LA R M A
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

26. abra A transzfertermékek elvalasztasa HPLC-vel. 1 dimer, 2 trimer, 3 tetramer.
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27. abra A 6 termék 1 PNP-1-S-B-G, MALDI-TOF spektruma.
[M+Na]+ Ci3H>501,NSNa Elméleti Mt: 502,10

Az interglikozidos kotés tipusat valamint az anomer konfigurdciét egy- és kétdimenzids
'H és *C NMR spektroszkopidval hatdroztuk meg. Az NMR adatokat a 10. tdbldzat dsszegzi.
Az 1D 'H NMR spektrumban két dublett jelenik meg; az egyik 3,5 Hz, a masik 10,3 Hz
J1 2 csatolasi dllandéval. A 10,3 Hz érték a B-glikozidos kotésre utal, mig a 3,5 Hz az Gjonnan
képzddott o konfigurdciot igazolja. Ezek az adatok megerdsitik, hogy az Y151M mutdns
enzim megtartotta a-sztereoszelektivitasat, és nem valtoztatta meg az akceptor tio-glikozid

anomer konfigurdciéjt. Ezt az eredményt a °C NMR spektrumban a C-1 és a C-1" szén
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atomok kémiai eltolédds értékei is aldtdmasztjdk, melyek 85,14 illetve 99,2 ppm értéknek
adddtak.

10. Tablazat
A PNP-1-tio-B-D-maltozid '"H-NMR és ?C-NMR adatai

C 3'H(ppm) §“C (ppm) J (Hz)

1 502 85.14°

2 3353 71.15 Ji2=10.3
3 3.87 77.25

4 3.6 78.18°

5

6 60.38

1" 5.36 99.22

22 3.6 71.25 Jrp =35
37 371 72.44

4 345 68.00

5

6’ 60.05

* A kiemelt és d6lt szammal jelzett értékek magyardzata a szovegben taldlhatd.

Az interglikozidos kotés tipusdra vonatkozdan, a C-6 és a C-6’ szénatomok kémiai
eltoléddsa alapjan megéllapithatd, hogy a glikozilezésben a C-6 és a C-6’ nem vesz részt. A
C-4 kémiai eltoldddsa (78,18 ppm) a legnagyobb a viz szenek kozott, kivéve a két anomer
szén kémiai eltolodds értékét. Ez megerdsiti az o(1-4) interglikozidos kotések jelenlétét, és
arra utal, hogy az Y151M meg0rzi nemcsak sztereo-, de regiospecifitasat is a glikozilezési
reakcidkban.

A diszacharid ugy irhat6 le, mint a-D-Glp(1—4)--D-Glp-(1-S-PNP).
Az Y151M Kkatalizélta transzglikozilezés feltételezett sémajat a 28. dbra mutatja.

Osszegezve: mutdciéval sikeriilt bevezetni transzferdz aktivitdst a vad tipusd amildzba,
ami lehetdvé tette enzimatikus transzglikozilezésekhez torténd felhasznaldsat. Az Y151M
mutins enzim képes a donor maltotetradz nem redukalé végi szegmensének, a maltéznak
vagy maltotriéznak alkalmas akceptorra torténd atvitelére, ami a trimer €s tetramer glikozidok
képzodéséhez vezetett. A tetramer glikozid enzimatikus hidrolizise eredményezi a dimer mint
masodlagos transzfertermék képzodését. A kisérleti koriilmények optimalizaldsaval igen
kényelmes és elegans szintézis startégiat sikeriilt kidolgozni a révidebb (DP 2-4) kromoforral
szubsztitudlt homolég maltooligomerek eldallitisdra, melyek human amildzok szubsztratjai
vagy inhibitorai lehetnek. Az YI51M mutdns enzimet elsOként alkalmaztuk sikerrel
transzglikozilezésekhez. A 4-nitrofenil 1-tio-B-maltooligoszacharidok (DP 2-4) NMR

analizise igazolta, hogy az Y151M megtartotta regio-és sztereoszelektivitisat. A glikozilezés
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a glikozil akceptor 4-es OH-jan tortént és kizardlagosan a(1-4) glikozidos kotéseket

eredményezett.

N02

OH
o1 %o OH OHO&/

H,0, 37 °C
59 %

NOz

Hﬂﬁ;a OH Ho%é\
/@, NO,

o S
M H oo oH %o OH
H

o OH

2 +

OH o OH o
HMM o
HO OH OH

28. 4bra: A transzglikozilezés mechanizmusa

Eredményeink igazoljdk, hogy mutidns enzimek haszndlatdval novelhetd a
transzglikozilezés/hidrolizis ardnya, igy a glikozilezés hozama. Muticidval 1étrehozott olyan
Ujabb HSA enzimek tanulmdnyozdsat tervezzilkk, melyek reményt keltdek lehetnek
oligoszacharidok szintézisére. A mutins enzimek eldallitisa amerikai kutatok

kozremuikodésével torténik.
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3.4. A Bacillus stearothermophilus , maltogenic” a-amilaza (BSMA) Kkatalizalta

transzglikozilezések [122]

3.4.1. ,,Maltogenic”’— maltézt képzo a-amilazok

Az a-amildz csaldd dj tagjai a maltozt képzd, az Un. ,,maltogenic” amildzok, melyeknek
tulajdonsagai eltérnek mas amilolitikus enzimek tulajdonsagaitél. A maltézt képzd amildzok
multiszubsztrat specifitdssal rendelkeznek; hidrolizdljdk a keményitd o(1-4) és o(1-6)
glikozidos kotéseit, és fo termékként maltézt szabaditanak fel. Innen ered a ,,maltogenic”
elnevezés és az exo-enzim feltételezés. Kedvezményezetten hidrolizdljdk a ciklodextrineket
is, melyek rossz szubsztratjai mds ismert amilolitikus enzimeknek.

Viltozatos katalitikus tulajdonsdgaiknak koszonhetden, kiilonosen a transzglikozilezési
aktivitdsuk miatt, a maltézt képz6 amildzok és rokon enzimeik az érdeklédés kozéppontjaba
keriiltek. Katalitikus tulajdonsdguk sok tekintetben azonos a CGT-dzok és a neopullulandzok
tulajdonsagaival és jelentdés szekvencia homoldgidt mutatnak. 3D szerkezetiikben
kiillonboznek a klasszikus, kisebb molekulatomegli a-amildzoktél abban, hogy egy 120
aminosavbdl all6 extra N-termindlis domént tartalmaznak. A homodimer Thermus eredetii
maltogén amildz (ThMA) kristdly szerkezetének analizise felfedte, hogy sziikebb és mélyebb
aktiv hely arokkal rendelkezik, mint a kisebb a-amildzok. Egy modell tanulméany szerint a f3-
CD kényelmesen beilleszkedik az aktiv hely arokba, szemben a nagyobb szélességii helikalis
amilézzal [117].

Jol ismert, hogy az a-amildzok és rokon enzimeik katalitikus ,,core” doménje
(B/a)g-hordd szerkezetli, 4 er0sen konzervalt régioval. A konzervilt régidk szekvencia
analizise rdmutatott arra, hogy a maltogén amildzokban és rokon enzimeikben (CGT-az,
neopullulandz) a 332 pozicidoban a Glu (E) a konzervalt aminosav a masodik régiéban, mig
ugyanebben a poziciéban a tipikus a-amilazokban, CGT-4zban és pullulandzban a His (H) a
konzervalt aminosav, hatékony transzglikozilezés nélkiil. A ThMA dimer rontgen analizise
felfedte, hogy a Glu332 egy zsebben taldlhatd, és extra-cukor kdtéhelynek nevezik.

A Glu His-nel torténd helyettesitése (Glu332His) jelentésen csokkenti a
transzglikozilezési aktivitast, mig megnoveli az a-(1-3), a-(1-4) és a-(1-6) glikozidos kotések
hidrolitikus hasitdsdt a vad tipusi amildzhoz képest. A Glu332Asp mutdns hasonld
tulajdonsdgokat mutat a vad tipushoz, de a Glu332GIln mutdnsban jelentdsen csdkken a

transzglikozilezési aktivitds.
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Ezek a mutdnsok egyértelmtien igazoljdk, hogy a savas oldallidnc, Glu a 332-es helyen
fontos szerepet jatszik a transzfertermékek képzddésében és akkumulédcidjaban azéltal, hogy
befolydsolja a hidrolizis és transzglikozilezés relativ ardnyat. A zsebben elhelyezkedd 332-es
helyen 1év6 savas oldallinc részt vesz az akceptor molekuldk elrendezésében, melyek
versenyeznek a viz molekuldkkal a [glikozil-E] intermedier nukleofil timadasaban.

Az a megfigyelés, hogy a konzervalt Glu332 a maltézt képz0 amildzokban
megvaltoztatja a katalitikus specifitast a hidrolizis és transzglikozilezés kozott, altalanos

érvényl a legtobb maltogén amildzra €s a kiillonb6z6 akceptorokra.

3.4.2. Akarviozinil-izomaltozil-spiro-tiohidantoin (PTS-GTH) szintézise [122]

Bizonyos hidrolitikus enzimek, pl. a ciklodextrin-glikozil-transzferdz, a -gliikozidazok
és maltogén amildzok (MA-ok) alkalmas akceptor molekula jelenlétében a transzglikozilezést
katalizaljak kinetikailag kontrolldlt médon. A CGT-4z gliikkéz egység dtvitelét katalizdlja egy
akceptor molekulara a(1-4) vagy  a(1-3) glikozidos kotés kialakitdsdval. A hipertermofil
Sulfolobus sulfataricus €s Pirococcus furious eredetii termostabil B-gliikkozidazok inter- és
intramolekuldris transzfer reakcidkban uj B(1-3) és P(1-6) glikozidos kotések létrehozasat
részesitik elényben. Mig a MA-ok maltozil vagy gliikozil részek atvitelét katalizaljak,
elsddlegesen a(1-6) glikozidos kotésii akceptorterméket hoznak létre. A maltézt képzd
amilazok akceptor specifitdsa igen sz€les skaldji, mivel nemcsak mono- és diszacharidokra
transzferdlnak, hanem tobbféle, szerkezetileg kiilonbozo vegyiiletre is; mint pl
cukoralkoholokra, flavonoidokra és az aszkorbinsavra. A transzglikozileés szdmos bioldgiai
és ipari szempontbdl fontos vegyiilet mddositdsara ad lehetdséget, melyek eredményeként

azok tulajdonsagai (oldékonysag, iz, bioldgiai aktivitds) elényosen megvaltoztathatok.

Az enzim

Park és mtsai [10] egy dj termostabil maltogén amildzt kédold gént klonoztak és
expresszaltak a B. stearothermophilus-b6l (BSMA). A szerzdk leirjdk, hogy ez az enzim
hidrolizdlja a keményit6t, a ciklodextrineket, a pulluldnt valamint az akarbdzt is. A BSMA
ugy kotédik az akarbozhoz, hogy az elsd glikozidos kotést hasitja, ami egy
pszeudotriszacharidot (PTS) eredményez. Ezt kovetden a BSMA képes transzferdlni a PTS-t

alkalmas akceptor molekuldkra o-(1-6), o-(1-3) vagy a-(1-4) glikozidos kotések
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létrehozasaval [75, 129]. Ezen eredmények batoritottak benniinket, hogy kisérletet tegyiink
egy Uj amilaz inhibitor el6éllitdsdra a BSMA katalizélta glikozilezéssel. Az enzim K. H. Park

professzor laboratériumabdl (Dél-Korea) szarmazott.

A donor és az akceptor
Az enzimes glikozilezés akarb6z donor (5.4bra) és gliiko-spiro-tiohidantoin (GTH), mint
akceptor jelenlétében tortént. Az akarb6zt Glucobay tablettabol (Bayer) extrahaltuk, a GTH-t
kémiai szintézissel allitottak el6 [130-135]. A GTH szerkezete a 29.abran lathato.
OH
O H
NS

HO OH
7 NH
0

29. abra: A GTH szerkezete.

A glikozilezés kivitelezése
A reakciét VRK, HPLC és MALDI-TOF analizissel kovettiikk. A VRK igazolta, hogy a
BSMA hidrolizdlja az akarbdzt és gliik6z valamint akarviozin-gliikkéz keletkezik. A GTH
akceptor jelenlétében 2 UV-ben detektalhatd transzfertermék tiint fel, koziiliik az egyik kisebb
mennyiségben. Az Gjonnan képzodott akceptortermékeket HPLC-vel vélasztottuk el. A HPLC
profilok a 30. A és B dbran lathatok.

GTH

Lilala

BAbsorbance (AU)
=
o
—
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0,0 —

|

Retention Time (min)

30.A é4bra: Az akceptortermékek HPLC kromatogramja. Reakci6idd: 10 ora.
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30.B 4bra: Az akceptortermékek HPLC kromatogramja. Reakci6idd: 48 ora.

A két termék képzodését 10 ora utan észleltik majd 48 ora elteltével mennyiségiik

szignifikdnsan novekedett.

A reakcidelegy Osszetételét MALDI-TOF MS-sel is vizsgaltuk. (Lasd 31. abra)

al.

8000 - - - =

6000 ‘
7] [PT8+Na)+

4000 —

2000 ] {(PT3-G-THiNa)+
| {AcarbosetNaj+
7MWWMMW o L " - LM—

—T T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T
500 500 700 m/z

fdata/bickem/RT15/15Ret /pdata/l  tef  Thu May 13 12:40:43 2004

31. abra: A reakcidelegy MALDI-TOF MS spektruma. PTS: 506,35 Da; akarb6z 668,32
Da; akceptortermék 752,27 Da.
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Amint a spektrumon lithatd, a reakcidelegy analizise csak egy olyan cstcsot
eredményezett, melynek az m/z értéke nagyobb volt, mint az akarb6zé, s ez izomer termékek
keletkezésére utalt. Azonosithatok a spektrumban az akarbdz, az akarviozin-gliikkéz és az
tjonnan képzddott akceptortermék ndtrium ionnal ionizaldott cstcsai, [M+Na] *: 669, 506 €s
752 m/z értékkel.

A HPLC analizis f6 termékét izoldltuk és félpreparativ HPLC-vel tisztitottuk, majd
molekulatomegét ESI MS-val hataroztuk meg és szerkezetét NMR-rel igazoltuk. A 32. dbran
lathaté ESI-MS spektrum, amely a tisztitott termék [M-H] = csicsdnak izotép eloszlasat
mutatja. Az, hogy az Gjonnan képzo6dott termék a PTS és GTH kozotti reakcié eredménye, a
szamitott (728,2184) és mért (728,2214) molekulatomegek kozotti igen jO egyezés

bizonyitotta.

728.2214

32. dbra: A fétermék ESI-TOF MS spektruma.

A PTS-GTH szerkezetvizsgdlata:

A proton és szén NMR spektrumok teljes jelhozzarendelését a COSY, TOCSY,
ROESY, HSQC (32.abra) és HMBC moddszerekkel végeztiik el és ennek alapjan igazoltuk a
f6 akceptortermék szerkezetét. A HMBC spektrum valamennyi interglikozidos és koztiik az
djonnan képzddott C1—0-Dg kotést egyértelmiien igazolja. A glikozilezés helyét, azaz az 1-6
interglikozidos kotést (67,5 ppm) a D6 szén kémiai eltoléddsa is megerdsiti. A gylrik
kapcsolodasat, vagyis az interglikozidos kotésben részt vevd hidrogének téren at hatd
kolcsonhatasat a ROESY spektrum alapjén is igazoltuk. (Az akarbdz szarmazék egységeit A,
B, C, D, E betiikkel jeloltiik a 34. abran lathaté mddon.)
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33. 4dbra: Kétdimenziés HSQC spektrum.

A Bock és Pedersen [136] altal az akarbdzra leirt asszignacidval torténd osszehasonlitds
elfogadhat6 egyezést adott az A, B és C gyiiriikre. Az E gyfiri hidantoin része jellemzé C
eltolédasokat adott a karbonil (185.74 ppm) €s tiokarbonil (174.79 ppm) csoportokra.

A 11.tablazat 6sszegzi az NMR adatokat.
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11. Tabl4zat

'H é "C jelhozzéarendelések, proton-proton csatoldsi dllandok és téren 4t hat6 ROESY

kolcsonhatasok

Jelhozza- Jun (Hz) "HROE

rendelések CH, °C (ppm) 'H (ppm) 'H kolcsonhatdsok
Al CH 566 3.531 Jin=5.1 A2 A7, B4, B6
A2 CH 7135 3.63 J3=95
A3 CH  73.49 3.743 Ju=15
A4 CH 71.69 4.031
A5 C 139.68
A6 CH, 62.02  4.232(a) 4.114(b) A7
A7 CH 12397 5909 B4(w), B6
B1 CH 10074 522 Jn=31 " C4, Cé6
B2 CH  73.57 3.582
B3 CH 7321 3.582 B5
B4 CH 6567 2.443 J;s=8.5 B2/B3,B5, B6
B5 CH  69.93 3.758 B6
B6 CH; 17.81 1.328
C1 CH 9823 4897 Jio=3.8 C2, D6a, D6b
C2 CH 7142 3.563 Dé6a
C3 CH  73.89 3.896 J4=9.9
C4 CH 78.2 3.582 Jus~ 10 C5
C5 CH  70.65 3.826
C6 CH, 61.42 3.765
DI C 89.52
D2 CH 7231 3.695 J3=98 D3
D3 CH 7279 4.122 J4=9.7
D4 CH  69.67 3.439 Jis=9.7
D5 CH 74.17 4.425 D3, D4, D6a
D6 CH, 675 3.931(a) 3.779(b)
El C=0 185.74
E2 C=S 174.79

A fontos téren ét hat6 interglikozidos ROE kolcsonhatdsok kiemelve

A proton-proton vicindlis csatoldsi dllandék alapjan megdallapithat6, hogy az ,,A” , ,,B”
és ,,C” gyurik konforméicidja 1ényegében azonos az akarbdzzal. Az ,,A” gylirlinek ’Hs;
félszék, a ,B”, ,,C” és ,.D” gylirliknek ‘Cy szék konformécidja van. Ezen tilmenden
megéllapithatd, hogy a ROESY spektrum jé egyezést mutat a Bock és Pedersen [136] féle
NOE korrelaciés spektrumhoz. A PTS-GTH inhibitor aktivitdsat a nyal amildzon, valamint a

gatlas hatékonysdgat és paramétereit a kovetkez6 fejezetben mutatom be.
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Osszefoglaldsként az aldbbi sémdt javasoljuk a BSMA Kkatalizdlta glikozilezésre

(34.abra):

OH
OH o —
HO%N/% Wo BSMA H,0 HO
ho OHAN"LG OHQ[y OH - ho T

AN 0
H OH
3 oHOHO 2
oH OH
OH
HO.
HO. o
OHHN% OH PTS-(1-4)-GTH
A H OH,
B H + or
4 PTS-(1-3)-GTH

20 %

34. dbra:A glikozilezés feltételezett sémadja.

A BSMA egyarant rendelkezik hidrolaz €s transzferdz aktivitissal. A BSMA képes az
akarbdz hidrolizisére vagy a nem-redukalé végi PTS-nek a GTH-ra val6 atvitelére.

Az a-amildzokhoz hasonléan az anomer konfigurdciét megtarté enzimek mechanizmusa
egy kétlépéses reakcid. Elso Iépésben a glikozil-enzim intermedier képzddik, majd ezt koveti
a viz vagy az akceptor molekula tdimaddsa, ami a hidrolizis termékeket (PTS + Gliik6z) vagy
a transzglikozilezés termékeit eredményezi. A GTH akceptor jelenlétében a PTS a C6-OH-ra
tevodik at, ami az akarviozinil-izomaltozil-spiro-tiohidantoin képzddéséhez vezet. A masik,

minor komponens feltehetden a(1-4) kotésti, de az 1-3 kotés képzddése sincs kizarva.
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3.5. Kinetikai mérések

Szamos szénhidrattipusi vegyiilet inhibitor aktivitdsat mar kordbban tanulményoztik a
human nyal amildzon; igy a maltéz, maltotriéz, maltopentadz, akarb6z és a GTH.

A GTH-t Somsédk és munkatdrsai tervezték és szintetizaltdk [130-135] a glikogén
foszforilaz, a glikogén metabolizmus kulcsenzimének gatlasara. A GTH gliikopiranéz része
standard hidrogén hid kotéseket, mig a mozdulatlan tiohidantoin gylrii a kedvezd
elektrosztatikus kornyezetben tovabbi poldris kolcsonhatdsokat létesit az enzim fehérjével
[135]. A GTH igen hatdsos kompetitiv inhibitora a mdj és a vazizom eredetii glikogén
foszforilaznak [130, 133-135], s igy a ma mar népbetegségnek szamité diabetes mellitus
potenciélis gyégyszere lehet. Ugy gondoltuk, hogy a jé kitermeléssel, grammos tételben
szintetizdlt GTH alkalmas lesz, az emlds amildzok gitldsdra is. A GTH szerkezetét mar
kordbban a 31. 4brdn bemutattam.

Eredményeink azt mutattik, hogy a GTH a nyal amildz gyenge inhibitora (Kgr: 7,3 mM;
Kgsr: 2,84 mM), és a gitlds kevert nem-kompetitiv tipusi. A gyenge inhibitor hatds
feltételezhetd oka az, hogy a kisméretii inhibitor molekula tobbféle kotémodban helyezkedhet
el a HSA viszonylag hosszii szubsztratkotd helyén. Ugy gondoltuk, hogy a hosszabb, tbb
alhelyet betolté molekula hatékonyabb gatlast eredményezhet.

A vad tipusu amildzok altal katalizalt transzglikozilezések azonban normal koriilmények
kozott igen kedvezotleniil mennek végbe, rendszerint extrém magas szubsztrat koncentraciot
és nem vizes kozeget igényelnek. A PPA, a BLA és a humdn amildzok altal katalizalt
transzglikozilezések nem vezettek eredményre.

A szintézist egy Uj tipusi a-amildzzal a Bacillus stearothermophilus ,,maltoézt képz6”

amilazaval sikeriilt megoldani [10, 75].

HSA gdtldsa az akarviozinil-izomaltozil-spiro-tiohidantoinnal (PTS-GTH) [137]

Kemoenzimatikus transzformiciéval a BSMA katalizdlta reakcidban sikeriilt egy
hosszabb GTH analdgot szintetizdlni. A BSMA akarb6z donorrél katalizélta az akarviozin-
gliikéz atvitelét GTH-ra, mint akceptorra. A BSMA megtartotta sztereoszelektivitdsat, de a
glikozilezés elsddlegesen a C-6-on tortént és az a-akarviozinil (1-4) a-D-gliikkopiranozil-(1-

6)-D-gliikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin (PTS-GTH) képzddését eredményezte.
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Az inhibitor szerkezete a 33. abran lathato.

OH OH O H S
H O N/
Hi /%%\ ol 0
O H
H o H OH o\
H Ho” H |
o
35. abra:a-Akarviozinil (1-4) a-D-gliikopiranozil-(1-6)-D-gliikopiranozilidén-spiro-

tiohidantoin szerkezete.

Az 4j tipusu, pentaszacharid-szerl vegyiiletben mind az dtmeneti dllapot analogonok, mind a
szubsztrdt analdg inhibitorok szerkezeti tulajdonsédgai fellelhetdk. Az 4j vegyiilet inhibitor
aktivitasit egyrészt a GalG,-CNP-n, madsrészt amil6zon tanulmanyoztuk. A Kkinetikai
paramétereket a Lineweaver-Burk és Dixon-féle grafikus dbrdzoldssal, valamint nem-linedris
regresszidval a Grafit enzim kinetikai programmal szamitottuk.

A kinetikai analizishez az aldbbi altalanos érvényii egyenletet hasznaltuk:

mas 5]

K, (1+I;B[1]J+[S(1+K;[l]j

Vo: a kezdeti sebesség az inhibitor jelenlétében és jelenléte nélkiil

v

Vo =

Vmax: & limitalt maximalis sebesség
[S] és [I]: a szubsztrat €s az inhibitor koncentracidk
Kgr és Kgsr: az inhibitort tartalmazé komplexek disszociacids konstansai
Ezen egyenletet alkalmaztuk nem-linedris regressziéra a Grafit program teljes nem-
kompetitiv és a kevert (Duggleby) modellek felhasznalasakor, és az inhibicids konstansoknak

a masodlagos abrazolasokbdl torténd meghatarozasaihoz.
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36. abra Lineweaver-Burk-féle abrazolds (A) és madsodlagos analizisek. (B: fiiggdleges
tengelymetszet (i) vs [I], C: meredekség (s) vs [1], +, 0; A, 8 nM; e, 20 nM; o, 40 nM;m, 60
nM; o, 80 nM.

A gatlas tipusit a Lineweaver-Burk egyenesekbdl valamint a mésodlagos dbrdzolasokbol
hataroztuk meg.

A 36. dbra a PTS-GTH-val gatolt HSA elsddleges egyeneseit, valamint az egyenesek
meredeksége (s) és fiiggbleges tengelymetszete (i) inhibitor koncentricid fiiggvényében
abrazolt egyeneseket mutatja Lineweaver-Burk szerint. A gétlds tipusa kevert nem kompetitiv
és egy molekula inhibitor kétédik mind a szabad enzimhez, mind az ES komplexhez.
Eredményeinket a Dixon szerinti dbrdzolas is igazolja, melyeket nem mutatok be.

Az amil6z gyenge oldékonysdga miatt, a szubsztrit koncentraciét nem allithattuk be 0.5
és 5 Ky kozé, ezért a nem-lineéris regresszid nem haszndlhat6 a kinetikai paraméterek
szdmitasara.

A 37. dbra a Dixon-féle dbrazoldst mutatja, ahol a kezdeti sebesség reciproka dbrdzolva az
inhibitor koncentraci6 fiiggvényében egyeneseket ad. Ezen tdlmenden mind a meredekségek
mind a tengelymetszetek a szubsztrat koncentracié reciprokdnak fiiggvényében szintén

linearisak (37. B és C 4bra).
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37. abra Dixon-féle egyenesek (A) és a masodlagos egyenesek. (B: tengelymetszet vs [I]; C:
meredekség vs [I], amil6z koncentracidk: o, 6,6 mg/ml; @, 5,9 mg/ml ; o, 5,6 mg/ml ; x, 4,6

mg/ml ;, + 3,6 mg/ml ; m, 2,6 mg/ml.

Hasonldan a rovid szubsztrathoz az amiléz esetében is egy molekula PTS-GTH kotodik
mind az enzimhez, mind az enzim—szubsztrat komplexhez. A Lineweaver-Burk egyenesek (az
abrazolas nincs kozolve) megerdsitik a kevert nem-kompetitiv gatlast.

A rovid szubsztriton és az amilézon szdmitott kinetikai paramétereket a HSA katalizélta

reakciéban a PTS-GTH inhibitor jelenlétében a 12. tiblazat mutatja.
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12. T4bléazat
HSA katalizdlta GalG,CNP és amil6z hidrolizis kinetikai pataméterei PTS-GTH inhibitorral

és anélkiil.

Szubsztrdtok
GalG,-CNP Amiléz
Kinetikai Nem-linedris Maisodlagos Misodlagos Maisodlagos
paraméterek regresszio abrézolas abrézolds abrézolds
Lineweaver-Burk | Lineweaver-Burk Dixon

Kwum 0.9 mM 0.94 mM 22.8 mg/ml 23.1 mg/ml
Vmax (Wmol/perc) 20.3 21.0 983 954
K1 (UM) 0.21 0.19 8.45 9.28
Kgsi (UM) 0.22 0.24 0.5 0.5

A PTS-GTH kevert nem-kompetitiv inhibitora a HSA-nak mindkét szubsztrat esetében,
tehat a glikozilezéssel eldallitott GTH analdg gatlas tipusa nem valtozik meg. Az inhibicids
konstansok Kg; és Kggra rovid szubsztrat esetében gyakorlatilag azonosak (0,19 ill. 0,24), ami
arra utal, hogy az EI és ESI komplexek hasonlé stabilitdsiak. Azonban amiléz szubsztrat
hasznélata sordn a Kgg sokkal alacsonyabb értéke az ESI komplex nagyobb stabilitdsara,
kedvezdobb képzodésére utal, osszevetve az EI komplexszel, igy a gatlas tipusa sokkal inkdbb
unkompetitiv, mint kompetitiv. A Kgsr kozel azonos értékei (0,24 ill. 0,5 uM) a két
szubsztratra az ESI komplexek hasonld stabilitdsat feltételezik. Az inhibitor bekotddése
feltehetden ugyanazon a masodlagos kotdhelyen torténik, és a haszndlt szubsztrit jelentdsen
nem befolyasolja. Ugy tiinik, hogy a PTS-GTH inhibitor hatdsa er6sebb a hasonlé méretii
rovid szubsztrat jelenlétében, mint a hosszd ldnci amil6z esetében, Osszehasonlitva a Kg;

értékeit (0,19 és 8,45 pM).
A 13. tablazat a szénhidrat tipusu inhibitorok hatdsat foglalja 0ssze a nyal amildzon.

A kis méretli szubsztrat analég GTH tobbféle kotdmodot 1étesithet az enzim aktiv helyével,

ami felelds lehet az alacsony inhibitor aktivitasért.
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13. Tablé4zat

A szénhidrat tipusd inhibitorok disszocidcids dllandéi a GalG,-CNP nydl amildz katalizélta

hidrolizisekor
Inhibitor Kg; (].J_M) Kest (LI,M)
GTH 7300 2840
G, - 4000
Gs 400 -
PTS-GTH 0,19 0,24
akarbdz 0,70 0,1

Erdemes megemliteni, hogy a GTH gitolja a nyél amildzt a révid szubsztriton, de nem
inhibitora az amil6z hidrolizisének. A maltézra és maltopentadzra kapott inibicios allandok
arra utalnak, hogy a cukor gytiriik szdmanak novekedésével jelentdsen (egy nagysigrenddel)
nd az inhibitor hatékonysdg. Ez a hatds egyértelmiien érvényesiill a GTH vs PTS-GTH
vonatkozasaban is. A PTS-GTH-nak négy nagysagrenddel kisebbek a Kg; €s Kggy dllandéi a
GTH-hoz viszonyitva. A PTS-GTH az akarb6zhoz hasonléan igen hatékony inhibitora a nyal
amilaznak. A kitiné inhibitor hatdshoz az is hozzajarul, hogy a szintéziséhez az akarbdzt
hasznéltuk donorként, igy az atmeneti allapotot mimikalé ciklitol gyiiri kotédésének, az
djonnan képzo6dott a(1-6) glikozidos kotés jelenlétének, valamint a tiohidantoin gyiiriinek a
szerepe is kulcsfontossagu lehet. A tiohidantoin funkciés csoportot megel6z6 dj (1-6)
interglikozidos kotés elegendd konformadcids teret nyudjt ahhoz, hogy a célfehérje nydujtott
kotéhelyére a PTS-GTH molekula beilleszkedjen. A vizsgélt inhibitorok kevert-nem-
kompetitiv géitlészerek, a maltooligoszacharidok kivételével. A maltéz tisztin nem-
kompetitiv, a maltopentadz tisztdn kompetitiv inhibitor. A kevert tipusu inhibitorok stabilabb
komplexet 1étesitenek az ES komplexszel, mint magédval az enzim fehérjével, ami kiilonosen
kifejezett a GTH-nal, de érvényes az akarbdzra is.

Ezen méréseink azt sugalljdk, hogy a hosszabb, egyidejlileg tobb alhellyel kolcsonhatast

1étesitd gatldszerek hatékonyabb inhibitorok, mint a kis méretii inhibitorok.
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4. FELHASZNALT ANYAGOK

Kisérleteinkhez analitikai tisztasdgi vegyszereket, a HPLC analizisekhez HPLC

gradiens tisztasdgu old6szereket hasznaltunk.

4.1. Enzimek

- Glikogén foszforilaz b (EC 2.4.1.1)
Aktivitds 1000 E/ml, fehérje tartalom 62 mg/ml. A kristalyos enzim glicerines
szuszpenzidjat hasznaltuk, melyet a nydl vdzizombdl izoldltak és tisztitottak a

Debreceni Egyetem Orvosi Vegytani Intézetében.

- Gliikoamildz (EC 3.2.1.3).
(SIGMA)

- Human nyal a-amilaz (EC 3.2.1.1)
(SIGMA). Az enzim SDS-PAGE-sel egyetlen savot adott és nem mutatott o- és [3-

gliikkozid4z aktivitast.

- A humadn nyél amildz Y151M muténsa
Az enzim eldllitisa és tisztitisa az Egyesiilt Allamokban tortént Mishra és

munkatarsai altal. [98].

- Bacillus licheniformis a-amilaz (EC 3.2.1.1) Tipus XII-A.
(SIGMA).

- Bacillus stearothermophilus ,,maltogenic” o-amildza (EC 3.2.1.133)
A hostabil maltogén amildzt kédol6 gént K. H. Park és munkatérsai [10] klénoztdk és

expresszéltik Dél Koredban.
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4.2. Szubsztratok, donorok, akceptorok

- Maltooligoszacharidok (DP 3-8)
Ciklodextrinek acetolizisével, majd dezacetilezésével késziiltek a DE TTK Biokémiai

Tanszéken.

- 2-kl6r-4-nitrofenil (CNP) B-maltooligoszacharidok (DP 3-12)
Kémiai €és kemoenzimatikus szintézissel allitottuk elo6 a DE TTK Biokémiai

Tanszéken

- 4-nitrofenil-glikozidok
PNP o-Glc, PNP B-Glc, PNP 1-S—f-Glc, PNP a-Man, PNP o-Xyl. (SIGMA)

- Akarboz
Glucobay tablettdbol (BAYER) extrahdltuk és szerkezetét MALDI-TOF és NMR

analizisekkel igazoltuk.

- Gliiko-spiro-tiohidantoin (GTH)
A DE TTK Szerves Kémiai Tanszékén dllitottdk el6 Dr. Somsédk Ldszlé egyetemi

tanar és munkatarsai [130-135].

- 2-kl6r-4-nitrofenil-4-O-B-D-galaktopiranozil-o.-D-maltozid, (GalG,-CNP)
(TOYOBO Co Ltd./SORACHIM S.A.)

- Amiléz

(GENAY)
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5. MODSZEREK

5.1. G4-CNP-G¢-CNP oligomerek eldallitasa

G7-CNP (6,5 mg, 5 mM) foszfat pufferrel (1 ml 1 M, pH 6,8 , 10 mM B-merkaptoetanol,
2 mM EDTA, 4 mM AMP) késziilt oldatdhoz 10 pl 1000 E/ml glikogén foszforildz b enzimet
adtunk. Az elegyet a megfeleld héfokon adott ideig inkubdltuk, majd az enzim reakciét az
elegy 1 perces forraldsaval allitottuk le. Hutés utan a kicsapddott enzimet 0,2 wm-es
pérusméretii Millipore fecskenddsziirdvel kiszrtiik és 20 pl-t injektaltunk a HPLC oszlopra.
A preparativ méretli szintézis a kovetkez6 koriilmények kozott tortént. 65 mg G7-CNP primert
10 ml pufferben oldottuk, 100 pl enzimet adtunk hozzd és 10 °C hdmérsékleten 10 percig
inkubéltuk, majd felforraltuk. Hiit€s utin a kicsapddott enzimet kiszlrtiikk, az oldatot
liofilizaltuk, majd 1 ml vizben val6 oldéds utdn Toyopearl HW-40F (30-60 um, 180 * 15 mm)
oszlopon viz eluenssel (1,5 ml/perc) elvalasztottuk. A frakcidk Osszetételét VRK-val
ellendriztiik Kieselgel 60 Fisq4 rétegen, aceton : viz = 9 : 1 eluenssel, UV detektdldssal. A
megfeleld frakciokat egyesitve liofileztiik és az igy kapott termékek azonossagat és tisztasagat

HPLC-vel és '"H NMR vizsgilattal ellenériztiik.

5.2. Gg-CNP-G11-CNP oligomerek eldallitasa

G7-CNP (6,5 mg, 5 mM) és G-1-P (16,8 mg, 50 mM) glicerofoszfat pufferrel (1 ml 25
mM, pH 7,0 , 10mM B-merkaptoetanol, 2 mM EDTA, 4 mM AMP) késziilt oldatdhoz 10 pl
1000 E/ml glikogén foszforildz b enzimet adtunk. Az elegyet a megfeleld h6fokon adott ideig
inkubdltuk, majd az enzim reakcidt az elegy 1 perces forraldsdval llitottuk le. Hiités utdn a
kicsapddott enzimet 0,2 wm-es pérusméreti Millipore fecskenddsziirével kisziirtiik és 20 pl-t
injektaltunk a HPLC oszlopra.

A preparativ méretii szintézis a kovetkezd koriilmények kozott tortént. 65 mg G7;-CNP primert
és 168 mg G-1-P 10 ml pufferben oldottuk, 100 ul 1000 E/ml aktivitasd enzimet adtunk hozza
és 15 °C hoémérsékleten 30 percig inkubdltuk, majd felforraltuk. Hiités utdn a kicsapddott
enzimet kiszlrtiik, az oldatot liofilizaltuk, majd 1 ml vizben val6é oldas utdn félpreparativ

HPLC-vel tisztitottuk. Az elvédlasztdshoz amino oszlopot (250 * 10 mm, 5 pum) és
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acetonitril : viz = 7 : 3 eluenst alkalmaztunk 3 ml/perc dramlési sebességgel. A detektdlds
diédasoros detektorral 302 nm hullimhosszon tortént. A megfeleld frakcidkat egyesitve
liofileztiik és az igy kapott termékek azonossdgit és tisztasdgdt HPLC-vel és MALDI-TOF

MS vizsgélattal ellendriztiik.

5.3. Hidrolizis teszt gliikoamilazzal

A gliikkoamildz (EC 3.2.1.1.) vagy amilogliikoziddz a-(1-4) glikozidos kotéseket hasito
exoenzim. Igy a nem redukdlé végrl a glikkézegységek felszabaditdsat katalizdlja. A
lanchosszabbitdssal képzdédott CNP-maltooligomereket glilkoamildz enzimmel kezeltiik
pH 4,85 Na-B-glicerofoszfat pufferben 37 °C-on. A hidrolizis termékek azonositdsa VRK-val
tortént aceton : viz = 88 : 12 oldészerelegyben. A hidrolizis eredményeként kizardlag gliikézt
é€s CNP-G;-t tudtunk detektdlni. Ez egyértelmiien bizonyitja, hogy a hosszabb termékek a

donor és akceptor kozotti o-(1-4) glikozidos kotések kialakuldsdval képzodtek.

5.4. Bontasi kép (action pattern) meghatarozasok

5.4.1.CNP maltooligoszacharidok hidrolizise human nyal amilazzal és a Tyr151Met

mutansaval

A humin o-amildzok katalizdlta hidroliziseket 37 °C-on hajtottuk végre 5 mM
Ca(OAc),-t és S0 mM NaCl-t tartalmazé 25 mM, pH 7,0 glicerofoszfat pufferben. A reakciét
az enzim hozzdaddsaval inditottuk; a reakcidelegy 1 mM szubsztratot (DP 3-10) tartalmazott.
A vad tipusi HSA-t 1,85 nM, mig a Tyr151Met mutdnsat 18,8 nM végsdé koncentracidban
hasznéltuk. A reakciét 2, 5, 7 és 10 perces inkubacids id6 utdn 20 pl minta HPLC oszlopra
torténd injektalasaval allitottuk le. A termékelegyet amino- és C18 oszlopon vélasztottuk el
acetonitril:viz gradiens eliciéval. A bontdsi képet a kromatogramon megjelend csucsok
standard anyagok segitségével torténd beazonositdsa utdn a szamitott teriiletaranyok alapjan
adtuk meg. Mivel a UV detektilds mdlszelektiv, az igy kapott ardnyok megegyeznek a

molaranyokkal.
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5.4.2.CNP-maltooligomerek hidrolizise hostabil bakterialis a-amilazokkal

CNP-oligoszacharidok (DP 3-8) BSMA katalizalta hidrolizisét 50 °C-on, mig a BLA
enzimmel felszabaditott termékek analizisét 50, 80 és 100 °C-on vizsgaltuk a (DP 4-10)

szubsztratokon a humén amildzokra leirt koriilmények kozott.

A bontdsi kép meghatdrozdsok sordn gondosan iigyeltiink arra, hogy kizdrjuk a termékek
masodlagos hasitdsat. A termékardnyokat mindig a hidrolizis korai szakaszdbdl szamoltuk,

ahol a szubsztrat konnverzidja 10-20 % koriili érték volt.

5.5. A SUMA szoftver: oi-amilazok szamitogépes alhely térképezése

Csak néhany alhely térkép talalhaté az irodalomban az amildzokra, ezért volt sziikséges
az alhely térképezés fejlesztése és tanulményozdsa [5, 7-9].

A DE Biokémiai Tanszékén egy szamitégépes programot fejlesztettek ki, ami a
depolimeriziciok szdmitdsdbol alhely térképet készit. A program WINDOWS alatt fut és
kisérletileg meghatdrozott kotéshasitdsi frekvencidkat (BCF) haszndl a katalitikus hely
pozicidjanak és alhelyek szdmanak meghatdrozdsahoz, illetve az alhelyek kotési energidjanak
szdmitdsdhoz. A program neve SUMA (SUbsite Mapping of o-Amylases), ennek segitségével
készitettiik el az a-amilazok alhely térképeit [26].

Ez a szoftver kotési energidkat szamol a mért kotéshasitasi frekvencidkbdl kiindulva.
A szamolésok a kovetkezd egyenleten alapulnak:

X 1 1+l
S 4 3 2 -1 +41 42 43 BCF
VNV NN VNG NN

G—G—G6G—G—G+— G-V P,
G— G—G—G+G—G—V |

AG1+1 - AGX = 'RT ll‘l Pl / P1+1 ’
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ahol a AGyy; az 1+1-es alhely kotési energidja, a AGy az x alhely kotési energidja, és a
P illetve Py, a termék kotés hasitasi frekvenciai, ami abbdl a kotési modbol szarmazik,

ahogy a szubsztrat redukdlé vége az I illetve 1+1 alhelyhez kapcsolodik.

Bevitel Chart
— mért adatok — alhely energia térkép
— aktiv hely hossza \ ((.)SZIOP vagy 3D-s oszlop
— k6t helyek diagram) o
pozicija —alhely energia interpolacidja
—cim
\ 4
Szamitas
o Note

—sz4amitas v . PSR
Giraszémolds — edit menii (masolas,

Y N0’ kivagds, {rds)
—interpolacio — nvomtatés
—hémérséklet yorn

— mentés

Szamitas Hoémérséklet

— egyenletek — mérés hémérséklete

— matrix 4s hémérsé

— mas hémérséklet
— elsédlegesen szdmolt
értékek

| !

Ujraszamolas Interpolécio
— a kotd energidkbol BCF —intervallum és
adatok szamoldsa 1épték

— az djraszamolt adatok Note — az energia térkép
ablakban megjelentetése < »| kirajzoldsa

— mért és szamolt adatok

Osszehasonlitdsa

38. dbra: SUMA szamitogépes program struktirdja.

Az alhelyek feltételezett szdma és a hasitdsi helyek pozicidja a szadmitdsok szerint
kiilonbozhet. Az elsddlegesen szamolt alhely energia értékeken finomithatunk iterdcidval, a
mérttel legjobban egyez6 BCF adatok djraszdmoldsdval. Az iterdcid sordn a mért és a szdmolt
adatok kozotti killonbség, a differencia lehetséges legkisebb értékét keressiik. Az iteracid

grafikus dbrdzoldsa a ,,Chart” ablakban a Line chart-ra kattintva jelenik meg. Az alhely
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energiat, mint energia térképet latjuk eredetileg a Chart ablakban (oszlop vagy 3D-s oszlop
diagram form4jdban), az adatok és szamoldsok kilistdzdsa a ,,Note” ablakban torténik. A
kotési energidkat kiszdmolhatjuk és a BCF adatokat djraszdmolhatjuk mas hdmérsékleten is,
mint amit a méréskor alkalmaztunk.
A SUMA el6nyei:

- korlatlan adatbeviteli lehetdség

- egyszeri hasznalat

- WINDOWS alatti miikddés, segitség a meniiben.
A Note lista elmenthetd, szerkeszthet6é és nyomtathaté szamolt adatokat tartalmaz. Grafikus
illusztraciok (minimalizacid, alhely térkép) teszik az eredményeket vilagosabbd. A BCF
adatok szdmolhatdk a méréshez hasznéltnal rovidebb és hosszabb szubsztratokra is. A SUMA

szabadon hasznalhat6 oktatasi €s kutatasi célokra is [26].

83



5.6. A nativ és mutans rekombinans fehérje eloallitasa

A vad tipusu és mutdns enzimeket Mishra és munkatérsai [98] allitottdk eld.

Az Y151M mutanst ioncseréld kromatografiaval és a részecskék méret szerinti
gélkromatografids elvélasztdsaval (SEC) tisztitottdk meg. (Az eljardst itt nem mutatjuk be.)
Az SDS-PAGE és Western blot analizis, hasonléan a rekombindns enzimhez, a tenyészetben
egy igen intenziv kb. 55 kDa tomegnek megfeleld savot adott. A vad tipusi enzim
expresszidjahoz hasonléan az aminosav analizis soran hexdézaminokat nem detektaltak az
aminosav analizis sordn, ami arra utal, hogy az expresszalt fehérje nem glikozilezett. 1 liter
tenyészetb6l kb. 5 mg fehérjét nyertek ki. A mutdns molekulatomege 56,22 kDa, ami
megfelel a nem glikozilezett enzimnek. Az Y151M amildz mutins MALDI-TOF spektrumat a

39.4bra mutatja.
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39.4bra: Az Y151M amildz mutins MALDI-TOF spektruma.
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5.7. A Tyr151Met katalizalta PNP-glikozid akceptor termékek szintézise

10 mM maltotetradzt és 15 mM aril-glikozidot 1 mM Ca(OAc),-t és 50 mM NaCl-t
tartalmazdé 25 mM, pH 6,0 natrium-glicerofoszfat pufferben (500 pl) inkubdltunk 8§, 15,
37 °C-on, 0, 8, 24, 48 és 72 o6ran at. A reakciot 20 U Y151M enzim hozzaadasaval
inditottuk, majd a jelzett inkubdlasi idok utan a reakcidelegyet 5 percig forraltuk. A
kicsapddott enzimet hiités utan 0,2 wm pérusméretiit Millipore fecskenddsziirdvel kiszirtiik. A
reakcidelegyet VRK, HPLC és MALDI-TOF MS analizisekkel kovettik nyomon. A
reakcidelegy egy tipikus VRK-ja a 40. dbran lathato.

GI1-PNP

G2-PNP
G3-PNP
GL+GAPNP . o .
G2 . o
G3 | ! .

G4

J

40.abra:Az Y151M katalizalta reakcidkeverék VRK képe maltotetraéz donor és PNP-

gliikkozid akceptor jelenlétében.

Futtatoszer: CHCl; : MeOH : HbO=8:5:1
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Szilikagél (Merck, aluminium hordozén szilikagél 60 F,ss 0,2 mm) lemezen
kromatografaltunk CHClz : MeOH : H,O = 8 : 5 : 1 oldészerrendszerben. A kromoféros
vegyiileteket UV ldmpa alatt detektaltuk, a maltotetradz atalakuldsat viz-kénsav 50 %-os
oldatdval torténd bepermetezés utdn 120 °C-ra torténd melegitéssel kovettiik nyomon.

A tisztitdis HPLC-vel tortént analitikai Spherisorb ODS2 oszlopon (250 x 4,0 mm,
5 um), acetonitril : viz = 13 : 87 eluenssel, 40 °C-on, 1 ml/perc aramlasi sebességgel. Az

eluens CNP glikozidjait 302 nm-nél detektaltuk és azonositottuk standardok segitségével.

5.8. Akarviozinil-izomaltozil-spiro-tiohidantoin (PTH-GTH) szintézise

10 mM (20 mg) GTH-t és 3 mM (15 mg) akarbézt 200 ml natrium-citrat pufferben
(50mM, pH 6,0) 50 °C-on inkubdltuk. A reakciét 20 E BSMA enzim hozzdaddsdval
inditottuk, majd 48 6ra utdn 5 percig tartd forraldssal éllitottuk le. A kicsapddott enzimet
hiités utdn 0,2 um pérusméretii Millipore fecskenddsziirdvel kisztrtiik. A tisztitdis HPLC-vel
tortént: félpreparativ Discovery RP Amid C16 oszlopon (250 x 10 mm, 0,5 pm),
acetonitril : viz = 3 : 97 eluenssel, 3 ml/perc dramldasi sebességgel.

Liofilezés utan 11,8 mg (20 % kitermelés) fehér, porszert terméket kaptunk.

'H és C NMR és ROESY spektrumok igazoltdk, hogy a f6 termékként izolalt vegyiilet
a-akarviozinil-(1-4)-a-D-gliikopiranozil-(1-6)-D-gliikopiranozilidien-spiro-tiohidantoin.

Az NMR adatok az EREDMENYEK és ERTEKELESEK c. fejezetben lathatok.

A mért €s a szamitott tomegspektrometrids adatok kitlind egyezést adtak.

A Cy7H43013N3SNa 6sszegképletnek megfeleld molekulatomeg (752,22) és a MALDI-TOF
MS [M + Na]™ mért m/z érték (752,27) igen j6 egyezést mutat.

Hasonléan a Cp7H4O13N3S Osszegképletnek megfeleldé molekulatomeg (728,2179) nagy
pontossdggal azonos a mért 728,2214 m/z értékkel.

A 16 termék ESI-TOF spektruma a 30. dbran lathato. [a]zoD : 100,5 (C 0,1, H,O)
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5.9. Nagynyomasu folyadékkromatografia (HPLC)

A HPLC elvalasztasokat részben Hewlett-Packard 1090 Series II, valamint Merck-
Hitachi LaChrom folyadékkromatografokkal végeztiik. A késziilékek szadmitégép vezérlést
(ChemStation), beépitett diddasoros (DAD) és refraktiv index (RID) detektorral felszereltek.
Folyadékszallito rendszeriik linedris gradiens képzésére alkalmas, az injektdlds véltoztathatd
térfogatd (1-25 ml és 10-250 ml) automata injektorral torténik.

Az elvélasztishoz a kovetkez6 kolonndkat hasznaltam:
14.Tablazat

Az elvalasztas soran hasznalt allofazisok

Az allofazis Az elvélasztas jellege
jellege Analitikai Preparativ
Forditott fazis Spherisorb ODS2 5 um, LiChrosorb C18 7 um,
(250 x 4 mm) (250 x 10 mm)
Amino LiChrospher 100 NH; 5 um, | Hypersil NH2 (APS) 5 um,
(250 x 4 mm) (250 x 10 mm)

Mddositott amino | APS Hypersil 5 um,

(100 x 4,6 mm)
Amid Discovery RP amid C16 5 pm | Discovery RP amid C16 5 pm
150 x 4.6 mm 250 x 10 mm

87



5.10. Tomegspektrometrias mérések

A Koichi Tanaka 4ltal kidolgozott MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/
Ionization- Time Of Flight) nagy eldnye mds tomegspektrometrids mddszerekkel szemben,
hogy megfeleld matrix haszndlatdval els6sorban molekulaionok keletkeznek, gy a
spektrumok értékelése egyszeriibb, nagy molekuldk és elegyek is vizsgalhatok [21].

A matrix segiti a nem illékony molekuldkat gz fazisba juttatni ugy, hogy a lézer
impulzusszeriien besugdrozza a matrix-minta kristalyokat, a matrix molekuldi elnyelik a 1ézer
energidjat, kristdlybol gazfazisba keriilnek mikézben magukkal ragadjak a velilk egyiitt
kristdlyosodé molekuldkat, megvédik dket a fragmentaciotdl, valamint ionizdcids dgensként is
milkddnek. Az igy gazfazisba jutott molekuldk molekulatomegét a TOF repiilési id0 alapjan
méri. Egy gyorsité fesziiltség hatdsdra a toltéssel rendelkez6 részecskék egy adott sebességgel
kezdenek repiilni. A nagyobb tomegli molekuldk lassabban, mig a kisebb tomegiiek
gyorsabban repiilnek, igy eltérd id0 utdn csapddnak a detektorba, ahol elektromos jelet
hoznak 1étre. A repiilési id6 adott gyorsito fesziiltség mellett csak a tomeg/toltés hanyadosatol
fligg, megfeleld kalibralas utian igy a molekulatomeg meghatarozhato.

A vizsgalatainkhoz hasznilt MALDI-TOF analizisekbdl néhdnyat a dolgozatomban is
bemutatok. Méréseinkhez Bruker Biflex III reflektronnal és ,delayed extraction”-nal
felszerelt tomegspektrométert hasznaltunk, 2,5-dihidroxi-benzoesav (DHB), vagy
2,3,6-trihidroxi-acetofenon (THAP) matrix alkalmazasaval, pozitiv-ion médban. A mintdk
gaz fazisba juttatdsa és ionizdldsa nitrogén lézer, 3 ns impulzusido alkalmazasaval tortént.
Tobbszori, éltaldban 100 impulzust alkalmaztunk 19 kV gyorsité és 20 kV reflektron
fesziiltség mellett. A késziiléket maltooligoszacharidok (DP 3-7) és maltopentadz-peracetat
[M+Na]* ionjainak m/z értékeire: (527,15; 689,21; 851,26; 1013,31; 1175,36 és 2142,84 Da)
vagy ciklodextrin (DP 6-8) [M+Na]* ionjainak m/z értékeire: (995; 1157 és 1319 Da)
kalibréltuk kiilsd kalibraciét alkalmazva.

John B. Fenn dolgozta ki az electrospray technikat, melynek lényege az, hogy a minta
hig (~10°-10"° M) oldatt (néhany pl/perc sebességgel) elektromos fesziiltséggel elldtott
kapillarison keresztiil egy flittt inert gazt tartalmazo térbe porlasztjdk. A képzddott cseppek
toltéssel rendelkeznek, és ahogy az olddszer parolog, csokken a feliilet, a feliileti toltés pedig
novekszik. Az oldatban 1év6 ionok egy adott feliileti toltés értéknél kilokddnek a cseppbdl,
gdz fazisu ionok jonnek létre és jutnak be a vikuum rendszerbe, ahol tomeg/ toltés ardnyuk

szerint szeparalodnak [138]. A lényeges kiillonbség a MALDI-hoz képest, hogy ebben a
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folyamatban tobbszordsen toltott ionok képzddnek, igy mivel m/z értékeket mériink, a nagy
molekulatomegii ionok is 5000 alatti m/z értéket érhetnek el. Masrészt, mivel ugyanazon
molekuldbdl tobb kiilonb6zd toltést ion képzddik, minden egyes mérés tobb parhuzamos
mérést jelent, s ez a mérés pontossagit javitja.

Az electrospray tomegspektrometria (ESI-TOF) igen elegans, érzékeny és a
legkiméletesebb ionizdldsi technika napjainkban, mely leginkdbb tiikkr6zi az oldatbeli
viszonyokat. Méréseinkhez ezt a technikat is hasznaltuk.

Az ESI-TOF MS spektrumok Bruker Bio Tof elektrospray tomegspektrométerrel

késziiltek negativ-ion médban.
A késziiléket natrium-trifluor-acetat [M-H] klaszter ionjainak m/z értékeire kalibraltuk 200-
1200 Da tartoményban kiils6 kalibracioval. A mérések felbontéképessége jobb, mint 6500, a
mért tbmeg pontossdga 5 ppm alatti. A mintdkat metanol : viz =1 : 1 —ben oldottuk és 10 uM
koncentraciéban hasznéltuk.

A kémiai Nobel dijat 2002-ben John B. Fenn és Koichi Tanaka kaptik a bioldgiai

makromolekuldk NMR vizsgalataval foglalkoz6 Kurst Wiithrich-el megosztva.

5.11. 'H és *C NMR analizisek

Az anomer konfiguracié valamint az interglikozidos kotés tipusanak megéllapitdsdhoz
NMR spektroszképidt hasznéltunk.
A 'H (500,13 MHz) és ""C NMR (125,76 MHz) spektrumok Bruker DRX-500
spektrométerrel késziiltek D,O-ban.
A kémiai eltoléddsokat a kiils6 kalibraciéra hasznalt DSS-hez viszonyitva szamitottuk.
A proton és szén NMR spektrumok teljes jelhozzarendelését a COSY, TOCSY, ROESY,
HSQC és HMBC mddszerekkel végeztiik el.
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5.12. Kinetikai mérések

5.12.1. Kinetikai mérések GalG,-CNP szubsztraton

A rovid, kromoforral ellatott szubsztraton valé méréseket 37 °C-on, pH 6,5 , mM
Ca(OAc),-ot, 51,5 mM NaCl-ot és 152 mM NaNj3-ot tartalmaz6, 50 mM-os MES-pufferben
végeztilk. A szubsztritot (0,5-3 mM) és az inhibitort Osszekevertiik, a reakciét pedig a HSA
(2 nM) inkubéciés elegyhez valé hozzdadasaval inditottuk. A reakcidelegy Ossztérfogata
minden esetben 500 pl volt. A HSA 4ltal felszabaditott CNP éltal okozott abszorbancia
novekedést Jasco V550 spektrofotométer Paralell Kinetics Analysis programjdval kovettiik
nyomon folyamatosan 405 nm-nél. A kezdeti sebességet a kinetikai gorbék linedris szakasza

alapjan szamitottuk. Minden mérést 3-4-szer ismételtiink.

5.12.2. Kinetikai mérések amiléz szubsztraton

Amiléz szubsztrat esetén a kinetikai méréseket 37 °C-on, 48,6 mM Na,HPO,-ot,
38,8 mM KH,POs-ot és 50 mM NaCl-ot tartalmaz6, pH 7,0 foszfat pufferben végeztiik.
A szubsztratot (2,6-6,6 mgml'l) és az inhibitort Osszekevertilkk, majd a reakciét a HSA
(6,5 nM) hozzdaddsdval inditottuk. A reakcidelegy 0ssztérfogata minden esetben 150 ul volt.
10 perces reakci6idd letelte utdn a reakciét 1 ml dinitro-szalicilsav (DNS) reagens
(1 % 3,5-dinitro-szalicilsav, 0,2 % fenol, 0,1 % Na, SOs;, 1 % NaOH vizes oldatban)
hozzdadéasaval allitottuk le. Az elegyet foszfat pufferrel 2 ml-re egészitettiik ki. A lefedett
kémcesoveket 15 percen at 100 °C-on foztiik, mig a vart sdrgds-barna szin meg nem jelent.
Ezutin 300 wl 40 %-os kalium-natrium-tartardt (Rochelle s6) oldatot adtunk a
reakcidelegyhez a szin stabilizdldsdnak érdekében. A csOveket hideg vizes fiird6ben
lehtitottiik, majd a Jasco V550 spektrofotométer Fixed Wavelength Measurement programja
segitségével 540 nm-nél mértiik az abszorbanciat.

A kinetikai paramétereket a Lineweaver-Burk, Dixon és a GalG,-CNP szubsztrit esetén
nem linedris regresszidval is meghatdroztuk a Grafit, enzimkinetikai program (2.1 verzid,

Erithacus Software) segitségével. Az inhibicié tipusdt a Lineweaver-Burk egyenesek és az
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ezek alapjan abrdzolt masodlagos egyenesekbdl (a meredekség illetve a tengelymetszet vs

inhibitor koncentracié grafikonok egyeneseibdl) dllapitottuk meg.
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6. AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEGZESE ES ERTEKELESE

Doktori disszertdciom 6sszefoglalja a DE TTK Biokémiai Tanszéken foly6 (2000-2005)
sz€nhidratkémiai és  szénhidrat-biokémiai  kutatdsokhoz  kapcsolodé — enzimatikus
glikozilezések eredményeit. Megvizsgéltuk, hogy az amilolitikus enzimek alkalmasak-e
kémiai dton nehezen (vagy egydltalin nem) eldallithat6, bioldgiailag aktiv molekuldk
szintézisére.

Sikerrel alkalmaztuk a nyul vazizom glikogén foszforiliz b enzimét homoldg
maltooligomer sorozatok eldéllitdsara (DP 3-12), a humdn nydl o-amildz Tyr151M muténs
enzimét, valamint a Bacillus stearothermophilus (BSMA) hoéstabil a-amilazat enzimatikus
glikozilezésekhez, oligoszacharidok szintézisére.

Uj kemoenzimatikus szintézis stratégiat dolgoztunk ki a kémiai titon igen nehezen, vagy
egydltalan nem el6allithaté tobb tagszamid (DP 8-12) B-maltooligomer glikozidok preparativ
méretll elddllitasara. A glikogén foszforildz katalizalta glikozilezéshez CNP-G; akceptort és
gliik6z-1-foszféat donort hasznéltunk. Eljarasunk novum; a médszer alkalmazésa ismeretlen az
irodalomban. A kroméforral jelzett szubsztratok kereskedelmi forgalomban nem kaphatdk. A
sorozat tagjai NP és CNP [-glikozidok; a B-glikozidos kotés ellendll az o-amildz
hidrolizisének, igy a termékek HPLC-vel jdl detektalhat6 B-glikozidok.

A maltooligoszacharid sorozatok birtokdban megtjitottuk €s tovabbfejlesztettiik az
a-amildzok alhely térképezésének modszerét. Egy alhely térkép megmutatja az alhelyek
szamat a kotorégioban, a hasitas helyét és az egyes alhelyek latszdlagos kotési energia értékét.
Elséként kozoltikk a Bacillus licheniformis (BLA), a Bacillus stearothermophilus (BSMA), a
human nyal amildz é€s Y151M mutdnsanak alhely térképét. Az alhely térképek nagy affinitsu,
és kedvezbtlen kolcsonhatasi specifikus alhelyek jelenlétét fedték fel. Kedvezotlen
kotoaffinitasi alhelyeket az aktiv centrum kiilsé régidiban taldltunk. Ezek az tigynevezett gat
alhelyek (barriers) meghatarozé szerepet toltenek be a termékeloszlast befolydsold rovid és
hosszu szubsztratok megkiilonboztetésében.

Az egyszerli pontmuticiok megvaltoztathatjak az affinitasi profilokat és a szubsztrat -
kotéarok kozotti dinamikus kolcsonhatast. ,,Engineered” enzimekkel névelhetd az a-amildzok
szintetikus aktivitdsa. Mutdcidval sikeriilt bevezetni transzferdz aktivitast a vad tipusd nyal
amilazba. Az Y151M mutdns enzimet elséként alkalmaztuk transzglikozilezéshez, aril-P3-

glikozidok (DP 2-4) regio- és sztereospecifikus szintéziseihez. Az enzimes szintézisek elonyét
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hasznéltuk fel a Bacillus stearothermophilus (BSMA) maltogén o-amildz katalizélta
glikozilezésekhez. A BMSA akceptor specifitdsa igen széles skdldjd, mivel nemcsak mono- és
diszacharidokra viszi it a donor szegmenseit, hanem tobbféle, szerkezetileg kiilonbozd
vegyiiletre is. A BSMA transzferdlta az akarb6z nem-redukdlé végi pszeudotriszacharid
(PTS) szegmensét a GTH-ra és fotermékként akarviozinil-izomaltozil-spiro-tiohidantoin
képzddését eredményezte. A glikozilezéssel a GTH inhibitor aktivitdsat négy nagysagrenddel

megnoveltiik.

A kémiai szintézissel el6allitott GTH és szarmazéka (PTS-GTH) lehet6vé tették a HSA
sz€nhidrat tipusd inhibitorokkal torténd gatldsanak részletes vizsgdlatat és a gatlas
kialakuldsaért feleldés szerkezeti tényezok megismerését. Jollehet még az adatgylijtés
fazisdban vagyunk, az mdar bizonyitott, hogy az 4tmeneti dllapotot mimikdld inhibitorok
hatékonyabbak, mint a szubsztrit analdg inhibitorok, valamint a cukor gylirli szdménak
novelésével fokozhaté az inhibitor hatékonysig. A PTS-GTH négy nagysdgrenddel jobb
inhibitora a HSA-nak, mint a GTH. A kitiin inhibitor hatdshoz az is hozzdjarul, hogy a
tiohidantoin funkcids csoportot megel6z6 1j o(1-6) interglikozidos kotés elegendd
konformécids teret biztosit ahhoz, hogy a célfehérje nydjtott kotdhelyére a PTS-GTH
molekula beilleszkedjen. A hosszabb, tobb alhellyel kolcsonhatdst 1étesitd molekuldk
hatékonyabb inhibitorok, mint a kisméretli, vagy hidrogén hid kotések kialakitisdra nem
képes molekulak.

Informéicidink kozelebb visznek j6 inhibitor aktivitdssal rendelkez6 molekuldk
tervezéséhez és Kkifejlesztéséhez, mely célmolekuldk hozzdjarulhatnak a ma mér

népbetegségnek szamitd diabetes, obesitas €s caries gydgyitdsdhoz és megeldzéséhez.
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7. SUMMARY

The goal of our work was to develop enzymatic methods for the synthesis of
oligosaccharides. Enzyme catalysed synthesis of oligosaccharides is a very attractive method
because it allows the formation of well defined oligosaccharides selectively without using any
protection of hydroxyl groups. In addition, on the basis of the advances in genetic
engineering, it is becoming possible to produce a wider range of enzymes on a large scale,
expanding the number of enzymes available for synthetic reactions. In our laboratory
considerable effort has been made to study the application of transglycosylation ability of
retaining glycosidases, first of all ai-amylases as an alternative approach for the synthesis of
chromogenic oligosaccharide substrates. Another motivation of our research was to design
and synthesise novel, efficient human o-amylase inhibitors. However, our effort using wild
type of amylases (PPA, HSA, BLA) was unsuccesful.

The great majority of the syntheses published in the literature are catalysed by exo-
acting glycosidases. The ability of endo-acting enzymes to synthesize novel oligosaccharides
has rarely been tested. One potential limitation of this approach, however, is that the products
of transglycosylation may themselves hydrolysed by the enzyme during the course of
reaction.

Despite the increasing work carried out with glycosidases, little is known about the
structural requirements for the binding of a sugar acceptor to the enzyme, wich is essential to
improve the synthetic utility of this methodology.

The application of homologous oligomeric substrates is an effective way to explore the
nature of the binding site and the process of catalysis for a-amylases. Although the overall
structure and the tertiary folding of the polypeptide chains of different a-amylases have been
determined, less is known about the differences in the action of o-amylases on the
homologous maltooligosaccharide series and the role of subsites is poorly understood.

In our laboratory the use of B-CNP maltooligosaccharides for subsite mapping has been
succesful. We described a new chemoenzymatic procedure for the synthesis of CNP-
maltooligosides as a promising alternative to their multistep chemical synthesis using rabbit
sceletal muscle glycogen phosphorylase b (EC 2.4.1.1). The primer in the enzymatic reaction
was 2-chloro-4-nitrophenyl B-maltoheptaoside (G7;-CNP), synthesized from P-cyclodextrin

using a convenient chemical method. CNP-maltooligosaccharides of longer chain lehgth, in
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the range of DP 8-11, were obtained by a transglycosylation reaction using o-D-
glucopyranosyl-phosphate (G-1-P) as a donor. Detailed enzymological studies revealed that
the conversion of G;-CNP was highly dependent on the conditions of transglycosylation.
More than 90 % conversion of G;-CNP was achieved through a 10 : 1 donor/acceptor ratio.
Transglycosylation at 37 °C for 30 min with 10 U enzyme resulted in Gg_,;,-CNP oligomers
in the ratio of 22.8, 26.6, 23.2, 16.5 and 6.8 %, respectively. The reaction pattern was
investigated using an HPLC system. The preparative scale isolation of Gg_,;;-CNP glycosides
was achieved on semipreparative HPLC column. The productivity of the synthesis was
improved by yields up to 70-75 %. The structures of the oligomers were confirmed by their
chromatographic behaviors and MALDI-TOF MS data.

The active site of a-amylases is described by the subsite model. The amylase subsite
model depicts the substrate binding region of the enzyme to be a tandem array of subsites.
Each subsite is complementery to, and interacts with a substrate monomer unit. There are a
number of different ways in wich an oligomer substrate can interact with these subsites. For
subsite mapping only the productive binding modes are considered, in wich cases a
susceptible bond extends over the catalytic site and the bond is cleaved. Analysis of the
hydrolysis products reveals wich subsites are occupied in a given binding mode. The relative
rate of formation of each product is called bond cleavage frequency (BCF), which gives
information about subsite binding energy. The process which quantifies the subsite model is
referred to as subsite mapping.

A subsite map shows the number of subsites, the position of the catalytic site and the
apparent binding energies between subsite-substrate monomer unit. For subsite map
calculation a computer program was developed in our laboratory. The program runs in
Windows and uses the experimentally determined BCF data. The program called SUMA and
is freely available via internet for research and educational purposes.

o-Amylases and related amylolytic enzymes are among the most important enzymes and
of great significance in the present day biotechnology. The spectrum of amylase application
has widened in many fields, such as clinical, medicinal and analytical chemistry; as well as
their widespread application in starch saccharification and in the textile, food, brewing and
distilling industries. Enzymatic hydrolysis of starch has now replaced acid hydrolysis in over
75 % of starch hydrolysing process due to many advantage, not least its higher yields.
Hydrolysis of starch gives rise to small maltooligosaccaharides and glucose. The price of pure

maltooligosaccharides is extremly high because of the difficulties encountered in their
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production. These facts support that novel a-amylases which can produce desired products in
an one-step reaction from starch are needed.

Bacillus licheniformis is a mesophilic bacterium, but produces a highly thermostable
a-amylase BLA. It is widely used in alcohol, sugar and brewing industries for the initial
hydrolysis of starch to dextrins, which are then converted to glucose by glucoamylases.
However, its function on starch and oligosaccharides is poorly understood. Therefore, we
were encouraged to study this amylase and it turned one that it was an attractive model
enzyme for active centre investigation.

BLA exhibited an unique pattern of action on CNP-maltooligosaccharides by cleaving
maltopentaose units as main products; 68, 84 and 88 % from the non-reducing end of CNP-
Gg, CNP-G; and CNP-Gg, respectively, and leaving CNP-glycosides. As the chain length
increases, the maximum frequency of attack shifts toward the reducing end of the chain and
CNP-G3 becomes the major product; 88, 83 and 83 % from CNP-Gs, CNP-Gg and CNP-Gy
respectively. This favourable release of CNP-G; was also observed for the pentamer
glycoside (CNP-Gs). In this case the substrate was too short to occupy all the subsites and
three glycosyl residues from the reducing and were bound in subsites (+1, +2, +3) and led to
the formation of CNP-G3 in 48 %.

Our results strongly suggest the presence of at least eight subsites in BLA, five glycone
sites (-5, -4, -3, -2, -1) and three aglycone sites (+1, +2, +3) and the catalytic site is located
between subsites (-1) and (+1). The subsites are labelled from the catalytic site, with negative
numbers for subsites to the left (non-reducing end side) and positive numbers to the right
(reducing end side). For all the substrates the chromogenic aglycon (CNP), which was in
B-glycosidic linkage, could interact with subsites (+2) and (+3), but less favourable than a
glucose residue. In the ideal arrangement subsite (+3) was filled by a glucopyranosyl unit and
the aglycon sites (-5, -4, -3, -2, -1) were also occupied by glucose residues which resulted in
an interesting dual product specificity for the dominant formation of CNP-G; and
maltopentaose.

BCFs were evaluated for chain length of 4-10 of CNP B-maltooligosides and these
quantitative data were used to calculate the subsite map for BLA. Primarily calculated binding
energies were optimised to give an optimum fit of BCFs to the experimentally measured
values. The subsites (-6) and (-5) of BLA have +1.0 and +1.1 kJ/mol free-energy,
respectively. We can suggest that these subsites are not real subsites for BLA. Subsite (+4)

has positive free-energy of binding and will be referred to as ,,barrier subsite”. This barrier
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subsite resulted in the dual product specificity of BLA. Results confirm that the eight subsites
originally assumed for our experimental data are correct and BCFs are predicted correctly
within experimental error. The subsite map of BLA on modified homologous
oligosaccharides provided further insight into the structure and function of BLA.

The stability and catalytic activity of enzymes are highly effected by temperature. To
elucidate how temperature effects subsite map of BLA, comparative sudies were performed at
50 °C, 80 °C and 100 °C. Subsite map at 80 °C indicates more favourable bindings compared
to the hydrolysis at 50 °C. Hydrolysis at 100 °C resulted in a clear shift in the product pattern
and suggests significant differences in the active site architecture. Two preferred cleavage
modes were seen for all substrates in which subsite (+2) and (+3) were dominant, but CNP-G;
was never formed. In the preferred binding mode of shorter oligomers, CNP-G; serves as the
leaving group (79 %, 50 %, 59 % and 62 % from CNP-G4, CNP-Gs5, CNP-G¢ and CNP-Gy,
respectively), while CNP-Gs; is the dominant hydrolysis product from CNP-Gg, CNP-Gg and
CNP-Gyg (62 %, 68 % and 64 %, respectively). The high binding energy value (-17 kJ/mol)
found at subsite (+2) is consistant with the significant formation of CNP-G,. Subsite mapping
at 80 °C and 100 °C confirms that there are no further binding sites despite the presence of
longer products.

In humans, o-amylase is one of the major secretory products of the pancreas and
salivary glands, playing a role in digestion of starch and related oligosaccharides. Human
amylases of both salivary (HSA) and pancreatic origin (HPA) have been extensively studied
from the viewpoint of clinical chemistry, because they are important as indicators of
pancreatic and salivary glands disorders. Our interest was focused on salivary amylase, which
is multifactorial enzyme involved in distinct biological functions. It has been shown that it
may play a significant role in dental plaque formation and subsequent process of dental caries
formation and progession. Furthermore, oi-amylases are used as targets for drug design in
attempts to treat diabetes, obesity and hyperlipemia. Diabetes mellitus is the most common
serious metabolic disease in the world; it effects hundreds of millions.

The widening interest in the treatment of sugar metabolic disorders has stimulated our work to
search for new and efficient drugs and apply them as inhibitors of amylolitic enzymes.

We thought that human salivary amylase (HSA), one of the intensively studied
a-amylases, should be the enzyme of choice to meet these particular needs. Therefore, we
started biochemical studies involving small substrates and substrate-like inhibitors to gaing a

better understanding of HSA function in obesity, diabetes and attempts to manipulate the
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biological activity of HSA giving rise to ideal microbial ecology in the oral cavity. The active
site of human amylases harbors three aromatic residues Trp59, Tyr62 and Tyrl151, which
provide stacking interactions to the bound glucose moieties. It has been shown that Tyr151
occurs at subsite (+2) and may influence the size of the leaving group. To study the role of
subsite (+2) in recognition of terminal residue of substrate a mutant Y151M was generated
in wich the tyrosine at position 151 of HSA was replaced by a methionine. The product
distribution for Y151M mutant, on the same oligosaccharide series, was very interesting and
markedly different from that of the HSA. The moiety CNP-G; is the major product of
hydrolysis when CNP-G; and CNP-G4 were used as substrates and was significantly released
in the hydrolysis of longer oligomers (DP 6-10) as well whereas this monomer glycoside was
not recognisable as a product in the hydrolysis of the corresponding substrates by HSA. These
results can be explained by the presence of methionine at subsite (+2) which is not
advantageous to the polar glucose residues.

Subsite map shows that four glycone and three aglycone binding sites are present in
HSA. Surprisingly, the calculated binding energy at subsite (+2) indicates a remarkably good
interaction with the bond monomer unit of the substrate, compared with the other subsite
energies. In the mutant, all of the subsites exhibit a lower affinity for a glucose residue
compared to the corresponding subsites of HSA. The most remarkable decrease in the
calculated binding energies can be found at subsite (+2), where the mutation has occured (-2.6
kJ/mol vs -12.0 kJ/mol).

The product distribution revealed that int he mutant maltose changed to glucose as the
minimal leaving group due to the presence of Met at subsite (+2) which is not advantageous
to polar glucose residue. The binding region of the mutant was found to be shorter with one
aglycone binding site. The Met at position 151 would not provide the stacking interaction and
the water-mediated hydrogen-bonding interaction provided by the tyrosine residue of the wild
type enzyme. In addition, the mutant showed a significant reduction in its hydrolytic
efficiency and a remarkably good increase in its transglycosydase activity. It was envisaged
that the structural change at the algycone binding site could improve the synthetic activity of
HSA and PNP-glycosides would be better acceptors for the mutant than for the wiled type
enzyme.

Taking advantage of the transferase activity of the mutant we developed an enzymatic
strategy for the synthesis of PNP-glycosides with DP from 2 to 4. Y151M was capable of

transferring maltose and maltotriose residue from maltotetraose as donor onto different PNP-
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glycosides. This reaction can be characterized by 3 stages: The first is the hydrolysis of donor.
In the absent of acceptor G is cleaved to maltose (80 %) and maltotriose (20%).

The second is the transglycosylation at 8 °C with maltotriose leading to the formation of the
tetramer glycosides or transglycosylation at 15 °C with maltose resulted in the synthesis of
trimer glycosides — which was followed by the third one at 37 °C, the secondary hydrolysis of
the accumulated products. NMR sudies revealed that the mutant retained its regio- and
stereoselectivity, in this way the donor fragments were linked to the acceptor by o-1,4
glycosidic linkages, exclusively. Therefore the longer oligomers can be readily hydrolysed
and the dimer was accumulated. The utilisation of the mutant of HSA for transglycosylation
clearly shows that we could introduce transferase activity to a hydrolytic enzyme by point-
mutation.

Many o-amylase inhibitors have been obtained from microbial and plant origins and
have also been found in synthetic substances. Acarbose is a natural product produced by
Actinoplanes sp. fermentation and a highly effective inhibitor of several carbohydrases; such
as o-glucosidase, o-amylase, CGT-ase, glucoamylase. It is in clinical use for the treatment of
diabetes and very popular in crystallographic analysis of protein-oligosaccharide interaction.

The mechanism of inhibition has been postulated to be due to the unsaturated
cyclohexene ring and the glycosidic nitrogen linkage that mimics the transition state for the
enzymatic cleavage of glycosidic linkages. It has been shown that acarbose is metabolised by
intestinal carbohydrases. When these degradation products arrive in the large intestine the
microbial fermentation of glucose may cause unconvenient diarrhoea. Therefore, there is an
obvious need for novel agents that could act without these side effects. We thought that
glucopyranosylidene-spiro-thiohydantoin (GTH), the very efficient inhibitor of glycogen
phosphorylase should be the inhibitor of choice to meet our needs. However, we found that it
was a weak inhibitor of HSA with the inhibition constansts in mM range. Since GTH is a
small molecule the long enough active site facilitates accomodating in different binding
modes. This might be the season for its weak activity. It was envisaged that the longer spiro-
thiohidantoin analogues should be more efficient inhibitors than GTH.

Recently a new thermostable maltogenic amylase from Bacillus stearothermophilus
(BSMA) has been isolated and characterized. K. H. Park and coworkers cloned the BSMA
gene and expressed the protein. BSMA exhibits both hydrolytic and transglycosylation
activity. It is able to hydrolyse the potent inhibitor acarbose and transfer the product to a sugar

acceptor molecule. BSMA binds acarbose to cleave the first glycosidic linkage to give
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acarviosine-glucose (PTS). In the presence of carbohydrate acceptors PTS is primarily
transferred to the C6 position of the acceptor. When D-glucose is the acceptor, isoacarbose is
formed. This observation encouraged us for the production of a novel inhibitor specific for
human amylases. It was thought that GTH would be a good acceptor for BSMA leading to the
synthesis of the acarbose derived transglycosylated product.

The BSMA catalysed transglycosylation reaction using acarbose as a donor and GTH as
an acceptor was followed by TLC, HPLC and MALDI-TOF analysis. Two UV detectable
products were separated by HPLC on a reverse phase column. The two newly formed
transglycosylated products appeared after 10 hours incubation time and their amounts were
significantly increased after 48 hours. Interestingly, the MALDI-TOF spectrum of the
reaction mixture resulted in a single peak with an m/z higher than that the acarbose, pointing
that the products being isomer compounds. Since O-amylases are retaining enzymes, the
products should be a-glycosidic bonded regioisomers. Based on the good agreement between
the calculated (752.22) and measured (752.27) molecular masses the isolated products were
indentified to be transglycosylation compounds between PTS and GTH. The main product
was analysed by NMR spectroscopy. 'H and PC NMR studies revealed that the BSMA
reserved its stereoselectivity. Glycosylation took place mainly at C-6 resulting in
a-acarviosinyl-(1,4)-a-D-glucopyranosyl-(1,6)-D-glycopyranosylidene-spiro-thiohydantoin.
This compound was found to be a much more efficient salivary amylase inhibitor than GTH.

Kinetic investigations were carried out on a synthetic and the natural substrate of
HSA. The inhibition is a mixed-noncompetitive type on both substrates and only one
molecule of inhibitor binds to the enzyme. Kinetic constansts calculated from secondary plots
are in micromolar range.

The widening interest in the treatment and prevention of sugar metabolic disorders
stimulates our work further to study the protein-ligand interaction and design new and

efficient drugs as amylase inhibitors.
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9.3. Roviditések

AHA Alteromonas haloplanctis 0-amilaz

AMP Adenozin monofoszfat

Arg Arginin

Asp Aszpariginsav

BAA Bacillus amiloliquephaciens amilaz

BCF Bond cleavage frequency

BLA Bacillus licheniformis o-amildz

BSMA Bacillus stearothermophilus maltézt képzd amilaz
CGT-az Ciklodextrin-gliikoziltranszferaz

CNP 2-kl6r-4-nitrofenil/ol

COSY Correlated Spectroscopy

Cys Cisztein

DHB 2,5-dihidroxi-benzoesav

DNS Dinitro-szalicilsav

EC Enzyme Comission

ESI-MS Elektrospray ionizaciés tomegspektrometria

G-1-P Gliikéz-1-foszfat

G3.11-CNP 2-kl6r-4-nitrofenil-4-O-B-D-maltooligomerek
GalG,-CNP 2-kl6r-4-nitrofenil-4-O-B-D-galaktopiranozil maltozid
Glu Glutaminsav

GTH Gliiko-spiro-tiohidantoin

His Hisztidin

HMBC Multiple Bond CH Correlation

HPA Humén pankredsz amildz

HSA Humaén nyél amilaz

HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation

IUBMB International Union of Biochemistry and Molecular Biology
KEgr Enzim-inhibitor komplex disszociiciés dllanddja

Kgst Enzim-szubsztrat-inhibitor komplex disszocidcids dllanddja
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MALDI-TOF MS

NP

PNP

PNP 1-S-B-Glc
PNP a-Glc
PNP a-Man
PNP o-Xyl
PNP B-Glc
PPA

PTS

PTS-GTH

ROESY
SDS-PAGE
Ser
SUMA
THAP
TIM
TMA
TOCSY
Trp

Tyr
YI151M

Matrixszal segitett 1ézer deszorpcid, ionizacid, repiilési idd
detektoros tomegspektrometria

4-nitrofenil/ol

4-(p)-nitrofenil/o

4-(p)-nitrofenil 1-tio-B-gliikkopiranéz
4-(p)-nitrofenil a-gliikkopirandz

4-(p)-nitrofenil o-mannopirandz

4-(p)-nitrofenil a-xylopiran6z

4-(p)-nitrofenil B-gliikkopiranéz

Sertés pankredsz amildz

Pszeudotriszacharid

a-Akarviozinil (1-4) a-D-gliikopiranozil-(1-6)-D-
glikkopiranozilidén-spiro-tiohidantoin

Rotating Frame Overhouse Effect Spectroscopy
Natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
Szerin

Subsite mapping of oi-amylases
2,3,6-trihidroxi-acetofenon
Tri6z-foszfat-izomeriz

Tenebrio molitor a-amilaz

Total Correlation Spectroscopy

Triptofan

Tirozin

Tirozinl51methionin mutans amilaz
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