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1. Bevezetés és célkitiizések:

Napjainkban globalis probléma, hogy a megfeleld mennyiségli és
min6ségli ¢élelmiszer elérhetd legyen mindenki szdmara. A problémak
enyhitésének egyik lehetdsége a mezdgazdasagi karok mérséklése, példaul a
kartevé rovarok altal okozott pusztitdsok csokkentése. Az elleniik valod
védekezés tobbféle modon megvaldsithatdo, kémiai vagy biologiai
megkdzelitéssel. A novényevo rovarok egy része a ndvények termését
fogyasztja, mig vannak levélkartevok, mint példaul a burgonyabogar. A
burgonyabogar jol alkalmazkodik taplalékforras, és klima szempontjabol és a
rovar0l6 szerekhez is és Europaban kevés természetes ellensége fordul eld, igy
a bioldgiai ndvényvédelem hatastalannak bizonyul vele szemben, ezért
vizsgélata kiemelt jelentdséggel bir. A burgonyabogar elleni védekezés egyik
lehetdsége a f6 emésztd enzim, az a-amildz gatlasa. Ez a védekezési modszer
kiegésziti és Otvozi a mostandig alkalmazott novényvédelmi stratégiakat.
Szamos, a természetben fellelhetd vegyliletrél bizonyitottdk, hogy a-amilaz
inhibitor lehet, tehat olyan vegyiileteket hasznalhatunk a védekezés soran,
melyek szelektivek, természetben is megtalalhatok és igy nem karosak. A
megfeleld inhibitorok kutatasahoz elengedhetetlen a burgonyabogar a-amilaz
(LDAmy) aktiv centrum szerkezetének ismerete, melynek felderitését tliztem ki
célul a doktori munkamban. Az amildzok transzfer aktivitasa altalaban
kimértéki, de tobb példa van az irodalomban arra, hogy mutéacioval novelheto.
Az elbzetes vizsgalatok azt mutattdk, hogy az LDAmy vad tipusa is képes a
transzglikozilezési reakciot katalizalni. Ahhoz, hogy a maximalis szintézis
iranyu aktivitast elérjem vizsgaltam a pH és a szerves oldoszer koncentracio
hatasat, mivel ezen paraméterek jelentdsen befolyasolhatjadk az enzim

miikodését.



2. Anyagok és modszerek:
2. 1. A burgonyabogar bél kivonatanak preparalasa:

A burgonyabogar larvakat ¢s imdgdkat a Debreceni Egyetem
Mez6gazdasag-Elelmiszertudomany és Kornyezetgazdalkodasi Kar
Novényvédelmi Intézetének munkatarsai gytijtotték be. A rovar emésztdszervét
kipreparaltak, majd 250, illetve 500 pl fiziologias soéoldatba (0,9% NaCl)
helyezték. A bél kivonatot tartalmazd oldatot ezutan 30 masodpercig
vortexelték, majd 6t percig centrifugaltak 1000 g-vel 5 °C hémérsékleten. A
feliiluszot elvalasztottak és a vizsgalatokig -20, illetve -80 °C homérsékleten
taroltuk.

2.2. A rovarbél extraktum enzimaktivitas mérése:

A rovarbél extraktum szénhidratbonté enzimeinek (a-amilaz, a-és [3-
gliikkozidaz) aktivitismérése Jasco V-550 spektrofotométerrel tortént 2-klor-4-
nitrofenil-4-O-B-D-galaktopiranozilmaltozid (GalG>CNP), p-nitrofenil-a- és -
D-gliikopiranozid szubsztratokon (1. dbra)
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1. abra: A rovarbél extraktum enzim aktivitasanak méréséhez alkalmazott
szubsztratok szerkezete: A) GalG,CNP B) p-nitrofenil-a-D-gliikopiranozid C) p-
nitrofenil-p-D-gliikopiranozid.
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Az aktivitasmérések 50 mM 2-(N-morfolino)-etdnszulfonsav (MES), 5
mM kalcium-acetat, 51,5 mM natrium-klorid és 152 mM natrium-azid tartalmi
pufferben (pH6) torténtek 37 fokon. A reakcidelegy 200 ul MES pufferben
oldott 5 mM szubsztratot, 290 ul MES puffert és 10 ul rovarbél extraktumot
tartalmazott. Az abszorbancia valtozasat 400 nm hullamhosszon, a p-nitrofenol
elnyelési maximuman kovettem 3 percig.

2.3. A rovarbél extraktum bontasi képének vizsgalata:

Az LDAmy bontasi képének vizsgalata soran keletkezd termékek
elvalasztasat Agilent 1260 infinity II (kvaterner pumpa, automata injektor,
diodasoros detektor) HPLC rendszerrel valositottam, amihez egy ESA Corona
CAD detektor is volt csatolva. A reakcidelegyek 1 mg szubsztratot tartalmaztak
Iml pufferben. A reakciét 5 pl rovar emésztonedv hozzaadasaval inditottam.
Az elvalasztast Accucore-aQ (150x2,1 mm, 2,6 um, Thermo) oszlopon
végeztem Security Guard Cartridge Cis (4x3,0 mm) elotét oszloppal, az
aramlasi sebesség 0,4 ml/perc az injektalasi térfogat 5 pl volt. A CNPG, bontéasa
soran keletkezd termékeket izokratikus elicidval valasztottam el ACN:viz 7:93
(VIV)% elegyével, a BnlG,PNP hidrolizis termékeinek elvalasztasahoz
gradiens eluciot hasznaltam. A detektalasi hullamhossz 200 ¢és 302 nm volt.

2. 4. Az LDAmy tisztitasa:

Az LDAmy elvalasztasat affinitdas kromatografids modszerrel
valositottam meg. A fiziologias sdoldatban 1évé extraktum 5 ml részletét 30K
ultrasziirével 5 °C hémérsékelten és 10000 g-n toményitettem és ennek a
mintanak 200 pl részletét injektaltam a keményitdgél tartalmt oszlopra. Az
elvalasztas alatt 1 ml térfogati frakciokat gyljtdttem. Az Osszes fehérje
koncentraciét a  frakciokban 280 nm  hullamhosszon kovettem

spektrofotometriaval. A frakciok a-amilaz aktivitasat a rovarbél extraktum
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vizsgélatakor alkalmazott mddszerrel azonos modon hataroztam meg. A
felviteli puffer 1 M acetat puffer volt, mely 1 M ammonium-szulfatot tartalmaz
(pHS5,2), elucids pufferként 1 M acetat puffert (pHS,2) alkalmaztam, mely 10
mg/ml maltozt tartalmazott. A burgonyabogar a-amilaz tisztasdgat SDS-PAGE
modszerrel ellendriztiik.

2.5. Az LDAmy szintézis iranyu reakciéjanak vizsgalata:

Az LDAmy szintézis iranyu reakciojat CNP-B-D-gliikopiranozid, PNP-
B-D-galaktopiranozid, PNP-B-D-mannopiranozid, PNP-B-D-gliikozaminid és
PNP-B-D-xilopiranozid akceptorok, valamint vizoldhatdo keményitd, gliikoz,
maltoz, maltotriéz és egy maltooligoszacharid keverék donorok jelenlétében
valositottam meg. A szintézis iranyu reakciot a tisztitott enzim bontasi kép
vizsgalatdhoz hasznalt kromatografias modszerrel kovettem. A  donor
molekulak vizsgalatahoz 1% keményit6 oldatot, 10 mM gliikozt, 10 és 25 mM
maltozt, 25 mM maltotridzt vagy 10 mg/ml Gs-G7 keveréket hasznaltam azid-
mentes MES pufferben oldva. A reakciét minden esetben 1 pl 18 puM
koncentracioju  LDAmy  oldatdnak  hozzdadasdval inditottam. A
transzglikozilezési reakcid pH optimuméanak meghatarozasdhoz azid-mentes
MES oldatot hasznaltam, melyek pH-jat 4, 5, 6, 7 és 8 értékre allitottam. A 1 ml
térfogatu reakcioelegyek 10 mg/ml Gs-G7 keveréket, valamint 10 mM CNPG-t
tartalmaztak. A szintézis iranyu reakcio szerves oldoszer tartalom hatasanak
vizsgélatadhoz olyan mintakat allitottam 0ssze, amelyek 10 mg/ml Gs-G7 elegyet
¢s 10 mM CNPG donort tartalmaztak, oldészerként pedig azid-mentes MES
puffert (pHO6) és acetonitrilt (ACN) alkalmaztam, melyek végsé térfogata 1 ml
volt. A PNP-B-D-mannopiranozid tartalmu reakcidelegyben keletkezo
termékek ,,preparativ”’ elvalasztasat Supelcosil LC-18 (250*4,6mm, Sum,

Supelco) oszlopon valositottam meg 1,5 ml/perc aramlasi sebességgel. A
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kolonnatér hdmérséklete 40 °C, az eluens dsszetétele ACN:viz 10:90 (V/V)%,
az injektalt térfogat 25 ul volt. A nem redukald végi véddcsoport mindségének
a transzglikozilezési reakcidra vald hatasat BnlG7PNP és etilidén-4-nitrofenil-
a-D-maltoheptaozid (Et-4-G7-NP, SORACHIM,) szubsztratokon vizsgaltam
(2. &bra).
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2. abra: A BnlG7PNP (A) és az Et-4-G7-NP (B) szubsztratok szerkezete

2.6. Az LDAmy bontasi képének meghatarozasa HPLC modszerrel:

A tisztitott LDAmy bontasi képének vizsgalatit CNPGn (n=4-8)
szubsztratokon hatottam végre. A reakcioelegy ~100 uM szubsztratot
tartalmazott 1 ml azid-mentes MES pufferben. Az enzim reakcio6 inditasa 1 pl
18 uM koncentraciojt LDAmy oldattal tortént. A vizsgéalatokhoz hasznéalt
folyadékkromatografidss modszer a kovetkezé volt: Venusil AQ CI18
(150*4,6mm, 3 pum, Agela) oszlop; 0,6 ml/perc aramlasi sebesség; eluens
Osszetétel: ACN:Viz 18:82 (V/V)%; injektalt térfogat: 5 pl; detektalasi

hulldmhossz: 302 nm; mérési id6: 20 perc.



3. Uj tudomanyos eredmények

3.1. Igazoltam, hogy a burgonyabogir bélkivonat szénhidrat emészto

enzimei az a—amiliz, a-gliikozidaz, és p-gliikozidaz.

A rovarbél extraktum o-amildz szubsztratra optimalt koriilmények kozott
elvégzett spektrofotometrids vizsgalata sordn specifikus szubsztratok
segitségével igazoltam a gliikoz egységekbol felépiild dsszetett cukrok bontasat

veégzo enzimek jelenlétét (3. abra).
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3. abra: A burgonyabogar kozépbél extraktum o-amildz, illetve a- és B-
gliikozidaz aktivitdsanak vizsgalata

3.2. Vizsgiltam a burgonyabogiar bél kivonat szénhidrat bontasat
kromofor tartalmu maltooligoszacharid szubsztratokon. Megallapitottam,
hogy a harom enzimnek nagysagrendileg azonos a reakciosebessége az

egyes szubsztratok, illetve a beloliik keletkezo termékek esetében.

Meghataroztam a rovarbél extraktum bontasi képét €s dsszehasonlitottam a mar

korabban vizsgalt, mas szervezetbdl szarmazo a-amilazok bontasi képével. A

bontasi kép meghatarozasokat CNPG; és n=4-8 gliikdz egységet tartalmazo
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BnlG,PNP szubsztratokon végeztem el. Mivel a CNPG; az a-gliikozid4dznak is
szubsztratja, igy az a reakcid kezdetétdl konszekutiv moédon bontja nem
redukald vég feldl a kiindulasi szubsztratot és az amilaz altal felszabaditott
termékeket is. A BnlG7PNP esetében a redukald vég feldli hidrolizistermékek
szubsztratjai o-glilkozidaznak, de az elsédleges hidrolizis termékek kizarolag
az a-amilaz termékei. A kinetikai modell elkészités¢hez mindharom enzim
aktivitasat figyelembe vettem. A kisebb tagszaml szubsztratok esetében az
LDAmy és a PPA kotéshasitasi frekvencia értékei jelentosen eltértek egymastol,
tehat a két enzim aktiv centruma eltér6. Emellett BnlGsPNP bontési vizsgalata
soran olyan termékek voltak detektalhatok, amelyek arra utaltak, hogy a

hidrolitikus reakciok mellett tortént szintézis iranyu reakcio is.

3.3. Sikeresen kinyertem az LDAmy-t a rovar bélkivonatbél affinitas

kromatografias modszerrel keményité gél alléfazison.

Az affinitas allofazist vizoldhato keményitd keresztkotéseével allitottam eld, az
affinitas elicidhoz a rovar a-amilaz enzimhez kompetitiven k6t6d6é maltozt
hasznaltam. Az LDAmy tisztasagit SDS-PAGE modszerrel ¢és a

szénhidratbontd enzimek spektrofotometrias aktivitas mérésével igazoltam.

3.4. Megallapitottam, hogy az LDAmy rendelkezik transzglikozidaz
aktivitassal, vizsgaltam a transzfer reakcié koriilményeinek hatisat a

reakcio lefutasara.

Megallapitottam, hogy a reakcioban donor molekulaként funkcionalhat a
maltoz, valamint nagyobb tagszami maltooligoszacharidok, kivéve a
maltotriozt, mely gatolja a transzglikozilezett termékek keletkezését. A

transzglikozilezési reakcio pH optimuma pH=6, savasabb pH értékeken
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termékardny valtozdsa, valamint az 0sszes termék mennyiségének minimalis
csokkenése volt megfigyelhetd, mig a semleges és lugos tartomanyban
drasztikusan csokkent a termékek mennyisége. A szerves olddszer jelenléte
jelentésen befolyasolja a transzglikozilezési reakcidban a termékaranyt, 20%
ACN biztosit legnagyobb a szintézis/hidrolizis aranyt. Az dtmeneti fémionok
csak kismértékil hatast gyakorolnak a reakciora. Akceptorként csak a CNP-f3-
D-gliikopiranozid és a PNP-B-D-xilopiranozid alkalmazasaval tapasztaltam
termékek keletkezését. A nem redukald végi véddcsoport mindsége nem

befolyasolja a termékek aranyat és mennyiségét.

3.5. Meghataroztam az LDAmy bontasi képét 4-8 gliikkéz egységet
tartalmazo6 kromofor csoport tartalma maltooligoszacharidok segitségével

HPLC termékanalizissel.

A hidrolizis reakciot a CNP maltooligomerek hidrolizise soran keletkezd,
redukald végi termékek HPLC elvalasztasa soran kapott csticsok teriiletének
valtozasaval kovettem. A kapott eredményekbdl a hidrolizis modell alapjan
meghataroztam a kinetikai allandokat a kinetikai gérbék szoftveres illesztésével

(4. abra).
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4. abra: A CNP maltooligomerek bontasi kép vizsgalata. Kiindulasi szubsztrat
¢és a termékek koncentracidjanak idobeni valtozasa, valamint az illesztett

kinetikai gorbék (CNPGs: X, CNPGy:
CNPGs: ¢, CNPGy:

, CNPGg: m, CNPGs: *,CNPGy: m,
,CNPG: A).



3.6. Meghataroztam a kotéshasitasi frekvenciak értékét. Felallitottam az
enzim alhely modelljét és 6sszehasonlitottam mas szervezetekbél szirmazo

o-amilazok alhely térképével.

Latszolagos kotési energia (ki/mol)

-5 4 3 -2 -1 +1 +2 +3

Alhely szama

5. abra: Az LDAmy (z6ld), a HSA (kék) és a PPA (piros) alhely térképe. A
szamok az LDAmy latszélagos kotési energiainak értékei, a piros nyil a
hidrolizis helyét jeldli.

Az a LDAmy a PPA és a HSA alhely térképének 6sszehasonlitdsa alapjan mig
az alhelyek szama megegyezik, a glikon kot alhelyeknél jelentds energia
kiilonbségek figyelhetok meg (5. abra). Ezek eltérések a harom enzim aminosav
szekvencia kiilonbségeibdl adodnak. Szekvencia Osszevetést végeztem az
LDAmy a HSA a PPA ¢s a TMA enzimekre. Az alhely térkép mutatta energia
eltérések minden esetben kothetdek a szekvenciaban megjelend olykor jelentds
polaritasbeli eltérésekhez. Az LDAmy -4 alhelyén egy OH tartalmt treonint
tartalmaz, mig a HSA negativ toltésli aszparaginsav oldallancot. A -3
kotohelynél a HSA szerin oldallancot tartalmaz, mig a LDAmy apolaris valint,
hasonléan a PPA és a TMA-hoz. A legnagyobb kiilonbség a -2 alhely kotési
energidjaban van, ahol a HSA bazikus hisztidint, az LDAmy pedig negativ

toltésti aszparaginsav oldallancot tartalmaz.
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4. Az eredmények hasznositasanak lehetéségei:

A kapott az eredmények segitségiil szolgalhatnak természetes
inhibitorok keresésében, valamint szintetikus gatldszerek tervezésében és
kifejlesztésében. A rovar a-amilaz transzfer aktivitasanak felismerése, és az ezt
feltehet6en okozo szekvenciabeli eltérések feltarasa lehet6séget teremt nagyobb

transzferaz aktivitas bevezetésére mas a-amilazok esetében is.
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