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1. Bevezetés, célkitiizés

A szénhidratok és glikokonjugatumok fontos biologiai szerepe régodta ismert. A sejtek
felszinén taldlhatoé glikokonjugatumok a sejt és kornyezete kozotti informécidcsere antenndi.
Erre alkalmassd teszi Oket rendkiviili valtozatossdguk. Jelenleg kozel 250 természetben
eléforduldé monoszacharid ismert, melyek kombinalédasaval igen nagy szamu kiilonb6zo
oligoszacharid johet 1étre. Az oligoszacharidok biologiai jelentdségének felismerése miatt
kutatdsuk intenziv fejlddésnek indult az elmtlt néhany évtizedben. Az ezen a teriileten folyd
széleskorti kutatasok a szénhidratok analitikdjanak fejlédését is kivaltottak, igy az elmult
évtizedekben a nagyhatékonysagii folyadékkromatografia (HPLC) valt a legfontosabb
modszerré a szénhidratok kinyerésében és meghatarozasaban egyarant.

1994-ben kapcsoldédtam be a Biokémiai Tanszéken folyd szénhidratkémiai-biokémiai
kutatasokba. Feladatom volt a tanszék kromatografids laboratoriumaban rendelkezésre allo
folyadék- és gazkromatografok segitségével a szintetikus kémiai és enzimologiai kutatdsok
elvalasztastechnikai hatterének biztositdsa. A szintézisek kovetésén, termékaranyok
meghatarozasan kiviil a végtermékek félpreparativ méretli elvélasztasa, tisztitdsa is gyakran
igényli a HPLC nyujtotta nagy felbontoképességet. a-Amilaz enzimek aktiv centrumanak
tanulmanyozasa kromofor csoportot tartalmazo szubsztrat sorozatok segitségével régota
mivelt kutatdsi téma a tanszéken. A termékanalizis elképzelhetetlen HPLC technika nélkiil,
hiszen az enzim mikodésének eredményeként Osszetett termékelegyek képzdodnek. A
termékek egymastol €s a szubsztrattol valo elvalasztasa, mennyiségi aranyaik megadésa csak
HPLC segitségével valosithatdo meg.

A dolgozat fejezeteit a kutatasi cél eléréséhez alkalmazott médszer, a HPLC flizi dssze.
A szintetikus munkéhoz kapcsolddd elvalasztasok esetén a cél a szintetikus célkitlizések
elérésének eldsegitése volt, a preparativ vagy analitikai kromatografia eszkozeivel. A
bemutatott elvalasztasok valogatast jelentenek a megoldott feladatok korébdl, demonstralandod
a felmeriild feladatok véltozatossagat. Az a-amilaz enzimek vizsgélatdval célunk egy human
diagnosztikai €s egy ipari jelentdségli enzim (human nyal és Bacillus licheniformis o-amilaz)
aktiv centrumdnak feltérképezése volt. Ehhez a kiilonb6zd tagszdmu maltooligoszacharid
szubsztratok hidrolizis termékeinek HPLC-vel torténd termékanalizisét hasznaltuk eszkoziil.
Az eredményeket az alabbi csoportositasban foglaltam 6ssze:

-Szintetikus munkahoz kapcsolddo elvalasztasok:

- Preparativ elvélasztasok



- Analitikai elvélasztasok
— o—Amildz enzimek vizsgalata

- Amilaz szubsztratok eldallitasa kemoenzimatikus modszerrel

- Human nyal a-amilaz aktiv centruménak vizsgalata

- Bacillus licheniformis a-amilaz szubsztrat kotohelyének vizsgélata
2. Alkalmazott vizsgalati médszerek

Az alapveté vizsgalati modszer a HPLC volt. Emellett a dolgozatban 6sszefoglalt
kisérleti munka soran alkalmaztam egyéb kromatografias technikdkat (VRK, oszlop),
valamint a termékek tisztasaganak ellendrzésére NMR és MALDI-TOF MS modszereket. Az
enzimologiai vizsgalatokhoz a klasszikus enzimkinetikai vizsgalati médszereket egészitettiik

ki HPLC termékanalizissel.

3. Az értekezés uj tudomanyos eredményei

3.1. Preparativ elvalasztasok

A perparativ elvélasztdsok az oligoszacharidok szintézisére iranyuld kutatasok részét
képezték, lehetové tettek a reakciotermék szerkezetvizsgaldé moédszerek (NMR, MS) Aaltal
megkovetelt tisztasagban valod kinyerését, igy a termékek szerkezetének igazolasat, néhany
esetben a tovabbi szintézist. Az elvalasztasok bemutatdsaval a célom a felmeriil6 feladatok és
az azok megoldasara alkalmazott HPLC modszerek véltozatossaganak demonstralasa volt. Az

elvalasztasokat az 1. tablazatban sszegeztem.

1. tablazat

Téma Elvélasztott vegytilet Krom. rendszer
Szialil LewisX AcO C18
analogok eldallitasa W 0 e MeCN:viz=9:1
BnO
OBn 3 ml/perc
DAD 254 nm

Maltooligoszacharid RO& Amino
szubsztratok KA . MeCN:viz=7:3
eldallitasa o+ &y 0@”‘* 3 ml/perc

n=5-9,Ri,>=HR:=Cl |pAD 302 nm
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fertézés ellen Mecoc e NZTZTA A ome 3 ml/perc
MeOO(IZ NHTCA DAD 254 nm
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3.2. Analitikai elvalasztasok

3.2.1. Me-glikozidok eloallitasa

Pentozok ¢és két 6-dezoxi-hex6z jod katalizélta metil-glikozid képzddését

tanulmanyoztuk HPLC termékanalizissel szulfat formara hozott amino all6fazison. A

kovetkezo torvényszeriiségeket figyeltiik meg:

A szabad cukrok esetében mindig az a-pirandz elualodik korabban, kivéve az

arabinozt. Ez a megfigyelés aldtamasztja Jager és munkatarsai megfigyelését,

miszerint az ekvatoridlis hidroxil csoportok szamanak ndvekedése retencids 1d6
novekedést okoz.

- Metil-furanozidok esetében az 1,2-transz izomer retencios ideje a kisebb.

- A metil-glikozidok képzddéséhez 4-5 ora sziikséges, a {6 termékek furanozidok,
melyek a reakcid késdbbi stadiumdban a termodinamikailag stabilabb
piranozidokka alakulnak.

- Az anomer szelektivitds alacsony, 1,2-transz  termékek  képzddése

kedvezményezett a riboz, lixdz és ramnoz esetében.

A termékelegyek 0sszetételének valtozasat az 1. dbran mutatom be.

3.2.2. Maltooligoszacharid szubsztratok elvalasztasa

Szubsztratok kémiai és kemoenzimatikus szintézisének kovetésére és enzim-szubsztrat
reakciok  termékanalizis¢éhez  dolgoztunk ki HPLC elvalasztasokat. Kiilonb6zo
maltooligoszacharid sorozatok tagjait valasztottuk el szilika, diol, amino és C18 all6fazison.
Linearis 0sszefiiggést talaltunk a retencids 1d0 €s/vagy a kapacitéasi faktor logaritmusa és az
oligoszacharid tagszdma kozott. A vizsgalt sorozatokat és alkalmazott elvalasztasi
modszereket valamint, a kapott egyenesek paramétereit a 2. tdblazatban foglaltam 6ssze.

C18 allofazison egyetlen vizsgalt esetben sem linearis az Osszefiiggés. A tapasztalt

torvényszeriiségeket az elvalasztdsi mechanizmusok segitségségével értelmeztiik.
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1. abra A reakcioelegyek Osszetételének valtozasa az id6 fiiggvényében
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3.3. a-Amilaz enzimek vizsgalata

o-Amildz enzim szinte valamennyi ¢€l0 szervezetben termelddik, ¢€s a keményitd
lebontasaban jatszik szerepet. A humdn enzimek vizsgalatit az orvos-diagnosztikaban és
egyes betegségek gyogyitdsaban betdltott szerepilik indokolja. A Bacillus csalad altal termelt
enzimek ipari felhasznaldsa jelentds, vizsgalatuk ezért biotechnologiai szempontbol fontos.
Az a-amilaz enzim csalad katalitikus mechanizmusa alaposan tanulméanyozott, és a
vizsgalatok szerint erésen konzervalt a csaldd enzimeiben. Ez a hidrolizis mechanizmus
azonban csak a —1, +1 alhely szerepére ad magyarazatot, amelynek felépitése azonos az a-
amildzoknal. A kiilonb6z0 eredetli enzimek bontési képének eltérései az alhelyek szamaban és
felépitésében valo eltéréseket jelzik. Ugyanazon enzim kiilonb6z6 hossziisagh szubsztratokon
mutatott bontasi képnek elemzése informaciot ad a szubsztratkotd hely méretérdl, polaritasi
viszonyairdl, a szubsztrat kotddésben résztvevo €s részt nem vevd csoportjairdl. Az a-amilaz
enzimek vizsgdlatdhoz hasznosak a jol definialt maltooligoszacharid sorozatok, melyek a
detektalds megkonnyitésére, érzékenységének ndvelésére [-kotésii kromofor aglikont
tartalmaznak. A B-kotés Iényeges, mivel ezt nem hasithatja a amildz enzim, igy garantalt hogy

kromofor tartalmu hasitasi termékeket kapunk.

3.3.1. Amilaz szubsztatok eloallitasa kemoenzimatikus modszerrel

Korabbi eredmények szerint a human o-amildzok legjobb szubsztratjai a 4-6 gliikoz
egységbdl felépiild maltooligoszacharidok, mig a bakteridlis eredetli amildzok vizsgalatdhoz
ennél hosszabb, 5-11 tagszamu szubsztratok sziikségesek. Tanszékiinkon ciklodextrinekbdl
kiindulva kidolgoztak 4-8 tagszami maltooligoszacharidok, majd 2-klor-4-nitrofenil (CNP)
illetve 4-nitrofenil (PNP) maltooligoszacharid glikozidok szintézisét. A soklépéses kémiai
szintézis kivaltdsara kemoenzimatikus szintézis utat vélasztottunk. A rendelkezésiinkre allo
G7-CNP enzimatikus lancroviditése ¢és hosszabbitdsa szamos elénnyel bir a kémiai
szintézishez képest. A glikogén foszforilaz szervetlen foszfat jelenlétében megfordithatd
reakcioban katalizalja a glikogén lebontasat, a forditott reakcidban a-D-gliikkopiranozil-1-
foszfat (Glc-1-P), mint donor jelenlétében viszont képes a lanchosszabitdsra. Ezért ezt az

enzimet valasztottam a szintézishez.



4-6 tagszamu szubsztratok el6allitasa foszforolizissel

OH

Hoﬁé
HO OH
OH

(@]

A reakciokoriilmények optimalizalasat az enzim és foszfat koncentracio, valamint a
reakcididd €s a homérséklet a termékeloszlasra gyakorolt hatdsanak vizsgalataval végeztem el.
A végtermékeket méret kizarasi kromatografias (SEC) moddszerrel valasztottuk el egymastol.
Optimalizalt reakciokoriillmények: G7-CNP (65 mg, 5 mM) foszfat pufferrel (10 ml 100 mM,
pH 6,8 , 10 mM B-merkaptoetanol, 2 mM EDTA, 4 mM AMP) késziilt oldatahoz 100 pl 1000

o
H OH cl
OH O glikogén foszforilaz b
OH 0] NO, +Pi === GIcn-CNP + Glc-1-PO,
OH

2. dbra CNP-G7 glikogén foszforilaz b enzim altal katalizalt foszforolizise

E/ml glikogén foszforilaz b enzimet adtunk és 10 °C hdmérsékleten 10 percig inkubaltuk.

A foszforolizis reakcidtermékeinek HPLC és SEC elvalasztasa a 3. abran lathatoak.
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3. abra A foszforolizis reakciotermékeinek SEC (Mért mg) és HPLC (Area%) elvélasztasa

Koriilmények: SEC: oszlop: Toyopearl HW-40F, 180 * 15 mm, 30-60 pum, eluens: viz, 1,5
ml/perc, HPLC: kolonna: Amino 250 * 4 mm, 5 um, gradiens eluci6: MeCN 70% -rdl 20 perc

alatt 50%, detektor: DAD 302 nm.
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8-11 tagszamu szubsztratok eldallitdsa transzglikozilezéssel

OH

HO ©
HO OH
OH OH cl
OH e} glikogén foszforilaz b
OH 0] NO, + Glc-1-POy, Glen-CNP + Pj
OH

4. abra Szubsztratok eldallitasa glikogén foszforilaz b enzim transzglikozilezési reakcidjaval

A lénchosszabbitasi reakcidra hasonld megfontolasok érvényesek, mint a
lancroviditésre, igy a reakcidkoriilményeket a Glc-1-P koncentracid, a homérséklet és az
enzimkoncentraci6 valtoztatisaval optimalizaltam. Vizsgiltam egy ismert amildz és
glikozidaz inhibitor, az akarboz hatdsat a foszforolizis és transzglikozilezési reakcid
termékeloszlasara. Megallapitottam, hogy az akarb6z gatolja a foszforolizist, és elGsegiti a
transzglikozilezést. A végtermékeket félpreparativ. HPLC alkalmazasaval tisztitottuk,
szerkezetiket MALDI-TOF MS modszerrel és a retencios id6k analizisével igazoltuk. Az

optimalizalt reakcid termékeinek HPLC kromatogramja az 5. dbran lathato.
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5. abra Enzimes szintézissel eldallitott CNP maltooligoszacharid glikozidok HPLC

elvalasztasa.



Optimalizalt reakciokoriilmények: G7-CNP (65 mg, 5 mM) és G-1-P (168 mg, 50 mM)
glicerofoszfat pufferrel (10 ml 25 mM, pH 7,0 , 10 mM B-merkaptoetanol, 2 mM EDTA, 4
mM AMP) késziilt oldatdhoz 100 pl 1000 E/ml glikogén foszforilaz b enzimet adtam, és 15
°C hémérsékleten 30 percig inkubaltam.

3.3.2. Human nyal a-amilaz aktiv centrumanak vizsgalata

Kutatidsaink huméan nyal amilaz bontasi képének és a CNP, Bnl-NP glikozidok aktiv
centrumhoz valdo kotddésének meghatarozasara iranyultak. HPLC termékanalizissel
vizsgaltuk a bontési képet és tanulméanyoztuk a szubsztrat méretének, az aglikonnak, valamint
a nem redukalé végen levé Bnl csoportnak a kotéshasitasok gyakorisagara kifejtett hatasat.
Az eredményeket Phillips és munkatarsai altal bevezetett kotéhely elmélet alapjan targyaltuk.

A kisérletileg meghatarozott bontasi képeket a 6. abran mutatom be.

10 8§ 5 DP
G¥GY¥YG¥YG vV 4
12 86 2
G—G—-G—-G—G—V 5
5 44 51
G— Gi Gi Gi G—G—V 6
32 50 18
G—G—G— Gi G—G—G—V 7
16 41 27

G—G— Gi Gi Gi GL G—G—V 8

P!

G—G—-—G—G—G—G— G— G—G—V 9

6. abra Hasitasi frekvencidk CNP-glikozidok HSA enzim katalizalta hidrolizisében

G: gliikoz egység, V: 2-klor-4-nitrofenil csoport, —: glikozidos kotés

A CNP-G2 minden szubsztrat hidrolizisekor megjelenik, a G4 domindns termék a hatnal

nagyobb tagszdml szubsztrdtok esetén. A bontdsi kép alapjan a kordbban javasolt 5
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kotéhelyes modell helyett a HSA aktiv centruméban hat alhelyre tettiink javaslatot, 4 glikon
¢és 2 aglikon kotohelyre. A —4 kotohely 1étezését a kiilonbozd tagszdmu szubsztratoknak a
tobbi alhely betoltésével 1étrehozott kotomodjaiban mért hasitasi gyakorisdgok dsszevetésével

igazoltuk.

3. tablazat

-4 alhely vizsgalata a tobbi alhely betoltésével létrejové kotémodokban

Szubsztratok Hasitasi gyakorisag %

1 2 3 1 2 3
G6-CNP Bnl-G6-NP G7-CNP 44 13 50+18
G7-CNP Bnl-G7-NP G8-CNP 32 11 41+27+16
G8-CNP Bnl-G8-NP G9-CNP 16 19 30+26+19+17

1. -4 alhely nincs betdltve
2. -4 alhely Bnl csoporttal van betdltve
3. -4 alhely gliikoz egységgel van betoltve

A 3. tdblazat adatainak Osszevetése mutatja, hogy a benzilidén csoport jelenléte a —4
kotdhelyen kedvezdtlenebb, mint akar annak iiresen maradasa, akar gliikoz egységgel torténd
betoltése. A gliikoéz egység bekdtddése kedvezobb az iiresen maradashoz és a benzilidén

bekotddéshez képest is.

3.3.3. Bacillus licheniformis o-amilaz szubsztrat kotéhelyének vizsgalata

Célul tiiztem ki a Bacillus licheniformis altal termelt hétliré a-amilaz (BLA) bontasi
képének, a CNP- és Bnl-NP glikozidok aktiv centrumhoz valé kétddésének meghatarozasat.
HPLC termékanalizissel vizsgaltam a bontasi képet, valamint a szubsztrat tagszama és a nem
redukalo6 végen levo benzilidén csoport hatasat a kotéshasitasok gyakorisagara.

A 7. abran bemutatott bontési képek alapjan 8 kiétohelyet tételeztiink fel, 5 glikon és 3 aglikon
kotdhelyet. A BLA érdekes kettds termék specifitdst mutat, a révid DP<8 szubsztratok esetén
a f6 hidrolizistermék a maltopentadz. A hosszll szubsztratok DP>8 esetén a f6 termék G3-
CNP. A kettés termék specifitas a nem redukaldé végen benzilidén csoportot hordozo
szubsztratoknal is megfigyelhetd. A —5 kotOhely kiemelt szerepet jatszik a hasitasban, ezt a

kinetikai mérések is igazoljak, melyek szerint a maltopentadz BLA katalizalta hidrolizisének
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sebessége nagysagrendekkel kisebb mint a maltohexadzé. A maltopentadz ugyanis nem

képezhet olyan produktiv komplexet amelyben a —5 alhely is betdltott.

12 78 10 DP
Gi G—GC—G—V 4
48 34 18
G—G-G—-G-G—V 5
25 7 68
G—G— Gi Gi Gi G—V 6
11 84
G—G—G— Gi Gi G—G—V 7
8 13 2
G—G—G—G— Gi GL G¢— G—V 8
11
6G—G6G—-G6G—-G6—G—-G—-G6G—G6G—-G—V 9
L
G—G—G—G— Gi G—G—G—G—-G—V 10

7. dbra Hasitési frekvenciak a CNP glikozidok BLA katalizalta hidrolizisében
G: gliikkéz egység, V: 2-klor-4-nitrofenil csoport, —: glikozidos kotés

A meghatérozott hasitasi frekvencidk alapjan kiszamitottam a BLA szubsztratkotd
alhelyeinek kotési energidit, elkészitettem az alhely térképet. A szamitasok igazoltdk a
feltételezett 8 kotohely 1étezését €s egy un. gat alhely jelenlétét a +3 alhely mellett. Ez az
energia gat okozza a kotohelynél hosszabb szubsztratok hasitasakor keletkezd 3 tagszamu
termékek dominancijat. A kotéshasitasi frekvencidkbol a hasitasi hely melletti kotéhelyek
kotési energidi nem hatarozhatok meg, mivel ezek a produktiv komplexekben mindig

betoltottek.
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2. Téblazat

Sorozat (4ll6fazis) Eluens Detektor | Paraméter |Meredekség Tengelymetszet | Korelacios
koeficiens
Maltooligoszacharidok (amino) MeCN:viz=7:3 RID IgRt 0,0933 0,4417 0,9983
lg k' 0,1336 0,0818 0,9948
Maltooligoszacharid peracetatok Hexan: EtOAc=1:1 |RID IgRt 0,1054 0,096 0,9995
(diol) lg k' 0,1540 -0,4174 0,9993
pNP-maltooligoszacharidok (amino) | MeCN:viz=8:2 DAD IgRt 0,1033 0,3277 0,9904
lg k' 0,2136 -0,7675 0,9987
CNP-maltooligoszacharidok MeCN:viz=7:3 DAD IgRt 0,2200 -0,2610 0,9986
(amino) lg k' 0,2748 -0,7056 0,9998
CNP-maltooligoszacharid glikozid |Hexan: EtOAc=1:1 |DAD 1gRt 0,1368 -0,0364 0,9997
acetatok (diol) lg k' 0,1811 -0,4596 0,9988
4,6-Bnl--pNP-maltooligoszacharid | MeCN:viz=7:3 DAD IgRt 0,0665 0,2395 0,9879
glikozidok (amino) lg k' 0,1603 0,1028 0,9911




