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1. Bevezetés, célkitiizés

A Foldon talalhato természetes szerves vegyiiletek koziil a szénhidratok fordulnak eld
legnagyobb mennyiségben, ¢és az elmult évtizedek kutatasai ramutattak, hogy
kulcsfontossagiiak a biologiai folyamatokban. A monoszacharidok nagy sztereokémiai
valtozatossaguk miatt olyan sokféle modon kapcsolodhatnak, hogy egy redukald
hexaszacharidnak mar tobb mint 10 lehetséges izomerje irhato fel [1]. Az é16 szervezetek
ezt a sokféleséget ugy hasznositjak, hogy oligoszacharidokat és poliszacharidokat
hasznalnak szamos bioldgiai funkcidhoz, a tarolastdol a nagyon specifikus jelatviteli
szerepekig. A glikozidos kotések szelektiv hidrolizise ezért dontd fontossagt az
energiafelvétel, a sejtfal novekedése és lebomlasa, valamint a sejtfelszini antigének
felépitése szempontjabol. A szacharidok sokféleségének koszonhetéen a glikozidos
kotéseket hidrolizald enzimek, az O-glikozil-hidrolazok (EC 3.2.1.x) kozott is nagy a
valtozatossag. A szénhidratok kozott a celluldéz és a keményité a két leggyakrabban
eléforduld poliszacharid. Mindkettd ipari jelentdséggel bir és a metabolizmusukban
résztvevd enzimek tanulmanyozdsa egyre nagyobb teret hodit. A poliszacharidokat bontd
enzimek soraba tartoznak az a-amilazok, amelyek a keményit6 a-(1-4) glikozidos kotéseit
képesek hidrolizalni. Megtalalhatok mikroorganizmusokban, ndvényekben ¢és allati
szervezetekben egyarant és 1ényeges szerepet toltenek be a szénhidrat anyagcserében. A
bakterialis és ndvényi eredetli amildzok ipari szempontbdl is fontosak. Egyrészt a
sorgyartas egyik kulcslépése, a malata eldallitasa évezredek ota az arpa csirdzasa kozben
termel6dd a-amildz izoenzimek részvételével zajlik. Masrészt a keményitd ipari méretii
bontasaban (maltoz, gliikkoz szirup eléallitas) kulcsszerepet jatszanak a héstabil bakterialis
eredetii amilazok, koztiik a Bacillus licheniformis a-amilaz (BLA), melynek vizsgalataval
PhD munkédmban foglalkoztam. Emlésokben az o-amildz enzimet kiils6 elvéalasztasu
mirigyek termelik (nyal- és hasnyalmirigy) és ezek az enzimek a taplalékban talalhatod
keményitd és a glikogén emésztésében jatszanak szerepet. A nyalmirigyek altal termelt
human nyal a-amilaz (HSA) tobb funkcids enzim, hiszen a keményitd szubsztrat mellett a
fogzomanchoz és szamos szajban eléforduld baktériumhoz képes kotddni. Ily modon részt
vesz a fogakon képz6do biofilm, a plakk kialakitasaban és fogszuvasodas kifejlodésében
is. A human a-amilaz enzimek célpontjai lehetnek kiillonb6z0 anyagcsere betegségek
(diabétesz, kovérség/elhizas és hiperlipémia) kezelésének. Az enzimek miikodési

modjanak, aktiv hely szerkezetének megismerése alapvetd fontossaghi akar ipari
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felhasznalas, akar gatlas a célunk. A keményitd megkodtddése az amilaz enzim feliiletén
talalhato aktiv helyen torténik. A szubsztratk6td hely tobb alhelybdl all, amelyek
mindegyike kolcsonhatast 1étesit a szubsztrat gliikoz egységeivel. Bar néhdny amilaz enzim
rontgenkrisztallografias szerkezete régebb ota ismert, de ez a teriilet kutatasaink kezdetén
még nagyrészt feltaratlan volt. A kiillonb6z6 eredetii amilazok aktiv helye eltérést mutat az
alhelyek szdmaban ¢€s a kolcsonhatasok mértékében. A tobb mint huszonot éve megkezdett
kutatas célja ismeretlen kotohelyli amildzok aktiv centrumanak jellemzése volt. Az aktiv
helyek szerkezetének felderitéséhez meg kellett oldani a vizsgalatokhoz nélkiilozhetetlen,
2-klor-4-nitrofenil (CNP) gliikozidokbdl allo szubsztrat sorozat szintézisét. Ehhez a a
ciklodextrinekbdl kiindulé kémiai mddszer [2] kiegészitésére megvaldsitottuk a 3-12
tagszamu szubsztratok kemoenzimatikus eldallitasat [3,4]. Ezen szubsztratokkal torténtek
a HSA és a BLA els6 bontasi kép meghatarozasai HPLC modszerrel, ami PhD dolgozatom
kozponti részét képezte [5,6]. A kutatasok folytatasa soran kapott eredményeket foglalom
Ossze jelen dolgozatomban.

Mar a bontasi képek alapjan is kovetkeztetések vonhatok le a kotéhely szerkezetérol,
az alhelyek szamarol és a kolcsonhatasok mértékérdl. Az alhely €s a szubsztrat monomer
egysége kozotti kolcsonhatasoknak a szamszerisitése az alhely térkép [7]. Elkészitése
soran egy olyan diagramot hozunk létre, ami szemléletesen mutatja a kot6helyek energia
eloszlasat és igy megfoghatova teszi az enzim-szubsztrat kapcsolatot. Kiegésziti, vagy
helyettesitheti a rontgendiffrakcids méréseket, hiszen a megfeleld szubsztrat sorozat
birtokaban egyszerien Kivitelezhetd, és az alhely-szubsztrat monomer egység kozotti
kotési energiardl is informacidt ad. Az értekezésben bemutatom az alhely térképezés
folyamatat, a szamitasok megkonnyitésére késziilt programot €s a kiilonb6z6 eredetli a-
amilaz enzimek ¢és mutansaik vizsgalataval elért eredményeinket. Az endo
hatdsmechanizmusu a-amildzok mellett néhany exo enzim aktiv helyét is sikeriilt
jellemezni a megfeleld oligoszacharid szubsztratokon végzett aktivitds mérések és bontasi
kép vizsgalatok segitségével. Az a-amilaz enzimek vizsgalata nem csak az alhely térképek
meghatarozasara korlatozodott. Kisérleteket végeztiink amildz enzimek szintézisre valo
felhasznalasara és vizsgaltuk szamos természetes és szintetikus vegyiilet glikoenzimekre
gyakorolt gatlo hatdsat is, a késdbbi esetleges terdpids felhasznalast célozva. Ezen a
teriileten elért eredményeinkbdl PhD fokozatom megszerzése utan 36 nemzetkozi
folyoiratban megjelent kozlemény sziiletett, amibdl a 2006 utan megjelent 26 anyaga kertilt

be a dolgozatba.
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2. Irodalmi attekintés, el6zmények

2.1. Szénhidraton hato enzimek — CAZy (Carbohydrate Active enZyme) adatbazis

Az ismert enzimek szdmanak exponencidlis novekedése sziikségszerlien magaval
hozta az igényt olyan adatbazisok felépitésére, amiben bizonyos rendszer szerint
csoportositva talalhatok az enzimek. A CAZy adatbazis eredeti célja az volt, hogy
megprobalja 6sszefoglalni az 6sszes szénhidrat-aktiv enzimet és felhasznalhatova tegye az
adatokat a glikotudomanyok kémiai vagy biologiai részteriiletein dolgozé kutatok szdmara
[8]. Ehhez alapul olyan csoportositast valasztottak, ami a szerkezeti jellemzoket veszi
elsésorban figyelembe. A szénhidratokat lebontd, modosité vagy glikozidos kotéseket
1étrehozo enzimek katalitikus és szénhidratk6té moduljainak szerkezetileg rokon csaladjait
hoztak 1étre egy dinamikusan fejlodo, on-line elérhetd feliilleten. Az adatbazison beliil
elkiiloniilnek a glikozid hidrolazok (GH), a glikozil-transzferazok (GT) a poliszacharid
lidzok (PLs), a szénhidrat észterazok (CEs) és a kiegészitd aktivitasok (AAs). A GH
enzimek kozé tartozd a-amildzok a GH13 csaladba tartoznak, egylitt néhany, az EC
besorolas szerint nem hidrolaz enzimmel, mint pl. a trehal6z szintaz (EC 5.4.99.16) vagy a
szukroz foszforilaz (EC 2.4.1.7). A GT enzimek koz¢ elsdsorban a glikozidos kotéseket
1étrehozo6 enzimek kertiltek, de itt talalhato a glikogén foszforilaz is (GT35), ami a glikogén
lebontasaért felelds a sejtekben. Az enzim a nem-Leloir transzferazokhoz tartozik, hiszen
cukor-foszfat donorrdl helyez 4t monoszacharid egységet alkoholos hidroxil csoportra egy
megfordithatd reakcioban. Fiziologias koriilmények kozott ez a reakcid a lebontas
iranyaban zajlik, vagyis a glikogénrdl lehasado gliikkozhoz kotddik szervetlen foszfat
gliikoz-1-foszfatot eredményezve.

Mivel a fehérjék feltekeredése (folding) jobban konzervélt, mint a szekvencidik,
néhany csaladot ,.klanokba” soroltak, miutan kideriilt, hogy vannak olyan szekvenciak
melyek egynél tobb csaladhoz kapcsolddnak, és a szerkezeti meghatarozasok a kiilonb6z6
csaladok tagjai kozotti hasonldsdgot mutattak. A ,klan” olyan csaladok csoportja, amelyek
harmadlagos szerkezetiikben, katalitikus oldallancaikban és mechanizmusukban jelentds
hasonlosadgot mutatnak. Valdszinlileg a kldnokon beliili csaladok kozds evolicios
felmendkkel rendelkeznek. Az amilazok a GH-H klanba tartoznak a GH70 és GH77
csaladba tartozd szukrdz és transzferdz enzimekkel egyiitt. Az adatbazis az enzimek
rendszerezésén tul Osszefoglalja az eddig megismert mechanizmusokat, és az elmult

években fontos kiindulasi pontjava valt a szerkezeti kutatasoknak.
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2.2. Glikozid-hidrolazok, a szénhidraton hato enzimek legnagyobb csaladja

A poli- és oligoszacharidok szerkezeti sokféleségiik miatt kdozponti szerepet toltenek
be a tartalék ¢és szerkezeti anyagok felépitésében és hasznositasaban, a sejt-sejt
jelatvitelben, és a virusinvazioban. Ennek készonhet6en a glikozid-hidrolazok, a di-, oligo-
¢és poliszacharidok glikozidos kotéseit hidrolizalé enzimek, minden él6 szervezetben
megtalalhatok [9]. A glikozid-hidrolazok katalizalta hidrolizis cukor-hemiacetal vagy
hemiketal és a megfeleld szabad aglikon (ami szintén lehet cukor) képz6dését eredményezi.
A glikozid-hidrolazokat glikozidazoknak, és néha glikozil-hidroldzoknak is nevezik.
A glikozidos kotés enzimatikus hidrolizise altalanos sav katalizissel torténik, amelyhez két
kritikus csoport sziikséges: egy proton donor és egy nukleofil/bazis. Ez a hidrolizis
Koshland szerint két f6 mechanizmuson keresztiill megy végbe, amelyek az anomer
konfiguracio teljes megforditasat-inverzié (1. abra) vagy megtartasat-retencié (2. abra)
eredményezik [10]. Késébb szamos érdekes valtozatot talaltak ezekre a mechanizmusokra
vonatkozoan, és az elmult években egy alapvetden eltéré mechanizmust is felfedeztek,

amely NADH kofaktort hasznal.
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1. abra Béta-glikozidaz enzimek katalizalta hidrolizis az anomer konfiguracié megvaltozasat
eredményez6 mechanizmusa [11]
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2. abra Alfa-glikozidiz enzim katalizalta hidrolizis az anomer konfiguracidé megtartasat
eredményez6 mechanizmusa [12]

Az anomer konfiguraciot megtartd mechanizmus egyik valtozata a szubsztrat
glikozidos kotés melletti csoportjanak részvételével zajlo katalitikus folyamat. Ebben
nem glikozil-enzim atmeneti termék keletkezik, hanem a szubsztrat N-acetil csoportja
alakul 4t oxazolin 4&tmeneti termékké, amibdl hidrolizissel keletkezik a végtermék. A

karboxil csoport ebben az esetben atmeneti allapot stabilizaloként funkcional (3. abra).
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3. abra Béta-glikozidaz enzimek katalizalta hidrolizis szomszédcsoport részvétellel zajlo, az anomer
konfiguraci6é megtartasat eredményezé mechanizmusa [13]
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A katalitikus mechanizmusban eléfordul6 kiilonbségek mellett a glikozid-hidrolazok mas
szempontok szerint is csoportosithatok.

Az enzimek besorolasara altalanosan hasznalt EC szam egy négyjegyli kod, aminek
elsd szamjegye az enzim osztalyt jeloli — az enzim altal katalizalt reakci6 tipusa szerint. A
3. Hidrolaz enzimosztaly egy alcsoportja a 3.2. a glikozidos kotést hidrolizalo enzimeket
foglalja Ossze, ezen beliili alcsoportok a glikozidos kotés tipusa szerinti 3.2.1 O-
glikozidazok 3.2.2. N glikozidazok és a 3.2.3. S glikozidazok. A negyedik szamjegy jeloli
ki a specifikus enzimet szubsztratspecificitisa alapjan.

Az exo- és endo- megjelolés egy glikozid-hidrolaz azon képességére utal, hogy egy
szubsztratot a lanc végén (leggyakrabban, de nem mindig a nem redukal6 végén) vagy a
lanc kozben hasitja. Példaul az o-amilaz endo-hatast, mig a P-amilaz exo-hatasa
keményitdt hidrolizald enzim, ami malt6z egységet hasit a nem redukald végrol.

A szekvencia alapu osztalyozas algoritmikus modszereket hasznal a szekvencidk kiilonféle
csaladokhoz rendelésére. A glikozid-hidrolazokat 180 csaladba soroltak, ez allandoan
elérhetd a CAZy adatbazison [14] keresztiil. Mindegyik GH csalad olyan fehérjéket
tartalmaz, amelyek szekvenciajuk és az ebbdl kovetkez6 harmadlagos szerkezetiik szerint
hasonlosagot mutatnak. Ez szamos hasznos eldrejelzést tesz lehetévé, mivel ismert, hogy a
glikoziddz csaladok talnyomo6 tobbségénél az aktiv hely katalitikus aminosavai, a
molekularis mechanizmus, valamint a glikozidos kotés koriili geometria konzervalt [11].
Altaldban az alkalmazott mechanizmus (azaz a retenci6 vagy az inverzi) egy GH csaladon
beliil megmarad. Kiilonlegesek a GH4 és GH109 csalad glikozid-hidrolazai, amelyek
NAD*-fliggé hidrolizis mechanizmussal miikkodnek. Ezekben az enzimekben oxidacios-
eliminacios-addicios-redukcios 1épésekkel, anionos atmeneti allapotokon keresztiil megy
végbe a hidrolizis [15]. Ez lehetévé teszi egyetlen enzim szamara az a- és B-glikozidok
hidrolizalasat. Ez a tobbi hidrolitkus enzimnél kizart, hiszen a specifitds az anomer

konfiguraciora kizarélagos.

2.3. Szénhidrat atalakito enzimek aktiv helyének topologiaja

Az enzimek aktiv helyének topolégidja harom altalanos formaval jellemezhetd,
fiiggetleniil attol, hogy az enzim milyen mechanizmus szerint miikodik, és hogy a
szekvencia és szerkezet szerint milyen csaladba sorolhatd. Ez a harom topologia elvileg
ugyanarra a doménre épithetd, azonos katalitikus oldallancokkal [16]. A 4. abran az altalam

is vizsgalt enzimek aktiv hely topologidi szemléltetik a lehetséges variaciokat.
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4. abra: Az enzimek aktiv helyének tipusai. (a) zseb (6GPB glikogén foszforilaz Orictolagus cuniculus) és
1YHT DispersinB A. actinomycetemcomitans). (b) arok (1RPS, a-amilaz arpa H. vulgare és 1232 human nyal
amilaz). (c) alagut eldl- és hatulnézet (5CVY GH48 exogliikanaz B. pumilus). (d) alagutszer(i el6l- és
feliilnézet (1IFA2 B-amilaz édesburgonya Ipomoea batatas)
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A zseb vagy krater forma (4a. abra) optimalis a nem redukald végi monoszacharid
felismeréséhez, ¢s megtalalhato a B-galaktozidazban, a B-gliikozidazban, és a szialidazban,
valamint az exo-poliszacharidazokban, példaul a glikoamilazban. Az ilyen exo-
poliszacharidazok olyan szubsztratokhoz alkalmazkodnak, amelyek nagyszdmu elérhet6
lancvéggel rendelkeznek, mint példaul a nativ keményitészemcsék, amelyek radialis
szerkezete a feliileten az 6sszes nem redukalo lancvéget feltarja. Masrészt ezek az enzimek
nem tal hatékonyak rostos szubsztratok, példaul nativ celluldz esetében, amelynek szinte
nincs szabad lancvége.

Az arok vagy hasadék eredményezte ,,nyitott” szerkezet (4b. abra) tobb cukoregység
véletlenszeri kot dését teszi lehetdvé polimer szubsztratokban, és altalaban az endo-hatasu
poliszacharidazokban talalhaté meg, példaul lizozimban, endocelluldzokban, kitinazokban,
a-amilazokban, xilandzokban, gliikkanazokban.

Az alagut forma (4c. 4dbra) a nyitott szerkezetbdl vezethetd le. A fehérje hosszu
hurkokat fejleszt ki, amelyek lefedik a hasadék egy részét. Az eddig csak
cellobiohidrolazokban taladlhat6 alagut szerkezet lehetévé teszi egy poliszacharid lanc
atflizését [17].

Ez a topologia biztositja, hogy az enzimekbdl felszabaduljon a termék, mikdzben
szilardan kotddnek a poliszacharidlanchoz, ezaltal megteremti a processzivitas feltételeit.
A processzivitas valosziniileg kulcstényezd az oldhatatlan mikrokristalyos celluldz
hatékony enzimatikus lebontasaban. A cellobiohidrolazok a processziven miikodo enzimek
jellegzetes példai. Amint egy diszacharid termék felszabadul, az enzim a poliszacharid
lanchoz kotve marad a tobb alhellyel kialakult kolesonhatasnak koszonhet6en. llyenkor a
»fedél” lezarja az aktiv helyet, €s az enzim két lires alhelye, és a hurokmozgéasok lehetéveé
teszik az enzim mozgasat a poliszacharid ldnc mentén. A hidrolizis ezutan iterativ modon
folytatodhat mindaddig, amig az enzimmozgast sztérikus tényez6k meg nem allitjak, vagy
amig az aktiv helyet lezar6 hurkok elmozdulnak és felszabaditjak a poliszacharidlancot. A
4d abran egy alagutszerli elrendezddés lathatd, amiben nem zarddik teljesen a hurok a
szubsztrat felett, de az arok tipust topologiahoz képest zartabb szerkezet alakult ki. A
processzivitas jellemzésére az egy kotddéssel megvaldsuld hidrolizis 1épések szamat

hasznaljak [18].

2.4. A vizsgalt enzimek bioldgiai funkcidja, szerkezete, csoportositasa
Az amilazok a(1,4) glikozidos kotéseket hidrolizalnak ¢és igy a keményitd tipusa

poliszacharidok (amil6z, amilopektin, glikogén) lebontasdban van szerepiik. Mivel ezeket
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a poliszacharidokat elterjedten hasznaljak fel kiilonbozo éldlények, ezért az amilazok szinte
valamennyi €16 szervezetben termelddnek. A keményitd jelentOs ipari felhasznélasa és a
human téplalkozasban betdltott szerepe miatt a keményitd atalakitdsdban szerepet jatszo
enzimek tanulmanyozésa széles korben folyik, és ezen enzimek négy csoportba sorolhatok.
Az elsé csoport enzimei az a(1,4) kotések hidrolizisét katalizaljak, ide az a- és B-amilazok,
valamint a gliikoamilaz tartozik. Az amilopektinben talalhat6 a(1,6) kotések hidrolizisét a
masodik csoport enzimeli, a pullulanaz és az izoamilaz katalizaljak. A tovabbi két csoportba
a kotéseket 1étrehozo enzimek kertiltek, ezen beliil a harmadik csoportba a a(1,4) kotést
l1étrehozo ciklodextrin-glikoziltranszferaz (CGTaz), a negyedikbe pedig az a(1,6) elagazast
l1étrehoz6 enzim. Bar az emlitett reakcidkat foként a felsorolt enzimek katalizaljak, de
vannak koztiik atfedések is. Az a-amilazok transzglikozilezésre is képesek, a CGTaz a
hidrolizist is katalizalja, egyik termofil pullulandz, a neopullulandz pedig azonos
mechanizmussal és azonos aktiv centrum részvételével mind a négy reakcidt katalizalja
[19]. Az a(1,4), vagy a(1,6) kotéseket retencios, illetve inverziés mechanizmus szerint
hasitd enzimek szerkezetileg kiilonboznek egymastol. A retencids enzimek kozé az -
amilazok, a CGTazok és az oligo-(1,6) gliikkozidazok tartoznak, mig az inverzids enzimek
kozé sorolhatjuk a P-amildzokat és a glilkkoamildzt. Az o-amildz és rokon enzimek
szekvencidjanak 6sszehasonlitdsa alapjan négy erdsen konzervalt régid talalhat6 a retencids
keményitdbontd enzimek szerkezetében, amely tartalmazza a katalitikus helyet is. A
katalitikus domén mindig (B/a)8 hordd és Asp, Glu és Asp aminosavakat tartalmaz a
katalitikus régioban. Ebben a szerkezetben a nyolc parhuzamos B-redd képezte bels6d
hengert nyolc a-hélix veszi koriil. Az alternal6 a-hélixeket és B-reddket hurkok kotik dssze,
a hurkok hossza és aminosav sorrendje valtozo és ebbdl szarmazik a kiilonb6zé enzimek
specificitdsban ¢€s tulajdonsagokban megfigyelhetd valtozatossaga. A poliszacharidokra
hat6 enzimek szubsztrat kotéhelye, mint egymast kdvetd alhelyek sorozata irhat6 le, ahol
egy-egy alhely a szubsztrat egy-egy monoszacharid egységével 1ép kolcsonhatasba. Az a-
amilaz csaladban az alhelyeket a hurkok ¢€s a kapcsolodo B-reddk aminosavai alkotjak, igy
a hurkok hosszaban és természetében vald variaciok okozzak az alhelyek szaméban és
sajatsagaiban megjelend kiilonbségeket. Példaként az arpa amildz egyik izoenzimének
(AMY1) szerkezetét mutatja az 5. dbra. Az enzimben az aktiv helyen kiviil masodlagos
kotdhelyek is  talalhatok, melyeknek els6ésorban az enzim  nagyméretli
keményitdszemcséhez vald rogzitésben van szereplik. Jol lathatéan a szubsztrat

maltooligomer a TIM hordo feliileti a&rkdban helyezkedik el, és ugyanennek az A doménnek

11
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a része az egyik masodlagos kotohely, mig a masik a béta redds szerkezetli C doménon

talalhato.

5. abra Arpa AMY 1 izoenzimének szerkezete a feliileti arokban talalhato aktiv helyen és a két masodlagos
kotéhelyen kotdédo oligoszacharid szubsztratokkal.

A biofilm, vagyis a baktériumok egy abiotikus feliilleten torténd rogzitett
novekedése a kutatdsok célkeresztjébe keriilt, mikor a kozelmultban felismerték szerepét a
baktériumok védelmében és az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia ndvekedésében.
A biofilm kialakulasahoz kritikus a baktériumsejtek feliilethez valo tapadasa és egymashoz
vald aggregacidja [20]. Az orvosi eszkozok feliletén képz6dd biofilmek komoly
egészségligyi problémakat okoznak, a korhazi fert6zések kozel 80 %-a biofilmekkel
kapcsolatos [21]. Ilyenek pl. a fogaszati problémak, a beiiltetett katéterek okozta hugyuti
fertdzések, az implantatumok okozta gyulladasok és a korhazi eszkozok feliiletén talalhato
biofilmek baktériumai altal okozott fertdzések. A biofilmben a baktérium védettebb az
antibiotikus kezeléssel szemben is, igy a gocok nehezen sziintethetok meg. A védelmet egy
poliszacharid matrix biztositja, ami tobb patogén faj (pl. E. coli, Staphylococcus) esetében
poli-B-D-(1,6)-N-acetil-glikozamin. Az Aggregatibacter (korabban Actinobacillus)
actinomycetemcomitans (Aa) egy human patogén Gram negativ coccus, amely a szajban
agressziv fogagybetegséget (parodontitist) okoz [22]. A fogagybetegség az emberiség
kozel 40 %-at érinti, s ez okozza a fogvesztések tobb mint 70 szazalékat. Az in vitro
vizsgalatok kimutattak:

1. a planktonsejtek kitartd tapadasat és rogzitését a feliilethez [23]

2. az Aa novekedését és fejlodését erésen differencialt biofilm telepekké és

3. a planktonsejtek levalasat és szétszorodasat a biofilm érése soran [24].

12
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Kideriilt, hogy egy oldhaté PB-N-acetil-gliikozaminidaz (DispersinB, réviditve

DspB; EC 3.2.1.52) iranyitja az Aa biofilmhez valé kapcsolodasat €s az abbol valo
kiszabadulast. Erdekes modon a DspB nemcsak az Aa esetében képes a biofilm oldodasat
kivaltani, hanem szamos baktériumfaj, koztiik a Gram-pozitiv fajok (S. epidermidis) és a
Gram-negativ fajok (A. pleuropneumoniae; E. coli; Yersinia pestis és Pseudomonas
fluorescens) altal termelt biofilmek esetében is [25]. A DspB hatékonysaga az Aa és mas
baktériumfajok biofilmképzddésének megakadalyozasdban az abiotikus feliileteken
egyediilallo lehetséget teremt az enzim antibiofilm hatéanyagként torténd alkalmazasara.
A DispersinB B(1,6) glikozidos kotésre specifikus az N-acetil-hexd6zaminidazok kozé
tartozd enzim, és ezzel egyediilalld, hiszen a tobbi, kitint és hasonlod poliszacharidot
hidrolizal6 hexd6zaminidaztol eltéré a szubsztrat glikozidos kotésének pozicidja. Az
enzimet monoszacharid szubsztratokon végzett vizsgalatok alapjan a GH20 csalad
hex6zaminidazai kdzé soroltdk be. Poli-GIcNAc szubsztraton viszont a monomer GIcNAc
mellett oligomer termékeket is azonositottak [25]. A rontgenkrisztallografias
szerkezetvizsgélat, melynek eredménye a PDB adatbdzisban 1YHT kod alatt talalhato,
szerkezeti homologiat mutatott a GH20 csalad enzimeivel [26]. A {6 szerkezeti elem egy
TIM hordd, a katalitikus domén Asp183, Glu184 és Glu332 aminosavai a hasitéhely mellett
esszencidlisak a szubsztrat kotésben és hasitasaban. A GH20 csaladra jellemzd modon az
Asp183 az acetamido csoporthoz kapcsolodik, ami a koradbban targyalt szomszédcsoport
segitette mechanizmus szerint (3. abra) vesz részt a katalizisben. A GH20 csalad tobbi
tagjahoz hasonloan itt is fontos szerep jut az aromas aminosavak alkotta hidrofob zsebnek,
amit mutacids vizsgalatok igazoltak [27]. A Trp237 mutins inaktiv a monomer
szubsztraton, bar biofilm elavolitd képessége nem szlinik meg teljesen. A Tyr187 és Tyr278
aminosavak mutacidja a polimer és monomer szubsztraton is aktivitas csokkenést okozott.
A glikogén foszforilaz (GF; EC 2.4.1.1) a glikogénként tarolt gliilkoz mobilizalasat

teszi lehetdvé allati szervezetekben: a glikogén lebontasanak elsd, sebességmeghatarozo
1épését katalizalja. A GF egy exo-enzim és a glikogén (donor) nem redukald végén 1évo
gliikoz molekula transzferét katalizalja foszfatra (akceptor), igy az o-(1—4) glikozidos
kotés hasitasaval egy egységgel rovidebb gliikkozpolimert és gliikoz-1-foszfatot (G-1-P)
eredményez [28]. Az enzim tehat egy hexozil transzferaz (GT35), de az aktivalt glikozil
donorrdl (G-1-P) torténd glikozil transzfert egy alkoholos hidroxil csoportra nem a
fiziologias, hanem a megfordithaté reakcid szintézis iranyaban végzi. (A GT enzimek
definicio szerint aktivalt cukor foszfatot haszndlnak glikozil donorként, mikdzben glikozil

csoport atvitelét végzik egy tobbnyire alkoholos hidroxil csoportra, mint nukleofilre.)
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Bar az enzim fizioldgids koriilmények kozott a G-1-P felszabaduldsaval jaro
glikogénlebontast végzi, in vitro a forditott irany( reakciot is katalizalhatja. Ezt hasznaltuk
ki, mikor az amiléz bontasi kép vizsgalatokhoz sziikséges kromofor tartalmt oligomereket
allitottuk el6 a GF enzim segitségével [3,4] a PhD dolgozatomban részletezett preparativ
reakciokban. A GF két valtozata az aktiv, foszforilalt GFa és a katalitikus aktivitassal nem
rendelkezd, foszforilalatlan GFb. A GF inaktiv monomer és tetramer [29] formaban
egyarant el6fordul, in vivo azonban tobbnyire homodimerként van jelen [30]. A dimer
enzimben a két alegység talalkozasanal helyezkedik el az aktiv centrum, a 97 kDa
molekulatomegii alegység 842 aminosavbdl all. Minden alegység tartalmaz egy kovalensen
kotott pridoxal-5’-foszfat prosztetikus csoportot €s egy reverzibilisen foszforilalhaté Serl4
oldallancot [31]. A GF hét kotohellyel rendelkezik: egy katalitikus, egy purin nukleotid,
egy allosztérikus, egy glikogén, egy indol, egy benzimidazol és egy quercetin kotdhellyel
[32]. A GF enzim harom kiilonb6z6 izoformaja (1) az izom GF, mely az izommiikodéshez
sziikséges G-1-P felszabaditasaért felelds, (2) a md) GF, ami a vércukorszint
szabalyozasaban jatszik szerepet, és (3) az agy GF, amely a hipoglikémias allapotokban a
megfelel6 agymiikodéshez biztositja a gliikkozt [33]. Vizsgalataimhoz nyllvazizom-eredeti

GFb-t (rmGFb) alkalmaztam.

2.5. Alhely térkép az enzimek aktiv hely szerkezetének jellemzésére

Szamos depolimerdz enzimben a katalitikus aktivitast a hasitott kotéstdl ténylegesen
tavol levd szubsztratkotd helyek is befolydsoljak. Ilyen alhelyrendszerrel nemcsak a
glikozil-hidrolazokban talalkozunk, hanem a proteazokban, illetve a nukleazok kozott is.
Az alhelyek szdma, a kolcsonhatds energidja az egyes alhelyekkel és a hidrolitikus
sebességi egyiitthatok kisérletileg meghatarozhatok. Davies és munkatarsai 1997-ben
javasoltak a szénhidraton hat6 enzimek szubsztratkoté alhelyeinek jelolésére egy olyan
altalanos alhely-nomenklatara rendszert, ami az exo és endo enzimekhez vald szubsztrat
kotddésre is alkalmazhatd [34]. Megallapodas szerint a szénhidrat szubsztratok nem
redukald vége a bal oldalon, a redukélo vége pedig a jobb oldalon van az dbrazoléas soran.
A hasitas helyét nyil jelzi. Az alhelyek szamozasa az 6. abran lathaté modon torténik, a
glikonkoto helyekre egyre negativabb szamokkal (-1, -2, -3 stb.) a hasitasi helyét6l a nem
redukald vég felé haladva, és egyre pozitivabb szamokkal (+1, +2, +3 stb.) a redukal6 vég

felé az aglikon koto helyek esetén.
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6. abra Glikozid hidroldzok alhely modelljének jeldlései. A nyil a hasitas helyét jeloli, attdl jobbra az aglikon
koto helyek, balra a glikon kotd helyek talalhatok rendre pozitiv illetve negativ szammal jeldlve.

Allen és Thoma termékanalizisen alapulé eljarast fejlesztett ki az endo-amilazok alhely

térkép szamitasara [7]. A szamitasok a kdvetkezé egyenleten alapulnak:

AGa+1-AGx= —RT In P/Pas1 1)

ahol a 4Ga+1az a+1-es alhely kotési energiaja, a 4Gx az x alhely kotési energiaja, és a Pa
illetve Pa+1a termék kotés hasitasi frekvenciai, ami abbdl a kotési modbol szarmazik, ahogy
a szubsztrat redukald vége az a illetve a+1 alhelyhez kapcsolodik az 6. abra jelolései
szerint.

Szamitasaink megkonnyitésére egy szamitogépes programot terveztiink és fejlesztettiink ki
melyben a Thoma elméletén alapuld Osszefliggéseket kiegészitettiik egy iteracios
modszerrel, amely segitségével a mért és a kotési energidk alapjan visszaszamolt
kotéshasitasi frekvencidk (BCF) a legjobb egyezést adtak.

A program WINDOWS alatt fut és a kisérletileg meghatarozott BCF értékeket hasznalja a
alhelyek kotési energidjanak szamitasahoz. A program felépitését bemutatd blokkdiagram
a 7. abran lathato. A program neve SUMA, (SUbsite Mapping of a-Amylases) €és szabadon

hozzaférhet6 kutatasi és oktatasi célokra [35].
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7. abra A SUMA szamitogépes program szerkezetének blokkdiagramja

A program mikodésének szemléltetésére az alabbi alhely térképeket készitettiik el:

- Sertés pankredsz a-amildz (PPA)

Bemutattuk és dsszevetettiik az altalunk szintetizalt, CNP-maltoligomer glikozidokon (DP
4-8) végzett méréseink [36] és az irodalomban leirt radioaktiv jelzett maltooligomer bontasi

képek [37,38] alapjan szamitott alhely térképeket (8. abra).
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A diagramon a negativ kotési energiak kedvezd kolcsonhatast jeleznek, mig a pozitiv
energidk az alhely és a szubsztrat monomer egysége kozotti taszitast mutatjak. A hasitohely
melletti két alhely energiaja nem szamithato ezzel a modszerrel, mert ez a két alhely minden

produktiv komplexben betdltott.

mPPAL
-10 OPPA2

-15

Latszélagos kotési energia (kJ/mél)

-20

-25

-4 -3 -2 -1 1 2 3
Alhelyek szama

8. abra A sertés pankreasz amilaz enzim (PPA) alhely térképei. m CNP-maltoligomereken PPA1L o radioaktiv
jelzett szabad maltooligomereken PPA2

A PPA két alhely térképének jo egyezése igazolta, hogy a szubsztrat redukald végén
talalhato CNP csoport nem befolyasolja a bontasi képet és az alhely térképet. Ez a
megallapitas alapvetd fontossagu volt a késObbi alkalmazasok szempontjabal.

- Rizs o-amildz (Amy3D)

A rizs legalabb nyolc amildz izoenzimet tartalmaz, ezek egyike a mag kifejlodésében és a
csirazasban is szerepet jatszo Amy3D izoenzim [39]. A bontasi kép adatokat szabad és alfa
glikozidos kotésti PNP aglikont tartalmazd szubsztratokon (DP2-6) HPLC modszerrel
mérték [40]. A szamitasok szokatlan alhely szerkezetet eredményeztek (9. abra). JelentOs
gat alhelyet latunk a nem redukalo vég feldl, a glikon kotd rész rovid, csak két alhelyet
tartalmaz, az aglikon kot6 helyen belsé gat alhely talalhat6. Ezek alapjan inkabb exo-, mint
endo- mechanizmus valdszinisitheté. Meg kell azonban jegyezni, hogy az irodalombol
vett példak esetében nem teljesiilt az a feltétel, hogy az enzim Gsszes alhelyét atfedd
szubsztratokkal is torténjenek mérések. Ezért javasoltuk a bontéasi képek kiegészitését

hosszabb szubsztratok alkalmazasaval.
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9. dbra Az Amy3D rizs amilaz izoenzim alhely térképe

- Arpa o-amildz izoenzim (AMY1)

Az éarpa csirdzasa soran a keményitd lebontdsat végzé a-amildz izoenzimek egyike a kis
izoelektromos pontl, nagyobb aktivitaisi AMY1. A szamitdsokat az irodalomban kozolt,
DP 3-7 tagszamu 1,4-nitrofenil-(PNP)-a-maltozidokon meghatarozott bontasi képek [41]
alapjan végeztilkk. A SUMA programmal szamitott alhely térkép részben megerdsitette a
szerzOk altal javasolt kilenc alhelyet feltételezd szerkezetet, amiben a hasitohelytdl
szamitott hatodik glikonkotd alhely fontossagat is megemlitették. Szamitasunk alapjan az
AMY izoenzim szerkezetére 6+2+1 modellt llitottunk fel, ahol a -6 alhely nagy kotési
energidja miatt kiemelt szereppel bir a kotddésben, a +3 alhely nem kotd hanem taszito
hatassal bird gat alhely és a glikon ko6to helyen is talalhatd egy belsd gat alhely. Ezutan az
arpa amildz enzimek egyik elismert kutatdja, a dan Birte Svensson professzor asszony
felajanlott egy egyiittmiikddést az arpa amilaz enzimek szerkezetének tanulmanyozésara,
amihez az izoenzimeket és mutansaikat biztositotta. 3-12 tagszadmu szubsztrat sorozatunk
lehetove tette a vizsgalatot, hiszen a kordbbi mérések is legalabb 9 alhelyre utaltak.
Méréseink és szamitasaink egyértelmii kiilonbséget jeleztek a két izoenzim kozott. A 12
alhely feltételezésével kapott modell mindkét izoenzimre a 7+2+1 szerkezetet
eredményezte, de az energiaértékekben néhany szignifikéns kiilonbség latszott. Mindkeét
enzimben a -6 alhely energiaja a legnagyobb, de az AMY 1 esetén ez joval magasabb érték,
hasonldan a szintén nagy energiaju -2 alhelyhez (11. abra). Ezzel ellentétben a +2 alhely
energidja az AMY?2 izoenzimben nagyobb. Megallapitottuk, hogy az AMY 1 a glikon, mig

az AMY 2 az aglikon kotd részen 1étesit nagyobb energiaja kapcsolatot a szubsztrat gliikoz
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egységeivel. Vizsgaltuk az AMY 1 enzim néhany mutansat, amelyeket aromas aminosavak
hatasanak vizsgalatara hoztak létre. A Tyrl05 aminosav a rontgenkrisztallografias
eredmények szerint a legnagyobb energiaju -6 alhely kornyezetében helyezkedik el (10.

abra).

10. abra Arpa amilaz AMY 1 izoenzimének aktiv centruma, a vizsgalatainkban modositott aminosavak és egy
11 tagszamu maltooligomer szubsztrat feltiintetésével

A harom Y105 mutans létrehozasaval és vizsgalataval azt kivantuk eldonteni, melyik
tulajdonsag jatszik szerepet a gliikoz egység kotésében; a hidrofobicitds (Y105A), a
hidroxil csoport altal 1étrehozott H-hid (Y105F), vagy az aromas gytiriivel kialakulo
stacking kolcsonhatas (Y105W).

4

2

NN

04

[N

BAMY1
ay105w
OY105F
@Y105A

ANOOCOOUUOOOOOORO,

Latszélagos kotési energia (kJ/mol)
o

-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 1 2 3 4
Alhely szama

11. abra Az arpa AMY 1 és harom Y 105 mutansanak alhely térképei

Eredményeink szerint a legnagyobb energia csokkenés a -6 alhelyen a Tyr-Ala csere

o

hatasara kovetkezett be (11. abra). Ez arra utal, hogy a szubsztrat kotésben az aromas gytrt
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szerepe a legfontosabb, hiszen a hidroxil csoport hidnya, illetve masik aromas gytira
jelenléte alig valtoztatta meg a kotési energiat. Meghataroztuk az aglikon kotéhely végén
modositott T212Y, valamint az Y105A/T212Y kettds mutans enzimek bontasi képét és
alhely térképét. A T212Y mutécio6 csak kismértékii valtozast okozott a kotdhelyek energia
értékében, viszont az aglikon koté hely végén talalhaté gat alhelyek gyakorlatilag
megszlintek. A dupla mutansban inkabb az Y105A mutacio hatasa érvényesiil [42].

Az eddigi eredmények igazoltdk a SUMA program alkalmazhatdsadgat amilazok aktiv
helyének realis leirasara. El6nynek bizonyult a korlatlan adatbeviteli lehetéség, az egyszeri
hasznalat ¢s a WINDOWS kompatibilitas. A kotési energiakat kiszamolhatjuk és a BCF
adatokat Ujraszamolhatjuk mas hdmérsékleten is, mint amit a méréskor alkalmaztunk. A
kilistazott eredmény elmenthetd, szerkeszthetd és nyomtathatd szamolt adatokat tartalmaz.
Grafikus illusztraciok (minimalizacid, alhely térkép) teszik az eredményeket vilagosabba.
Az alhely térkép birtokdban a BCF adatok kiszamolhatok a méréshez hasznaltaknal

hosszabb szubsztratokra is. A SUMA szabadon hasznalhat6 oktatasi és kutatasi célokra.
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3. Vizsgalati modszerek

A dolgozatban Osszefoglalt eredmények kisérletes munkén alapulnak, amihez a
hozzatérhetd modszerek széles korét hasznaltuk. A modszerek részletes targyalasara a
dolgozatban terjedelmi okokbdl nem térek ki, az itt kozolt 0sszefoglalon til az adott
fejezetekben torténnek utalasok az alkalmazott moddszerre. Valamennyi megjelent
kozleményben az alkalmazott technikak és kisérleti koriilmények leirasra kertiltek.

A kisérletekben hasznalt fehérjék egy részét vasaroltuk, masokat (a vad tipusu és mutans
valtozatokat) egylittmiikod6 partnerecink allitottak el és biztositottak a kisérletekhez.
Egyes esetekben a fehérjék kinyerése és tovabbi tisztitdsa a szokdsos elvalasztasi
modszerek alkalmazasaval tortént (méretkizarasi és affinitas kromatografia, ultrasziirés).
Aktivitas és kinetikai méréseink foként direkt moddszerrel, a termék vagy a szubsztrat
koncentracié valtozasat kovetve torténtek, folyamatos vagy szakaszos megkozelitést
alkalmazva. Rutinszerlien hasznaltunk kromofor felszabadulassal jaré reakcid
spektrofotometrias kovetésén alapuldé moddszereket a Jasco V550 késziilék kinetikai
mérdprogramja segitségével. Ezt egészitették ki a 4.3. fejezetben részletezett sajat
fejlesztésti aktivitasmérési modszerek, melyek kromatografids (HPLC) és kalorimetrias
(ITC) elven miikodnek.

A szerkezetvizsgilatokhoz és  mindségi  analitikai  feladatok  megoldéasara
tomegspekrometriai (MALDI-TOF és ESI) és NMR spektroszkopiai modszereket
alkalmaztunk.

Mennyiségi analitikai méréseinket, a bontdsi kép meghatarozasokat altalunk beallitott,
tobbnyire forditott fazisu HPLC elvalasztasi modszerekkel, UV detektalast alkalmazva
végeztik.

A kiilonbo6z0 kisérleti adatok kiértékelésére és értelmezéséhez szamos illesztd, kiértékeld

¢s modellez6 programot hasznaltunk.
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4. Tudomanyos eredmények

4.1. Poliszacharid hidrolazok szerkezetének felderitése

A poliszacharidokat atalakité enzimek jelentésége indokolja a teriileten folyd széleskorii
kutatasokat. Az ipari, vagy a humdn gyogyaszati jelentdség miatti kutatdsok més-mas
célokat tliznek ki, de ezekben k6z0s vonas, hogy az enzimek szerkezetének ismerete fontos
a tervezéshez. Mig az ipar esetében a cél tobbnyire a nagyobb hozam ¢és hatékonysag,
amihez az enzim stabilitdsa ¢€s robosztussdga sziikkséges, a gyogyaszatban,
mezOgazdasagban gyakori feladat az enzim gatlasa, ami az enzim aktiv helyének
ismeretében tervezhetd. Az altalam végzett szerkezeti vizsgalatok fOként amildz
enzimekkel folytak. Az elsé emlds a-amilaz vizsgalatokat (PPA, HSA) a mikrobidlis BLA
kovette, majd novényi (arpa és édesbugonya) és rovar eredetii amilazt vizsgaltunk. Erre a
sajat eldallitast szubsztrat sorozat, valamint a szamitdsok megkonnyitésére késziilt sajat
feljesztésiit SUMA program [35] teremtette meg a lehet6séget. Az elmult idészakban
szamos kérést kaptam kiilfoldi kutatoktél a program hasznalatira, de ezekbdl eddig
kozlemények nem sziilettek. Hasznosnak bizonyult viszont a SUMA program sajat
kutatasaink szempontjabol, hiszen segitségével szamos kiilonb6z6 eredetli a-amilaz enzim
¢s mutansainak szubsztratk6td helyét sikeriilt leirni. A bakteridlis eredeti, de human
gyogyaszati jelentdséggel bird DispersinB enzim milkddését mas szubsztratokkal, de
hasonlo kisérleti metodikéval deritettiik fel. A kovetkezOkben ezeket az eredményeket

ismertetem.

4.1.1. Arpa amildz izoenzimek és AMY1 mutinsok

Az arpa AMY1 izoenzim alhely térképének birtokaban az aktiv helyen meghatarozo
pozicidban 1évé Serd8 és a Vald7 szerepét vizsgaltuk [43], melyek szintén a glikon kotd
hely részét képezik (10. abra), eredményeinket az 1. tablazat tartalmazza.

Mivel a Ser48 aminosav tobb nagy energiaju alhely létrehozéasaban is szerepet jatszik,
mutacidja a glikonkoté régiod rovidiilését eredményezte. A legnagyobb energiaju -6 alhely
kotoképessége drasztikusan lecsokkent és a -7 alhely energidja is joval kisebb lett,
mikozben jabb belsd gat alhely jott 1étre a -4 pozicidban és az aglikonkotd hely energidja
nétt. Ez egylittesen a rovidebb szubsztratok kotddésének kedvez, ami a CNPG7 és CNPG4
szubsztratok hidrolizis sebességének valtozasdban is megnyilvanult. Mig a vad tipusu
enzim a heptamert hidrolizélta nagyobb sebességgel, addig S48Y mutans a tetramert

preferdlta, vagyis a mutacio specificitas valtozast eredményezett. A Val47 mutaciodi kisebb
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mértéki valtozast okoztak. A valin-alanin csere nem valtoztatta meg a kotohely szerkezetet,

de az 0sszenergia csokkent.

1. tabldazat Arpa AMYI és aktiv hely mutansainak szamitott ldtszélagos alhely energidi

Latszolagos alhely kotési energidk (kJ/mol)

Alhelyek -8 -7 -6 -5 -4 -3 2 -1 +1 +2 43 H4

AMY1 wt 0,3 -4 -124 08 -13 1 -7 2,7 19 08
S48Y -162 -191 -113 0,18 099 049 -849 -7,65 1,98 -04
VATA 015 -299 -942 207 -091 129 -497 -2,64 29 1

VATF 1,21 -6,88 -4 136 -0,43 065 -861 -541 3,03 1,99
V47D -1,15 -0,32 -823 -0,93 -2,58 -157 -9,58 -6,67 0,84 -1,27
VAT7K/S48G 0,21 -2,28 -1,28 083 19 -0,87 -10,75 -7,96 1,97 0,27
V47G/S48D 1,33 -356 -2,29 214 -0,19 -0,32 -811 -5,53 2,33 0,14
VA4TL/S48A 1,7 -331 -788 1,02 -1,14 112 -502 -4,16 2,89 1,56
V471/S481 -0,84 -455 -10,84 -0,97 0,39 -157 -6,12 -698 1,71 11

Jelentésebb eltérések kiemelve.

Jelentdsebb a VA7F csere, ahol a bevezetett aromas aminosav hatdséara a -7 ¢és +2 alhelyek
energidja is nott, mikozben a -6 energidja lecsokkent. A fenilalanin valosziniileg a Tyr105
aromas gytrijével 1ép kolcsonhatasba (10. abra), ami a hossz szubsztratokra erételjes
horgonyz6 hatdssal birt a vad tipusban. Elmozduldasa a maltoheptadznal rovidebb
szubsztratok kotddésének és hasitdsanak kedvez, igy a tetramer hidrolizis sebessége ebben
az esetben is kozel husszoros a heptamerhez képest. A V47D mutansban a -7 alhely
megsziinik, mikozben a belso gat alhelyek kotd hellyé alakulnak €s a hasitohely melletti
alhelyek energidja is megnd, a +2 esetében jelentdsen. A V47K/S48G mutacio az S48Y-
hoz hasonloan jelentés valtozast eredményezett, a -6 alhely szinte megsziinik, a -4 alhely
gat alhelly¢ alakul és a hasitohely mellett nd a kotddés erdssége. Ez eredményezi a 35-
sz0ros hidrolizis sebességet tetramer szubsztratra a heptamerhez képest. A V47G/S48D
kettds mutansnal az S48D hatas érvényesiil, nagyon hasonlé alhely térképet kaptunk mint
az S48Y esetén. A V47L/S48A mutacio az egyes alhelyek kismértékii csokkenését, de
egylittesen nagy Osszenergia csOkkenést okozott, mig a V471/S481 az Osszenergia
jelentdsen megndtt foként a +2 alhely affinitdsdnak novekedése és tobb a glikonkstd
régioban levé gat alhely kotShellyé valdsa miatt. Osszességében ezek a mutaciok jol
szemléltetik, hogy a szubsztratspecificitds hogyan befolyasolhatd olyan aminosavak

kicserélésével, amelyek tobb alhely kialakitdsaban is részt vesznek. Az aktiv helyen kotott
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szubsztrat szinte korbeveszi a V47 és S48 aminosavakat (10. dbra), és a V47 az Y105
aminosavval egyiitt a szubsztrat aktiv helyre valo belépését is koordinalja [44].

Az arpa amildz esetében nemcsak a katalizisben részt vevd aktiv helyen, hanem tn.
masodlagos kotéhelyeken is torténhet szubsztrat kotédés, hasonldan a glikozid-hidrolazok
keményitébonto enzimjeihez (GH13, 14, 15 és 77 csaladok). A masodlagos szénhidratk6to
helyek a feliileten, a katalitikus helyt6l és a szubsztratk6té aroktdl bizonyos tavolsagra
helyezkednek el (5. abra). Az AMY1 két ilyen feliileti kotohellyel rendelkezik [45-48],
amelyekre a kovetkezokben az SBS1, illetve SBS2 jelolést alkalmazom. Ezeknek a kotd
helyeknek szerepe van a keményit6 szubsztrat rogzitésben és a termék felszabaditasban.
Az SBS1 a (B/a)s hordo felépitésii katalitikus domén oldaldn, mig az SBS2 a C-terminalis
domén antiparallel B-lemez oldalan helyezkedik el [45, 49]. Az aromas oldallancok
kozponti szerepet toltenek be mind az SBS1 mind az SBS2 poliszacharid kotésében
[45,47,48,50]. Korabbi eredményeink szerint a szubsztratk6td hely aminosavainak
mutaciodival lehetséges az enzim oligoszacharidokon mutatott relativ specifitasanak
megtervezése, beleértve az alhely kotési energiaprofiljainak manipulalasat is [42, 51-54].
Felmeriilt a kérdés, mi a helyzet a masodlagos kotéhelyek aminosavaival? A kozelmultban
az emberi nyal o-amilazdban szamos, masodlagos kotOhelyen azonositott aromads
oldallancot alaninnal helyettesitettek. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy ezek az aromas
csoportok részt vesznek a nyers és az oldhaté keményité megkotésében és hidrolizisében,
valamint a maltopentadzzal és maltoheptadzzal szembeni aktivitasban is [55]. Ennek
aminosavak alaninra torténd cseréjével kapott egyszeres és kétszeres mutaciot tartalmazo
AMY1 variansok. A moddositott aminosavak elhelyezkedését a masodlagos kotohelyeken

a 12. abra mutatja be.
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12. dbra Az arpa AMY 1 izoenzim masodlagos kdt6helyei a vizsgalt aminosavak feltiintetésével

Ezen mutans enzimek bontasi képének ¢és alhely térképének meghatarozasa a kdtohelyek

illetve a moddositott aminosavak pontos szerepének tisztazasat célozta. Vizsgalatainkba

bevontunk egy, a korabbi aktiv hely mutansok koziil a legnagyobb hatast mutatdé Y105A

kettés mutanst is. Eredményeink azt mutattdk, hogy bizonyos, a mésodlagos kdtéhelyen

végrehajtott felszini mutdciok nemcsak a keményitd szemcséhez valdo kotodést

befolyasoltak, hanem megvaltoztattak a DP3-11 CNP-maltooligomerek hidrolizise soran

keletkez6 oligoszacharid termékek aranyat €s igy eltérést okoztak az aktiv hely alhelyeinek

latszolagos kotési energiaiban (2. tablazat).

2. tdablazat Mdsodlagos kotéhelyen torténé mutdcio hatdisa az arpa AMYL izoenzim

alhelyeinek kotési energidjara.

Alhelyek
AMY1 wt
W279A
W278A/Y380A
W279A/Y380A
Y380A

H395A
Y380A/H395A
Y105A
Y105A/Y380A

-8
0,3
0,2
04
0,6

-1
1,3
0,8
0,7
0,2

-4
-3,9
-3
-3,9
-6,9
-3,8
43
-3,8
-3,8

Jelentdsebb eltérések kiemelve.

Latszolagos alhely kotési energidk (kJ/mol)

-6
-12,4
-10
-10,6
-11,7
-14
-8
-10,7
-5,6
-5,4

-5
0,8
-0,2
2,9
1,7
-1,9
2,6
0,1
0,2
0,2

-4
1,3
-1,9
11
-0,8
2,7
0,5
-0,7
1,1
-16

25

-3
1
0,7
0,9
0,8
0,2
0,9
0,5
0,2
-0,6

-2
-7
-4,6
-51
-5,7
-8,7
-5,5
-5,8
-8
-1,6

-1 +1

+2
-2,7
-3
-2,7
2,7
-5,4
2,7
-2,5
-5
-4,8

1,9
2,3
2,4
2,3

2,9
2,4

1,6

+4
0,8
-1,1
0,3

-1,3
0,2
-0,2
0,9

Osszeg
(kJ/mol)

-22,6
-21,5
-15,63
-19,55
-39,7
-12,6
-20,39
-19,80
-21,96
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Mig az SBS1 masodlagos kotéhely kulcsfontossagli aromas aminosavainak kicserélésével
kapott egyszeres ¢és kétszeres mutansok nem mutattak szamottevo eltérést a vad tipusu
enzimhez képest, az SBS2 mutansok szamitott alhely térképei tobb esetben eltérnek a vad
tipusu enzimétdl. Az Y380A és a H395A esetén az 0sszegzett alhely kotési energiak -39,7,
illetve -12,6 kJ/mol 6sszehasonlitva a vad tipust AMY1 -22,6 kJ/mol értékével (2.
tablazat). Az Y380A energianyeresége meglehetsen egyenletesen oszlik el az alhelyeken,
és figyelemre mélto a belsd és két kiilsé gat alhely (az AMY 1-ben pozitiv energiaértéki -
8, -5 és +4 alhelyek) konverzioja koté helyekké. Ezzel szemben az SBS2 Tyr380
aminosavval ellentétes oldalan talalhaté His395 mutaciojaval kapott H395A alhely térképe
az Osszenergia csokkenését mutatja, ami szintén az egyes alhelyek energia csokkenésébol
all 0ssze. A gyengébb affinitas a két legfontosabb koté alhely (-6 és -2) esetében a
legjelentésebb, és a fehérje kedvezdtlen konformaciod valtozasat jelzi. Ugyanakkor a
Y380A/H395A kettds mutans energia értéke szinte megegyezik a vad tipusu enzimével, az
ellentétes hatdsok kiegyenlitik egymast. Ezt a kiegyenlitddést az enzim aktivitadsok
értékében is tapasztaltuk, mindkét egyszeres mutans jelentdsen csokkent aktivitasu volt,
ellentétben a mindkét mutaciot tartalmazo enzimmel, ami a vad tipushoz hasonl6 aktivitast
mutatott. Az aktiv helyen és az SBS2 helyen is mutaciot tartalmaz6 Y105A/Y380A fehérje
esetében azt tapasztaltuk, hogy az aktiv hely tirozinjanak mutacioja felelds a valtozasért, a
-6 alhely energidjanak nagymértékii csokkenését okozva. Ezeket az eredményeket két
kozleményben Osszegeztik [56,57]. Az arpa AMY1 enzim vizsgalata soran
transzglikozilezést tapasztaltunk a vad tipus, az aktiv hely és a masodlagos kotShely
mutansok esetében is. A transzfer reakcié mértéke azonban eltérd volt; a vad tipus esetében
csak a tetramer szubsztraton tapasztaltuk, a masodlagos kotOhely mutdnsoknal a tetrameren
megndtt a transzfer reakcid ardnya €s néhany esetben a trimer szubsztraton is
megfigyelhetd volt. Az aktiv hely mutdnsok tobbségénél viszont minden szubsztraton a
hidrolizis termékek mellett transzfer termékeket is ki tudtunk mutatni. A transzglikozilezés
részletei a 4. 2. fejezetben keriiltek kifejtésre.

Az alhelytérképezéshez sziikséges BCF kisérleti meghatarozéasa idéigényes és koltséges
eljaras, hiszen kromoforral jeldlt oligoszacharidot igényel szubsztratként és az elvalasztas
illetve az egyes termékek mennyiségi meghatarozasa HPLC-modszerrel torténik. A
rontgenkrisztallografiai szerkezetek szamitogépes elemzése hatékony modja az enzim-
szubsztrat kolcsonhatdsok vizsgalatanak ¢és molekuldris dinamikai szamitdsokkal
kiegészitve a kolcsonhatds mennyiségi becslésére is hasznalhato. Ezért kisérletet tettiink az

aminosav szekvencia illetve rontgenkrisztallografids szerkezetek alapjan alhely térképek
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joslasara a SUMA programot és a molekulamodellezést kombinalva [58]. Célunk volt egy
szamitogéppel segitett eljaras kidolgozasa vad tipust és mutans a-amilazok feltérképezése
céljabol a funkcionalis jellemzdk eldrejelzésére €s értelmezésére. A vad tipust és mutans
enzimek 3D struktarainak felépitésére ¢és az energidk szamitdsira a SYBYL
programcsomag ¢és az AMBER7 99 er6tér alkalmazasat taladltuk megfelelonek.

Az enzimek és a szénhidrat szubsztratok kozotti kolcsonhatasi energiakat rovid
energiaminimalizalas utan szamitottuk ki molekularis mechanikai programmal. Az eljaras
kidolgozasahoz vad tipusu és mutans a-amilazokbol allo oktatokészletet hasznaltunk,
melyhez hat kiilonb6z6 eredeti, és eltéré alhely szerkezetli vad tipust enzimet
valasztottunk, az élovilag kiilonboz6 teriileteirdl (13. abra). A Bacillus amyloliquefaciens
a-amilaz (BAA) a bakterialis, az Aspergillus oryzae a-amilaz (TAA) a gomba, az arpa

AMY1 és AMY2 andvényi, a PPA és a HSA pedig az emlds enzimeket képviseli.

7 6 -5 4 3 2 1)1 2 3 4 5
TAA

HSA

PPA

BAA

AMY1/2

13. abra. Az oktatokészlethez hasznalt amilazok alhely szerkezete [58]

Ezen enzimek szerkezeti konzervacidja sokkal erdsebb volt, mint a szekvencia
konzervécid, ami reményt adott arra, hogy eljarasunk sikeresen alkalmazhaté az a-
amildzok széles korére. Ezen kiviil a mutdciok hatdsdnak tanitdsdra két HSA mutans
(Y151M és W5S8L), valamint 6t AMY1 mutans (Y105A, Y105F, Y105W, T212Y ¢és
Y105A/T212Y) ismert, altalunk meghatarozott kisérleti adatait hasznaltuk fel. A vad tipusu
enzimeket a kisérleti BCF értékek, valamint az ismert kristalyszerkezet alapjan valasztottuk
ki, valamennyi mutans enzim esetében az adatok sajat mérésbdl szarmaztak. igy végiil 13

enzim Osszesen 97 alhely kotési energiajan alapuld modellt allitottunk fel. Bar a kivalasztott
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enzimek szekvencia azonossdga nagyon eltéré (11-86 %), valamennyi a GH13 csaladba
tartozik ¢és azonos katalitikus mechanizmus szerint mitkodnek.

A szerkezetillesztés soran a katalitikus aminosavak és kornyezetik nagyfoku
konzervaltsagat és az erésen konzervalt régiok jo illeszkedését tapasztaltuk, ami
lehet6séget biztosit az eljaras tovabbi amilazokra val6 alkalmazasara. A tanité halmazra
vonatkozo szamitasok jo korrelaciot mutattak az alhely kotési energiai (r? = 0,827-0,929)
és a kotéshasadasi gyakorisagok (r? = 0,727-0,835) esetében a modellezéssel meghatarozott
¢s a mérések alapjan szamitott értékek kozott.

A modszer teljesitOképeségét tovabbi nyolc AMY 1 aktiv hely mutans (S48Y, VA7A, VATF,
V47D, VA4T7K/S48G, V47G/S48D, V471/S481 és VA4TL/S48A) altalunk meghatarozott
bontasi kép értékei és alhely kotési energidi felhasznalasaval ellendriztiik. Az alhely kotési
energidinak becslése r2 = 0,502, mig a kotéshasadas gyakorisdg becslése r2 = 0,538
korrelacids egyiitthatot eredményezett. Az eltérések elemzése arra vezetett, hogy kiilonds
Ovatossagra van sziikség, ha az a-amildz szubsztratk6td helyén a semleges oldallancok
helyett toltéssel rendelkezé aminosav bevezetése torténik (€s valdszintileg forditva).

A leirt eljaras segithet tovabbi a-amilazok alhely térképeinek 1étrehozasaban, valamint
annak energia értékeit felhasznalva a termékeloszlas (BCF értékek) elbrejelzésében a
SUMA szamitogépes program segitségével. A fehérjeszerkezetek joslasat eldsegitd
programok fejlédésével (AlphaFold) lehetové valt a szekvencia ismeretében 3D
szerkezeteket generalni, amit kombinalva a SUMA programmal alhelytérképek hozhatok
létre. Tovabbi terveim kozott szerepel ennek a lehetdségnek a vizsgalata a szubsztratk6té
oldallancok szerepének feltarasara, esetleg a fehérjemérnokok igényeinek megfeleld,
megvaltozott termék Osszetételt eredményezdé modositott enzimek tervezésére.
Modszeriink kiegészitheti a kisérleti alhelytérképezési eljarast alhelytérképek €s bontési

képek gyors és olcso eldrejelzésével.

4.1.2. EQy rovar eredetii a-amildz enzim - LAAmy

A szénhidratok nélkiilozhetetlen energiaforrdsok a rovarok larvainak optimalis
novekedéséhez és tobbségiiknél az imagd életben maradasdhoz is sziikségesek. A
novényevd rovarok kozvetleniil a novényi szovetekbdl taplalkoznak, sokuk kizardlag
keményité tartalmi magvakkal. A burgonyabogar (Leptinotarsa decemlineata, Say)
azonban eltérd taplalkozasi szokasokkal rendelkezik, mivel az imagok és a larvak a
novények leveleit fogyasztjak, és elpusztithatjdk a teljes termést. A burgonyabogar

gazdasagi jelent6ségli novényi kartevd, amely kizarolag a Solanaceae csalad tagjait

28



gyemant . gyongyi 123 23

tamadja. Az egyik leginvazivabb novényi kartevd, az ellene valdo védekezés oOriasi
Osszegeket igényel. Az amilaz a rovarok emésztésében €s szénhidrat-anyagcseréjében részt
vevé f6 enzim [59]. Néhany rovar a-amilaz szekvenciaja ismert, de foként magokat
fogyaszté rovarok a-amilazait tanulmanyoztak, mint példaul a bab zsizsik (Zabrotes
subfasciatus) [60], vagy a kozonséges lisztbogar (Tenebrio molitor) és larvaja a lisztkukac
[61). A T. molitor larva a-amilaz volt sokaig az egyetlen ismert 3D szerkezetli rovar o-
amilaz (PDB:1viw [62]), de 2023-ban kozoltek egy Drosophila melangoster eredetii rovar
a-amilaz szerkezetet is [63].

Korabban néhany vizsgalat tértént a rovar amilazok exo/endo karakterének eldontésére
[64], melyek alapjan kiilonb6z6 Sitophilus fajokban a-amilazt azonositottak. A T. molitor
amilaz enzim bontasi kép vizsgalatai soran dimer-pentamer termékeket mutattak ki [65],
mig egy selyemherny6 amilaz termékei dimer-tetramer voltak [66], de részletes kotohely
leiras nem tortént ezekre az enzimekre sem. A burgonyabogir a-amilazanak néhany
tulajdonsagat (pl. pH és homérséklet optimum) korabban publikaltak [67], de az enzimhatas
részletei feltaratlanul maradtak.

Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a burgonyabogar bélrendszerében lejatszodod
szénhidrat emésztés folyamatat, amihez in vitro a rovar fiziologias sooldattal késziilt

bélkivonatat és kiilonb6z6 kromofor tartalmu szubsztratokat hasznaltuk (13. abra).

13. abra A rovar amildz vizsgalatokhoz hasznalt szubsztratok képletei A) a-(2-klor-4-nitrofenil)-f-1,4-
galaktopiranozilmaltozid (GalG2-a-CNP) B) B-2-klor-4-nitrofenil-maltoheptaozid (CNPG7) C) 4,6-O-
benzilidén-B-(4-nitrofenil)-maltoheptaozid (BnIG7CNP).

A rovarokbol gylijtott bélkivonat enzimaktivitdsainak tesztelésére PNP-o- és PNP-B-
gliikozid gliikkozidaz szubsztratokat, valamint GalG2-a-CNP o-amilaz szubsztratot és
spektrofotometrias aktivitismérést hasznaltunk. A méréseket kiegészitettik CNPG7
heptamer szubsztraton torténd aktivitdisméréssel a termékek koncentraciovaltozasat HPLC
modszerrel kovetve. A bélkivonatban a- és [-glikoziddaz ¢és o-amildz aktivitast

azonositottunk (14. abra).
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o-amilaz

a-glikozidaz

B-gliikozidaz

14. 4bra A burgonyabogar (L decemlineata) bélkivonatban azonositott glikozidazok hatasa CNPG7

szubsztraton.

Az burgonyabogar o-amilaz (LdAmy) mikodésének pontosabb megismerésehez az
oligoszacharid szubsztratokkal végezett mérések eredményeit a kiilonboz6 eredetii o-
amilazok kordbban altalunk meghatarozott bontasi képével vetettiik 6ssze (3. tablazat).

A CNPG7 szubsztrat LdAmy katalizalta hidrolizisének termékaranyai a sertés pankreédsz
a-amilazzal kapott aranyokkal mutattak legjobb egyezést. A bélkivonatban jelen levé a-
gliilkozidaz hatasanak kizarasara a méréseket a nem redukald végén benzilidén csoporttal
védett maltoheptadzzal is megismételtiik. Ebben az esetben is a PPA bontasi képe mutatta
a legjobb egyezést [68], ami Osszhangban volt azzal, hogy a rovar modell enzimnek
tekintett a T. molitor a-amilaz a PPA-val 50 % szekvencia hasonldsagot mutat és a 3D
szerkezetek is hasonloak [62].

3. tablazat. Maltoheptamer szubsztratok kiilonbozé eredetii a-amildzokkal torténd

hidrolizisének termékardanyai

Szubsztrat CNPG7 BnIG7CNP7

Redukalo végi 1 2 3 4 1 2 3 4 5

termékek tagszdma Hivatkozas
Enzim

LDAmy 0 39 36 24 8 26 64 2 0 [68]

PPA 0 41 33 26 0 20 80 O 0 [36]

HSA 0 18 50 32 0 67 12 11 10 [69]

BLA 5 8 11 O 5 67 33 O 0 [6]

arpa AMY1 9%5 2 2 1 - - - - - [42]

arpa AMY2 68 8 12 11 - - - - - [42]
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A szerkezeti hasonlosag felveti a lehetOséget, hogy az emlds amilazokon mar hatasosnak
bizonyult inhibitorokat esetleg a rovar elleni védekezésben is alkalmazni lehet. Ebben az
esetben még az sem okozna problémat, hogy az igy kezelt novény keményit6 tartalma nem
emésztddik az inhibitor jelenléte miatt, hiszen a rovar és az ember nem ugyanazt a novényi
részt fogyasztja.

Az LDAmy részletes vizsgalatdhoz az enzimet keményitd gélen torténd
affinitaskromatografiaval tisztitottuk, homogenitasat SDS-PAGE modszerrel ellendriztiik
¢s aktivitasmérésekkel igazoltuk, hogy nem tartalmaz a- és B-gliikkozidazt. Felvettiik a 4-8
tagszamu szubsztratok atalakulasanak €s a kiilonb6z6 hosszusagi termékek keletkezésének
kinetikai gorbéit valamennyi oligomeren a reakciot HPLC-vel kovetve (15. abra). A
gorbék kezdeti szakaszabol termékaranyokat szamoltunk az alhelytérkép készitéséhez. Az
LdAmy CNPG2-t redukal6 végi terméket hasit a CNPG4-r6l, CNPG5-161 és CNPG6-16l
0,47, 1,00 és 0,70 aranyban. A lanc hosszanak ndvekedésével a tdmadds maximalis
gyakorisaga a szubsztrat nem redukal6 vége felé tolodik el. A CNPG7 és CNPGS esetében
egyenlébb eloszlas figyelhetd meg a termékaranyokban, de nem redukalo végrél mindig a

maltotetradz felszabadulasa a dominans.
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15. ébra A CNP maltooligomerek LdAmy katalizélta hidrolizise sorén a szubsztrat és a termékek

um CNPGs: +CNPG4. m, CNPGa: ¢, CNPG: o, CNPG: A).

Fontos megjegyezni, hogy a CNPG3 és CNPG4 termékek aranya kozel azonos a heptamer
szubsztrat hidrolizisének kezdetén. A CNPG3 a legrovidebb tetramer szubsztrat esetén is
megjelenik a hidrolizis termékeként. A kisérleti pontokra gorbéket illesztettiink,
parhuzamos ¢és konszekutiv reakciok feltételezésével felépitett modell alapjan. A
koncentracio-ido adatparokat a Scientist® programmal értékeltiik ki. A kinetikai allandokat
(k) ugy hataroztuk meg, hogy elsé hidrolizis 1épésként parhuzamos reakciokat, majd
egymast kovetdé reakciokat tételeziink fel az LdAmy-katalizalt hidrolizis kinetikai

modelljeként. A kapott mérési pontokat és az illesztett gorbéket a 15. dbra mutatja. Az
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Oszefliggéseket az oktamer hidrolizis példajan mutatom be, a tovabbi részletek a
hivatkozott kézleményben talalhatok. Az oktamer szubsztrat molekula (S8) tobb modon
kotédhet az LAAmy aktiv centrumaba, igy parhuzamos reakciokban tetramer (S4), trimer
(S3) és dimer (S2) kromofor jelzett termékek keletkeznek. A parhuzamos 1épések
latszolagos sebességi allandoi knx, ahol n a monomer egységek (G-gliikoz) szama a
szubsztratban, x a G egységek szama a redukalo végi termékben.

A reakcidtermékeken tovabbi egymast kdvetd hidrolizis 1épések torténhetnek, amelyek S3-
t, S2-t és S-t termelnek a tetramerbdl, valamint S-t a trimerbdl. Differencidlegyenletek (2-

6 egyenletek) irhatok fel a szubsztratok és a végtermékek koncentracidinak idébeli

valtozasaira:
W) = gy [Sa] — kas[Ss] — kaa[Ss] @
d[S:] = kga[Sg] — Kka3[Sa]l — kaz[S4] — kuq[S4] (3)
5] = kg3 [Sg] + kas[S,] @
B2l = kgalSs] + kazS4] (5)
if] = k41[S4] (6)

Az els6 parhuzamos 1épésekre kapott sebességi allandokbol szamitott ardnyok jol egyeznek
a kezdeti szakaszbol meghatarozott termékaranyokkal. Az igy kapott adatokat hasznaltuk
a SUMA program bemeneti BCF értékeiként az alhely térkép szamitasahoz. A kapott alhely
térképet két emlds a-amildzzal dsszehasonlitva mutatom be a hasonlosagok és eltérések

szemléltetésére (16. abra).
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-11.8

Latszélagos kbtési energia (kJfmol)
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Alhely szama

16. abra: A rovar és emlds amilazok alhely térképei. LDAmy (z61d), HSA (kék)[68] PPA (piros)[36]. A
piros nyil a hidrolizis helyét jel6li, az LDAmy latszolagos kotési energiainak értékei feltiintetve (kJ/mol),
Az aglikonkotd régio megyegyezik a harom enzimben, de 1ényeges kiilonbség lathato a

glikon k&td régidban.

Feltételeztiik, hogy a kiilonbségek az aminosav szekvencia eltérései miatt jelentkeztek,
ezért a L. decemlineata alfa-amilazszerti fehérjéjének aminosav szekvenciajat
osszehasonlitottuk néhany ismert a-amilazéval, mint a HSA, PPA ¢és a Tenebrio molitor a-
amilaz. Tobbszords szekvencia-illesztést végeztink a CLUSTAL Omega 1.2.4-es
verzidjaval. A szubsztratkdtésben szerepet jatszo aminosavakat a 4. tdblazatban foglaltam
Ossze. A szekvencia azonossagok alacsonyak ezek kozott a fehérjék kozott, de a hasonldsag
sokkal jobb, kiilondsen a konzervalt régiokban. A katalitikus aminosavak (Aspl197 és
Glu233) ¢és az aglikonkotd helyek aminosavai (+1) és (+2) azonosak, de van néhany

jelentds kiilonbség a glikonkdto régidban.
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4. tablazat: Az LDAmy, a HSA, a PPA és a TMA szubsztrat kétodésében részt vevo
aminosavai

Alhely  Aminosav ? (az LdAmy szekvenciaban elfoglalt pozicid)

HSAP LDAmy PPA TMA
-4 Aspl47 Thr147 (101) Gly147 Glu147
Asnl105 GIn105 Ser105°¢ Met105
-3 Ser163 Vall63 (117) Vall163 Vall163
GIn63 GIn63 GIn63 GIn63
Asp356 Asp356 Asp356 Asp356
-2 Trp58 Trp58 Trp58 Trp58
Trp59 Trp59 Trp59 Trp59
Tyr62 Tyr62 Tyr62 Tyr62
His305 Asp305 (253) His305 Gly305
-1 His101 Aspl101(65) His101 His101
Argl95 Arg195 Arg195 Arg195
Aspl197 Aspl197(151) Aspl97 Aspl97
His299 His299 His299 His299
Asp300 Asp300 Asp300 Asp300
+1 His201 His201 His201 His201
Glu233 Glu233(188) Glu233 Glu233
[le235 11e235 11e235 11e235
+2 Tyrl51 Tyrl51 Tyrl51 Tyrl51
Lys200 Lys200 Lys200 Lys200
Glu240 Glu240 Glu240 Glu240

& A szamozas az1SMD HSA szekvencia alapjan tortént

b Az aminosav pozicioja a HSA aktiv helyén [70]

¢ Az aminosav pozicioja a PPA aktiv helyén [71]

Az LdAmy-ben a (-4) alhely polaris, de toltetlen aminosavat (Thr) tartalmaz a 147
pozicidban, ahol egy nem polaris (Gly) talalhatéo a PPA-ban. A HSA és a TMA egyarant
savas aminosavat tartalmaz (Asp) és (Glu) ebben a pozicidoban, de a savamid Asn helyett
Met van a TMA-ban. Ezek a kiilonbségek indokolhatjak azt a csekély eltérést, amely az
alhely térképen ezen a helyen jelenik meg. Sokkal nagyobb kiilonbség van a (-2) alhelyet
koriilvevé aminosavak kotési energiajaban és polaritasaban. A HSA-ban és PPA-ban
jelenlévd pozitiv t6ltésli aminosavat (His305) egy savas, negativ toltésti (Asp) helyettesiti
az LdAmy-ben és egy apolaris Gly a TMA-ban. Ezenkiviil az alhely kdzelében 1év6 His101
is Asp-re valtozik LdAmy esetén. Ez jelentés kiilonbség, ami a kotési energidkban is
megnyilvanul. Erdekes modon a Val163 apolaris aminosav megtalalhato a (-3) alhelyen az
Osszes vizsgalt enzimben, kivéve a HSA-t. Az is 14thatd, hogy a TMA ¢és az LdAmy kozott
is vannak szekvenciakiilonbségek az aktiv helyen és Osszességében a TMA szekvenciaja

jobban hasonlit az emlés a-amilazokra mint az LdAmy [72].
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17. é&bra Szerkezet Osszehasonlitas HSA: (barna) 1SMD LdAmy: (kék)
AF-AOAOF6TNG63-F1 AlfaFold josolta szerkezet a L. decemlineata 1-300 aminosav
szekvencia részletére. A szovegben hivatkozott eltérések zolddel kiemelve.

A szekvencia eltérések 3D szerkezetben valo elhelyezkedését is ellendriztem a jelenleg
hozzaférhet6 300 aminosavat tartalmaz6 szekvenciarészlet AlfaFold altal josolt szerkezete
¢s a HSA szerkezet 0sszevetésével. A 17. abran zolddel jelolve l1athatd, hogy a kivalasztott
aminosavak a 3D szerkezetben pontos fedésben vannak. Kivétel a His305, ami az LdAmy-
bol hidnyzo glicin gazdag hurok része, ennek kozvetlen kozelében talalhatd az Asp253 az

LdAmy szekvenciaban.
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4.1.3. Edesburgonya eredetii f-amildz enzim

Az édesburgonya eredetli f-amilaz (EC 3.2.1.2) az exo hatasmodu enzimek képviseldjeként
kertilt kutatasi célpontjaim kozé. Az B-amilazok modellenzimeként tekinthetd, mivel a
novény gumojaban (Ipomoea batatas) az 6sszes oldhato fehérje koriilbeliil 5%-at teszi ki,
¢s konnyen kinyerhet6. Mas gumods gyokerek csak nyomokban mutatnak [B-amilaz
aktivitast [73], de magasabb rendli novényekben, példaul szdja- és arpamagban [74],
valamint tobbféle baktériumban és gombaban is elterjedtek [75].

Az enzim a keményit6 (1,4)-a-D-glikozidos kotéseinek hidrolizisét katalizalja, maltoz
egységek hasitasaval a nem redukaldo végekrél. Az enzim a glikozid-hidrolaz GH14
csaladjaba tartozik, igy nemcsak az exo, hanem az invertal6 mechanizmussal miik6do
¢desburgonya B-amilaz négy azonos alegységbdl all, amelyek a (B/a)8 hordos szerkezeten
kiviil harom hosszt hurkot és egy kiterjesztett C-terminalis hurkot is tartalmaznak [76]. Az
aktiv centrum egy 18 A mély hasadékban talalhato, és tartalmazza a két konzervalt Glu
katalitikus aminosav oldallancot. Aminosav szekvenciaja 67-68 % azonossagot mutat a
szOjababbol és arpabol szarmazo B-amilazokkal [77]. A B-amilazra véletlenszerti kotédési
mechanizmust javasoltak, és igazoltak a ,,multiple attack” - tobbszoros hasitast. Eszerint a
szubsztrat bekotddése utan egyetlen ES komplexbdl tobb maltéz egység hasad egymast
Vizsgalatainkat ebben az esetben is a kiillonboz6 tagszamu (DP 3-11) CNP-
maltooligomerek hidrolizisét HPLC-vel kovetve végeztiik. Eldszor katalitikus
oldatokon, alacsony konverzié mellett a reakciot a szubsztratkoncentracioé csokkenésével
kovetve. Az ilyen koriilmények mellett mért kezdeti sebesség (Vo) lineéris fiiggvénye a
szubsztratkoncentracionak [S], a meredekség aranyos az enzim Kkatalitikus
hatékonysagaval.

A katalitikus hatékonysag értékek a pentamernél hoszabb szubsztratokra mar nem valtoztak
jelentésen. Ugyanakkor a kromatogramokon mar kis konverzional is tobb termék jelent
meg, ami tobbszords hasitasra utal. A parhuzamos reakciok lehetéségét MALDI TOF MS
méréssel zartuk ki. A 18. abran bemutatott spektrum szerint a CNPG7 szubsztratbol
CNPGS5 és CNPG3 redukald végi termék keletkezett, szabad oligoszacharidként viszont

csak a maltoz volt jelen.
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18. abra A CNPG7 édesburgonya B-amilaz katalizalta hidrolizisének termékosszetétele MALDI-TOF MS
spektrum alapjan. Szamitott m/z értékek: [CNPG7+Na*]= 1330,35 Da; [CNPG5+Na*]= 1006,242 Dg;
[CNPG3+Na*]= 682,132 Da; [G2+Na*]= 365,106 Da, [G4+Na*]= 689,3 Da.

Az édesburgonya [-amilaz tobbszords tamadasi mechanizmusat Monte Carlo
szimulacioval kordbban igazoltdk a redukdlo végen radioaktiv jelzett paratlan tagszamu
maltooligomerek (DP 7-11) hidrolizis termékeinek papirkromatografias analizisével nyert
adatok [79] alapjan. A paros szamu szubsztratokra nem lehetett szamitasokat végezni,
mivel a termékanalizissel nem tudtdk megkiilonbdztetni a redukald végi és a nem redukalo
végi maltoz terméket. A masodik hasitds valosziniiségére 0,6 értéket kaptak a lanchossztol
fiiggetleniil [80].

A processziv 1épések atlagos szamanak (n) kiszamitasahoz a (7) egyenletet hasznaltuk, amit

nukleinsav motor enzimek processzivitasanak jellemzésére vezettek be [18].

P N
nzﬁ(l—P ) (7)

ahol P a masodik hasitas valosziniisége az enzim-termék komplex (EP) disszociacioja

rrrrrr

Esetiinkben a redukald végi CNP csoport lehetévé tette P Szamitasat paros tagszamu
szubsztratok esetén is a HPLC-vel meghatarozott termékaranyokbol; igy a vizsgalt
szubsztratokra az 5. tablazatban Osszefoglalt értékeket kaptuk. Lathatdoan a szubsztrat

lanchosszdnak novekedésével nd a 1épések atlagos szama is, az Osszefiiggés linearis és a
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pentamer esetén valik nullava. Ez érthetd, hiszen az elsd hasitds termékeként keletkezd

trimer hidrolizise mar nagyon lassu.

5. tablazat Edesburgonya o-amildz masodik hasitasi 1épésének valoszintisége (P)
kiilonb6z6 tagszamu (DP) szubsztratokon és a 1épések atlagos szama (n)

DP P N n

5 0 1 0

6 0,26 2 0,33
7 0,50 2 0,75
8 0,80 3 1,95
11 0,93 4 3,34

cre

végigkovettiik szakaszos mintavételt kovetden HPLC mddszerrel, a kapott kinetikai gérbék
a 19. abran lathatoak.

A szubsztratok hidrolizise minden esetben a nem redukaldé végi maltéoz egységek
hasitasaval indul. A gorbéken jol kovethetd a mar korabban targyalt processziv hasitas és
né¢hany Uj kdvetkeztetést is levonhattunk. A processziv hasitas eredményezi, hogy a kezdeti
gyors szakaszban tobb termék jelenik meg, és ezek szdma és a processzivitas mértéke is nd
a lanchossz novelésével. A hexamerbdl még az elsddleges termék a tetramer keletkezik
nagyobb aranyban, de a heptamernél mar azonos az egy ¢s a két maltoz hasitassal keletkezd
termékek mennyisége, az oktamer esetén pedig a két hasitast igényld tetramer a f6 termék,
mikdzben a harom hasitassal keletkezd6 dimer ardnya azonos az els6dleges hexamer

termékével.
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19. abra CNP maltooligomerek (DP 5-8) édesburgonya B-amilaz (30 uM) katalizalta teljes hidrolizisének
kinetikai gérbéi. A) mCNPG5, B) ¢ CNPG6, C) ACNPG7, D) e CNPG8

X CNPG, o CNPG2,

+ CNPG4,

Bar a korabbi eredmények szerint a tetramer hidrolizise olyan lasst, ami meggatolja a paros

szamu szubsztratokra a teljes reakciot leird szimulaciot [80], méréseink szerint a teljes

hidrolizis végbemegy, igaz, hogy ehhez nagyon hoszl id6 sziikséges (19D ébra).

A 1 1 1 1 1
0.8 \C
o I
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g 3
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Reakcidkoordinata

20. abra: A) Edesburgonya BAMY 4ltal katalizalt Gg szubsztrat hidrolizisének VRK mérésekb6l szarmazo
értékei és Monte-Carlo szimulacioval a kapott pontokra illesztett gorbék [81]
B) Edesburgonya BAMY altal katalizalt HPLC modszerrel nyomon kovetett CNPGS szubsztrat hidrolizis
reakci6jabol szamitott reakciokoordinatak CNPGS8 kék, G6CNP lila, CNPG4 narancs, CNPG2 z4ld.

Osszevetve a korabbi, szimulacioval kapott gorbéket [80] sajat méréseinkkel, a 20. dbran

jol lathato a kiilonbség, amit a redukalo végi maltdz termék figyelembevétele okoz. A 20B.
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abran bemutatott mérési pontokra nem tortént gorbe illesztés, azok csak a szemléletesség
érdekében vannak osszekotve.

Nemcsak a tetramer, hanem még a trimer is hidrolizist szenved, amit igazol, hogy a
pentamer szubsztrat teljes hidrolizise soran CNPG2 is keletkezik (19A abra), ez viszont
nem a vart maltoz, hanem gliik6z hasitasat jelenti a nem redukalo végrol [81].

A rendelkezésiinkre all6 leghosszabb szubsztrat (DP 11) hidrolizisének kovetésekor
bonyolult termékeloszlast kaptunk (21. abra), aminek értelmezéséhez a processziv 1épések
mellett transzglikozilezést is feltételeztiik. Ez a spontan malt6z transzfer megfigyelhetd a
hidrolizis korai szakaszaban minden szubsztrat esetében, ahol a processziv hasitas
lehetséges, de ennél a szubsztratndl a legkifejezettebb. Az &bran jol lathato, hogy a
szubsztrat ¢és a kezdeti gyors hidrolizis 1épések termékeinek koncentracidja Gjra novekszik
az els6é két ordban. Ezt maltoz transzferrel értelmeztiik, figyelembe véve hogy a maltdz
nagy koncentracioban keletkezik mar a reakcio kezdeti szakaszaban (a 21. abran feltiintetett
malt6z koncentracio értékeket a redukalo végi termékek mért koncentracidibol szamoltuk).
A retencios mechanizmussal miikodé glikozidazok transzglikozilezési reakcioi részletesen
tanulmanyozottak [82-84]. Inverzios glikoziddzokra nem jellemzd a transzglikozilezés, bar
néhany enzimet sikeresen alakitottak at ,,glikoszintazza” [85-87]. Ez az els6 példa, hogy
maltooligomer hidrolizise soran transzglikozilezést tudtunk megfigyelni egy inverzids

glikozidaz esetében.
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21. dbra: CNPG11 (2,45 mM) szubsztrit édesburgonya p-amilaz (3,2 x 108 M) katalizilta teljes hidrolizise
(pH 5,0). A koncentracié adatokat HPLC termékanalizissel kaptuk, a maltéz mennyiségét szamitottuk..

A Kkisérleti eredmények alapjan feléllitottunk egy modellt a p-amildz hidrolizis
mechanizmusara ¢€s a kezdeti szakasz elhagyasaval a modell j6 illeszkedést mutatott a mért
adatokra. A 22. abra szemlélteti a feltételezett reakciolépéseket. A pentamer processziv
hasitasat nem tételeztiik fel a korabbi mérésiink alapjan, és nagyon kis értéket kaptunk a

ka1 sebességi allandora 6sszhangban azzal a tapasztalattal, hogy a trimerbdl inkabb a gliik6z

hasitas kedvezményezett [80].

ki1g

CNPG1ll —— CNPGY9 —— CNPG7—— CNPG5 —— CNPG3—— CNPG

k31
lkEZ

CNPG2

kll 5

22. abra: CNPG11 szubsztrat édesburgonya p-amilaz altal katalizalt teljes hidrolizisének reakciomodellje,
parhuzamos és egymast kovet6 reakcidlépéseket feltételezve. kyy reakcidsebességi allando az x tagszamu
szubsztrat y tagszamu redukald végi terméket eredményez6 hidrolizis 1€pésére. Feketével jelolve az
elsédleges hidrolizis 1épések, zolddel a kiindulési szubsztrat, pirossal az elsé termék, kékkel a masodik
termék processziv 1épései [81].
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4.1.4. Egy oldhaté [-N-acetil-gliikozaminidaz: a DispersinB enzim

Az exo-enzim vizsgalatok masik célenzime a DispersinB volt, amely a biofilmet felépitd
N-acetil-gliikozamin (GlcNAc) egységekbdl allo poliszacharid lebontasaért felelds, és a
szajban eléforduld patogén mikroorganizmus az Aggregatibacter actinomicetemcomitans
termeli. Az enzim fontos szerepet tOlt be a mikroorganizmus biofilmbdl vald
kiszabadulasaban.

A DspB szubsztratspecificitasanak felderitése és a DspB aktiv helyén talalhato aminosavak
azonositasa érdekében molekularis modellezési vizsgalatok torténtek B(1,4) és B(1,6)-
kotésti oligoszacharidok és a DspB enzim kozott az enzim kristalyszerkezetének (PDB
1YHT) [26] felhasznalasaval. A vizsgalat kimutatta, hogy a p(1-4) kotésti oligomerek
eltéro, és kevésbé hatékony orientacioban kotédnek, mint a f(1-6) kapcsolt szubsztratok.
A tetraszacharidok esetében a P(1-6)-kotés gorbiilete lehetdvé teszi, hogy tovabbi
érintkezésbe 1épjen a DspB szélesebb kdtohelyével, ami erésebb kotddést eredményez. Az
is kideriilt, hogy a hidrogénko6tés 6nmagaban nem magyarazza nagyobb stabilitast, ehhez a
hidrofob (van der Waals) kolcsonhatasok is nagymértékben hozzajarulnak.

A DspB-tetraszacharid modell aktiv hely architektirajanak szamos olyan tulajdonsaga van,
amely a hex6zaminidazokra jellemz0. Ezek k6zé tartozik egy Glu jelenléte a glikozidos
kotés kozelében, valamint harom Trp, ami a lancvégi monomer egységet veszi koriil [88].
A DspB: B(1,6)-tetraszacharid komplex (23. abra) azt mutatta, hogy szamos aminosav
alkotja a legalabb négy —1, +1,+2 és +3 alhelyet tartalmazo aktiv helyet. Az Arg27, His120,
Asp183, Glul84, Trp216, Trp237, Tyr278 és Trp330 aminosavak a —1 alhelyhez tartoznak,
amelyet altaladban egy a szubsztrat nem redukalo végén taldlhato GlcNAc tolt be. A legtobb

hex6zaminidazban megtalalhatd His120 szintén a —1 alhely kdzelében talalhato.
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23. abra A DspB enzim B(1,6) kotésii GIcNAc tetraszachariddal alkotott komplexének sztereodiagramja. A
fehérjeatomokat feketével, mig a tetraszacharid atomjait sziirkével jeloltiik. Négy alhely lathato, az abra aljan
—1, feliil pedig a +3. A —1 alhely kozvetlen kozelében Asp183, Glul184 és Arg27 talalhato (<3,5 A), amelyek
kolcsonhatasba 1épnek egy GlcNAc egységgel. Szamos mas aminosav, koztik a Trp216, Trp237 Tyr278 és
Trp330 aromas csoportok hidrofob stacking koélesonhatasokat biztositanak a megkotott monoszacharid
egységekkel. Ezek az aminosavak jol konzervaltak a GH20 hexézaminidaz csaladban [89].

Bar a—1 alhely er6sen konzervalt a GH20-as enzimcsaladban, jelentds kiilonbségek vannak
a kotohelyek tobbi részét alkotd aminosavak kozott. Példaul human és bakterialis
hex6zaminidazokban a Trp685 és Trp408 aminosavak hidrofob kolcsonhatast tesznek
lehetove a +1 alhellyel. Az ekvivalens Trp oldallancok hidnya a DspB esetén 6sszhangban
van az ivelt B(1,6) kotésii oligomer miatti konformacids kiilonbséggel.

Feltételeztiik, hogy az enzim retencios mechanizmus szerint mitkodik €s ennek igazolasara
IH-NMR méréseket végeztiink. A  4-nitrofenil-B-D-N-acetilgliikozamin szubsztrat
hidrolizisét kovetve (24. abra) lathato, hogy a PNP-glikozid aromas és [3-anomer proton
jeleinek intenzitds csokkenésével parhuzamosan né a szabad PNP aromas jeleinek
intenzitasa. Az a-anomer jel intenzitas novekedése késdbb indul be, miutan az elsédleges
B-anomer termék (melynek anomer proton jeleit a vizjel elfedi) egy része mutarotacioval

a-anomerré alakul.
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24. dbra A kiilonboz6 proton cstuicsokhoz tartozé jelintenzitisok valtozasa az 'H-NMR mérés soran (-
aromas protonok jele a glikozidban, 0-aromas protonok jele a szabad PNP-ben, ©-f-anomer protonok jele a
glikozidban, -szabad monoszacharid a-anomer protonok jele)

Annak eldontésére, hogy a DspB endo vagy exo modon hat6 enzim, a Debreceni Egyetem-
MTA Szénhidratkémiai Kutatocsoportjaval egylittmikddve szubsztrat sorozatot
terveztiink. A DP 24,6 tagszamu, béta(1-6) glikozidos kotésekkel Osszekapcsolodo
GIcNAc egységeket tartalmazo, a redukalo végen 4-metoxi-fenil (PMP) kromofor
csoportot hordozo oligoszacharidok hidrolizis termékeinek HPLC analizise igazolta, hogy
az enzim oligomer szubsztratokon is aktiv.

Amint az a 25. abran lathato mindharom B(1,6) kotésti GICNAc oligoszacharid esetében
megjelentek a n - 1 tagszamu oligoszacharidok. Az elsé hasitas n-1 termékei tovabb

bomlanak, igy n-2, n-3 tagszamu oligoszacharidok keletkeznek.
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25. abra Dimer, tetramer ¢és hexamer szubsztrat DispB enzim katalizalta hidrolizisének HPLC
termékanalizise.

A dimerbdl PMP-GIcNACc keletkezik, de nagyon alacsony monomer intenzitassal mivel a
béta kotésti p-metoxi-fenol aglikon hasitasa is bekovetkezik az enzim hatasara. A GICNAC
tetramer szubsztrat enzimes hidrolizise trimer (48,5%), dimer (41,4%) és monomer
(10,1%) vegyiileteket eredményezett. Hasonloképpen, a hexaszacharid pentamer (45,7%),
tetramer (25,6%), trimer (17%), dimer (6%) és monomer (5,7%) termékek képzddését
eredményezte. Ezzel igazoltuk, hogy az enzim a szubsztrat nem redukal6 végérél monomer

egységet hasit, ami alapjan béta(1-6) kotésekre specifikus exo hatdsmechanizmusu

hexdzaminidazként azonositottuk [89].
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Mivel ezzel a szintézis uttal csak paros szamu szubsztratokat lehetett el6allitani, amiben f3-
glikozidos kotése miatt az aglikon is hasithatdo a DspB enzimmel, ezért 1j, tioglikozidos

kotésti komofor aglikont tartalmazd szubsztratokat terveztiink (26. abra).

NHAc
n

26. abra B(1,6) kotésti GIcNAc tiofenil glikozid szubsztratok szerkezete. n=2-5

A tioglikozidos kotés hidrolizisét altalaban nem katalizaljak az O-hidrolazok igy a
tioglikozidok tobbnyire inhibitorai a glikozidaz enzimeknek. Ezzel a szerkezettel
biztositottuk, hogy a hidrolizis termékek detektalhatok legyenek az enzimes hidrolizisnek
ellenalld kotést aglikon UV elnyelésének koszonhetéen. Az oligomer szintézishez 1+2,
2+2, 1+4 kapcsolasi stratégiat hasznaltak bromcukrokat alkalmazva glikozil donorként. Az
1,2-transz interglikozidos ko&tés kialakulasat 2-ftalimido véddcsoport biztositotta, ezen
kiviil a 6-hidroxil csoportok védelmére ideiglenes védécsoportként klor-acetil-csoportot, a
tobbi hidroxilra pedig acetat-észtert hasznaltak. A DP 2-5 tagszamu, tiofenil aglikont
tartalmazo szubsztrat sorozat szintézise a Debreceni Egyetem-MTA Szénhidratkémiai
Kutatocsoportban tortént.

A DspB szubsztratspecifitasanak vizsgalata soran a szintetizalt tiofenil-gliikozid (Ph-S-
GIcNACx ) szubsztrat sorozat tagjainak hidrolizisét forditott fazisat HPLC modszerrel
kovettiik (27. abra).

DAD, 254 nm
mAU 3

50| 4

40|

30]

20]

FIRTY 1V |

T T T T T
(0] 2 4 6 8 10 _min

27. abra Ph-S-GICNAcx szubsztratsorozat forditott fazisu elvalasztasa a redukald végi hidrolizistermékek
koncentracio valtozasanak kovetéséhez. Az abran a csticsok jelolései megfelelnek az oligomer tagszamanak.
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Vizsgaltuk az aromas aminosavak szerepét a DspB enzimben az Y187A és Y278A ¢és
W237A  pontmutacidoval  létrehozott  fehérjék  pentamer  szubsztraton  mért
reakcidsebességének Osszevetésével (28. abra). Osszhangban a monomer szubsztraton
végzett korabbi mérésekkel, a triptofdn kicserélése alaninra megsziintette az enzim
aktivitasat, mig a tirozinok cseréje az aktivitas csokkenését eredményezte. Ezzel igazoltuk

az aktiv helyen talalhaté aromas aminosavak szerepét és jelent6ségét az oligomer szubsztrat

hidrolizisében.

Conversion%

C'Glul&%
~<Tyrl 87

A /= 1,

0 200 400 600
B Time (min)

28. abra A mddositott aromas aminosavak pozicidja a DspB aktiv centrumaban (A) és mutaciojuk hatasa az
enzim pentamer szubsztraton mért aktivitasara (B). Vad tipus DspB V¥, Y187A +, Y287A 0

A szubsztratok fogyasa alapjan kapott kezdeti sebesség mérések azt mutattdk, hogy a
tetramer €s pentamer szubsztratok kdzott mar nincs jelentds kiillonbség a hidrolizis kezdeti
sebességében, igy Osszhangban a korabbi molekulamodellezés eredményeivel négy
glikonkoté helyet tételeztiink fel az enzim aktiv helyén [90]. Ennek igazolasara
meghataroztuk a szubsztratok atalakuldsdnak és a kiilonboz6 hosszisagh termékek
keletkezésének kinetikai gorbéit valamennyi oligomeren HPLC termékanalizissel (29.
abra).

A vizsgalatokhoz azonos kiindulasi szubsztrat koncentraciot, €¢s minden reakciéban azonos
enzim  koncentraciot  alkalmaztunk  igy  Dbiztositva a  sebesség  értékek

Osszehasonlithatdsagat..
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29. dbra Oligomer szubsztratok DispB altal katalizalt hidrolizisének iddbeli lefutasa. A szubsztratok jelolése:
dimer (o), trimer (A), tetramer (m), pentamer (¢ ) és a végtermék a monomer (x) tiofenil-glikozid. A

szimbolumok mért értékek, a gorbéket parhuzamos reakciokat és az azt kovetd konszekutiv Iépéseket
feltételezve illesztettiik.

Mivel a HPLC kromatogramok alapjan késziilt kinetikai gorbék csak a redukald végi,
kromofort tartalmazo6 termékek koncentracigjanak valtozasat mutatjak, MALDI-TOF MS
méréseket végeztiink a nem redukalo végi termékek azonositasara, hogy el tudjuk donteni
az enzim hatasmddjat. Exo enzim esetén a nem redukal6 végi termék mindig azonos mono-

, vagy oligoszacharid, mig az endo enzimek a véletlenszeri hasitas miatt eltér6 hossziisagu

nem redukald végi termékeket eredményeznek.

49



gyemant . gyongyi 123 23

Al ¢ ] .| B
F Sal | 4 S4
w L, 1
2|
S3
S, :
. “ p
: 20
L ‘
|4 il j' W A s i nlLL [T |
C 2 D
T

—244 3

-539.2

—447.2

—aa? 3
-742.3
-336.2 w2
=742.2

—539.2
B —

3——650 3
3—-—945.32

. |l||!L. h “I RGP BN

b— —§50. 3

e e

Ll 2 L

30. abra MALDI-TOF tomegspektrumok a Ph-S-GICNACs pentamer szubsztrat DspB katalizalta hidrolizis
reakcidjanak kiilonbozé idépontjaiban. A) 10 perc B) 20 perc C) 1 6ra D) 1 nap. P a nem-redukald végi
termék S a redukald végi termék, indexben az oligomer tagszama.

A 30. abran lathat6, hogy mar a reakcid kezdeti szakaszaban megjelenik nemcsak a
monomer (P), hanem a dimer (P.) szabad oligoszacharid, mint nemredukalo végi termék
is. Tehat a trimer redukald végi termék (S3) nemcsak a lancvégi GlcNAc két egymast
kovetd 1épésben torténd lehasadasaval képzoédhet, hanem parhuzamos reakciokban vagy
monomer, vagy dimer hasitasa torténik. A reakcido késobbi fazisaban megjelent
nemredukal6 végi termékként a trimer (P3) is. Ez azt jelenti, hogy az enzim t6bb produktiv
kotdmodot tud létesiteni az oligomer szubsztratokkal. Mivel a képzddd oligoszacharidok is
szubsztratjai az enzimnek, az elsddleges oligomer termékek tovabbi hidrolizisben vesznek

részt. Ennek alapjan allitottuk fel a pentamer szubsztrat hidrolizisére a kdovetkezé modellt.
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P; iﬁ- P,+P

31. abra Kromofor csoportot tartalmazo pentamer szubsztrat DspB enzimmel t6rténd hidrolizisének kinetikai
modellje. Sx szubsztrat és redukald végi termék, Py nem redukalo végi termék, kyy reakcidsebességi allando
az X tagszamu szubsztrat y tagszami redukald végi terméket eredményezd hidrolizis [épésére.

A modell alapjan felirt differencidlegyenletek felhasznalasaval a mérési pontokra Scientist
programmal illesztettiik gorbéket (29. abra), melyekb6l megkaptuk a megfeleld
reakciosebességi allandokat. A parhuzamos lépésekre kapott reakciosebességi allandok
Osszegzése az adott szubsztrat hidrolizis sebességére jellemzd kinetikai dllandot adta. Az
igy kapott allandokat abrazolva a tagszam fiiggvényében (32. abra) monoton ndévekvd
tendenciat tapasztaltunk, ami arra utal, hogy a hosszabb szubsztratok kotddése kedvezobb,
¢és hidrolizisiik nagyobb sebességgel zajlik. Ugyanakkor az is megallapithatd, hogy az
alhelyek szama lehet 6tnél tobb, amit hosszabb szubsztratok alkalmazasaval lehetne

eldonteni [91]
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32. abra DspB enzim oligomer szubsztratsorozaton mért kinetikai allandoinak valtozasa a tagszam (n)
novekedés hatasara
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Adatainkat Mitchell és munkatarsal esettanulmanyként hasznaltak egy, az enzimek relativ
specificitds meghatarozasahoz kidolgozott mddszer bemutatasara olyan enzimek esetén,
amelyek elagazé reakciokat katalizalnak. Az ujjlenyomat modszerrel kapott relativ
specificitas értékek kismértékben eltérnek az altalunk meghatarozottél, de a monoton
novekvo tendenciat ezek a szamitasok is igazoltak [92].

A p-metoxifenil aglikonnal rendelkez6 hexamer szubsztrat hidrolizisének HPLC

termékanalizis adatait is felhasznalva elkészitettilk a DspB enzim bontasi képét (33. abra).

100
O-0|-0O

100
O0-0|-0-0

90 [10
O0-0-0-0-0

52 U8 0

O0-0-0-0-0-0
60 [30 9 1
0-0-~-0-0-0-0-9
46 pP5 17 6 6

33. abra DspB enzim oligomer glikozidokon meghatarozott bontasi képe. o GIcNAc egység, A a kdtést p-
nitrofenil aglikon, o B ko6tést tiofenil aglikon, ¢ o kotésti p-metoxifenil aglikon

Az adatokbdl egyértelmii nem redukalod végi preferencia rajzolddik ki, de tobb produktiv
kotdmad lehetséges, ami egy vagy két glikon- €s akar 5 aglikonko6tohely jelenlétét mutatja.
A termékaranyok szerint a modellezés alapjan korabban feltételezett 4 kothely energiai

lehetnek jelentésebbek [91].
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4.2. Enzim katalizalta szintézisek

A vizsgalt mutacidval létrehozott amilazok legtobbszor csokkent hidrolitikus aktivitast
mutatnak, ugyanakkor viszont transzglikozilezési aktivitasuk gyakran megné a vad tipusu
enzimhez képest. Ez a felismerés inspiralta az amilaz enzimek egy tjabb felhasznalasi
lehet6ségét, nevezetesen a mutans enzimek alkalmazasat szintézisekhez. Korabban sikerrel
alkalmaztuk a HSA Y151M mutansat kiilonb6z6 maltooligomerek szintézisére [93,94]
valamint a Bacillus stearothermophilus maltogén amilazat (BSMA) human nyal amilaz

inhibitor szintézisére [95,96].

4.2.1. Transzglikozilezés arpa o-amildz mutans enzimekkel
Az arpa AMY1 izoenzim kiilonb6z6 mutansai kozott szamos enzim kiemelkedd

transzglikozilezési aktivitast mutatott a hidrolizis vizsgalatok soran. Egyes esetekben, a vad
tipusu enzimhez hasonldan, a transzfer aktivitds csak a rovid szubsztratokon volt
megfigyelhetd, ahol a hidrolizis sebessége kicsi. Mas mutdnsok esetében a hidrolizis
sebesség minden szubsztraton csokkent és ezzel parhuzamosan a transzfer reakcié ardnya

nétt (6. tablazat)

6. tablazat Transzfer termékek szazalékos aranya CNP-maltooligomer szubsztratok arpa
AMY'1 és mutacioval modositott valtozatai katalizalta reakciokban

Termékaranyok (%)
Szubsztratok | CNPG3 CNPG4 CNPG5 CNPG6 CNPG7
Enzim”
AMY1 0 8 0 0 0
Y380A 0 20 0 0 0
H395A 6 12 0 0 0
W278A/Y380A | 5 24 0 0 0
H395A/Y380A | 14 17 0 0 0
Y105A/Y380A | 12 13 8 4 4
Y105A 4 10 3 0 0
Y105A/T212Y | 10 25 7 0 0
VATF 20 35 23 7 0
S48Y 15 32 26 16 25
VATK/S48G 10 33 26 16 18
V47G/S48D 21 43 35 24 20

“Mutacié az aktiv helyen illetve mdsodlagos kétéhelyen
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Ezért részletesen vizsgaltuk a mutansok transzfer aktivitasat [97]. Megallapitottuk, hogy az
akceptor molekulaként olyan cukorszdrmazékok hasznalhatok, ahol a 4-OH ekvatorialis
helyzeti. Az aglikon anomer konfiguracidja nem, de mindsége befolyasolja a transzfer
hatékonysagat. Donorként 4-7 tagszamu maltooligomerek alkalmasak, amildz jelenlétében
nem torténik transzglikozilezés. Az eldzetes vizsgalatok alapjan a V47F mutanst
valasztottuk fluorofor aglikont tartalmaz6é maltooligomerek eldallitasara preparativ
transzglikozilezési reakcioval. A fluorimetrias aktivitasmérés érzékeny ¢€s elterjedten
hasznaljak glikoziddz enzimek vizsgalatara. Kereskedelmi forgalomban csak
monoszacharid szubsztratok érheték el o- vagy B-metil-umbelliferil (MUB) aglikonnal. a-
Amildz enzimek kozvetlen fluorimetrias aktivitdsmérésére olyan oligoszacharidok
hasznalhatok, melyek illeszkednek az enzim glikon-k6té helyére és alfa anomer
alapjan lathato, hogy a kiilonb6z6 eredetii a-amilazok glikon-kot6 helye eltéré hosszasagu
lehet, két alhelytdl akar hét alhelyig is terjedhet, attol fliggben, hogy az enzim milyen
termékspecifitassal rendelkezik. Néhany amilazra a 34. abra foglaja Gssze az aktiv hely
szerkezetét és a kromofor hasitdshoz megfeleld pozicioban illeszkedd szubsztratok méretét.
Maltéz 6 terméket ad példaul a Bacillus stearotermophillus a-amilaza (BSMA) [98], a
HSA aktivitasa triszacharid szubsztrattal mérheté [99], mig a BLA-ra 6t alhelyes
glikonkoté régiot hataroztunk meg [6].

VAVAVAVA VAV VAN

G—G—G—mu HSA

G—G—mu BSMA

34. abra. A tervezett MUB-a-G5, MUB--G3 and MUB-G2 illeszkedése kiilonb6z6 kotéhely szerkezetil
amildzok aktiv helyére. A glikonkoté helyeket negativ, az aglikonkotd helyeket pozitiv szdmok, a hasitas
helyét nyil jelzi.

A transzfer reakcid optimaldsa soran az olcsobb MUB-B-Glc akceptort hasznaltuk, és
vizsgaltuk az akceptor koncentracio, a pH, a donor tagszama, és koncentracioja valamint a

szerves oldoszer (DMSO) koncentracio hatasat (35. abra).
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35. abra MUB- B-Glc akceptor konverzioi a reakcidkoriilmények optimalast célzo kisérletekben A) az
acceptor koncentracio, B) a G7 donor koncentracio C) a pH D) és a DMSO koncentracio hatasa.

Az optimalt koriilmények kozott 2-5 tagszamu alfa-MUB aglikont tartalmazo termékeket
allitottunk eld, melyeket preparativ HPLC-vel torténd tisztitas utdn NMR és MS modszerrel
jellemeztiink. Az igy kapott vegyiileteket BSMA, HSA ¢és BLA aktivitdsmérésére

hasznaltuk, a meghatarozott enzimkinetikai paramétercket a 7. tablazat foglalja ossze.

7. tablazat Fluoreszcens oligoszacharid szubsztratok kiilonbozd eredetli a-amildz

enzimeken mért kinetikai allandoi

Enzim Szubsztrat Kwm Kcat Keat! Km
(mM) (perc?) (uMperc?

BSMA MUB-a-G2 1,0 81 0,08

HSA MUB-a-G3 14 111 0,08

BLA MUB-a-G5 2,3 33 0,014
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4.2.2. Rovar enzim transzferdz aktivitasanak vizsgalata

Szintetikus aktivitast tapasztaltunk az LdAAmy rovar amilaz vizsgalatok soran is [72]. A
mindkét végen védbcsoportot hordozo (BnlGxPNP) szubsztratok hidrolizis termékeli

mellett jelentds mennyiségl transzfer termék jelent meg a kromatogramokon (36. abra).

o O
ol Z22 o o
ol ~w g o
o 00 n o
w8 = © o
ct oo c c
cod [ co co

36. abra: Az LDAmy szintézis iranyu reakcioja BnlG7PNP szubsztraton négy napos inkubaciot kdvetden
forditott fazist folyadékkromatografias modszerrel vizsgalva

A folyamat részletes tanulmanyozasa soran [100] megallapitottuk, hogy donorként a
maltéz, valamint nagyobb tagszdmu maltooligoszacharidok alkalmasak, kivéve a
maltotridzt, mely gatolja a transzglikozilezett termékek keletkezését. A reakcié pH
optimuma pH=6, savasabb pH a termékarany valtozasat eredményezte az Ossztermék
mennyiségének csokkenése mellett, mig a semleges és ltigos tartomanyban megsziint a
transzfer reakcid. A termékarany megvaltozott szerves olddszer hatasara is, 20% MeCN
jelenlétében kaptunk legjobb szintézis/hidrolizis ardnyt. Ugyanakkor az 4tmeneti fémionok
csak kismérték(i hatast gyakoroltak a reakciora. G5-G7 maltooligoszacharid donor
jelenlétében akceptorként csak a CNP-B-D-gliikopiranozid és a PNP-B-D-xilopiranozid
jelenlétében keletkeztek termékek, a tobbi monoszacharid nem alkalmas akceptornak, ami
arra utal, hogy az enzim szigortan a gliikozra specifikus. Osszességében ezekben a
reakcidkban csak kis mennyiségili (1-2 %) termék keletkezett.

Azért hogy magyarazatot talaljunk a BnlIGxPNP szubsztratokon megfigyelt megnovekedett
traszferaz aktivitdsra osszevetettilk emlds és rovar amilazok szekvencidjat (37. dbra). Az
Osszevetésbe bevontuk azt az amildzszerlinek tekintett rovar eredetli enzimet
(AMYR_DROME), amely az ecetmuslicabol szarmazik és amelyrél a kozelmultban
kozoltek transzglikozidaz aktivitast €s ennek magyardzatat a szekvencia eltérésére vezették

vissza [101].
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1sMD 1 WGEGWGFMPSDRALVEVDNHDNQRGHGAGGASILTFWDARLYKMAVGFMLAHPYGEFTRVM 339

AMYP PIG WGEGWGFMPSDRALVEVDNHDNQRGHGAGGASILTFWDARLYKVAVGFMLAHPYGEFTRVM 354

AMYR DROME WGTDWGFLPSGOALTEFVDNHDNQRDA---G-AVLNYKSPRQYKMATAFHLAYPYGISRVM 344

1viw WGPEWGLLEGLDAVVEVDNHDNQRTG---GSQILTYKNPKPYKMAIAFMLAHPYGTTRIM 323

XP 023015287.1 WGPGWGLLESGDAVVFIDNHDNQRGD---DNRILTYKNPKPYKAATAYMLAHPLYTTRIM 342
* K **:: . *:.*:******* .k . . H * Kk K . **:* :*:*

37. abra: A HSA (1SMD), PPA (AMY_PIG), az Amyrel, a TMA (1viw) és az LDAmy (XP_023015287.)

cres

pirossal kiemelve, a konzervalt régié a HSA szekvenciaban aldhuzva.

A legfeltiindbb eltérés a rugalmas, glicin gazdag hurok ((**GHGAGGA3Y), hianya, ami

emlds amilazokban részt vesz a szubsztrat rogzitésében és a termékek felszabadulasaban

az aktiv centrumbol [102].

38. abra Szerkezet Osszehasonlitas HSA: (barna) 1SMD LdAmy: (kék)
AF-AOAOF6TNG3-F1 AlfaFold josolta szerkezet a L. decemlineata 1-300 aminosav szekvencia részletére. A
szovegben hivatkozott eltérések zolddel kiemelve.
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A bogar eredetii enzimeknél szinte altalanos ennek a hurok régionak a hianya, csak néhany
fajban van jelen [103]. A hartyasszarnytaknal viszont a két gén kodolta a-amilazok egyike
tartalmazza a hurok régiot, mint példaul a legajabb, 2023-ban ko6zo6lt D. melangoster a-
amilaz (PDB kod: 80R6), mig a masik gén terméke (AMYR _DROME) nem [63]. A
hianyzo6 hurok régi6 jol lathato a 38. dbran bemutatott 3D szerkezet 0sszevetésben is. Az
irodalmi adatok alapjan a His235Glu szubsztiticido az aktiv hely kozelében olyan
transzferaz aktivitast hozott 1étre a Bacillus licheniformis a-amilazban, ami a vad tipusu
enzimben nem volt jelen [104]. A szekvencia illesztés szerint az LDAmy fragmens Asp65
aminosava megfelel a HSA -1 alhelyén talalhaté His101-nek, igy ez a kiilonbség is
okozhatja a megfigyelt transzferaz aktivitas novekedést. Az LDAmy szekvenciaban is
megtalalhatdé Trp58 aminosav tobb alhelyen bekdvetkezd koordinald szerepét a HSA
enzimben korabban igazoltuk. A TrpS58Leu mutacidé csokkentette az Osszes alhely
energiajat és fokozott transzglikozilacios aktivitast eredményezett, pl. CNPG4 szubsztraton
kozel 0,5 transzglikozilezés/hidrolizis aranyt talaltunk [105]. Ezenkiviil az aglikonko6td
régidban néhany polaris aminosavat (pl. Tyr232, és Asn250 a HSA-ban) Phe (186, és 205)
helyettesit az LDAmy-ban. A polaris aminosavak az aktiv hely kornyezetében
vizmegkotoként funkcionalnak a hidrolizishez, mig a Phe oldallanc felelds lehet a
transzglikozilacioért [106]. Az eltérések a 38. abran zold szinnel kiemelve lathatok. Ezek
az eredmények felvetik annak lehetdségét, hogy a rovar a-amilazok transzferaz aktivitasa

gyakoribb lehet, mint azt korabban gondoltak.

4.3. Glikoenzimek uj aktivitasmérési médszerei

Bar a glikoenzimek aktivitdismérésére széleskorli elterjedtségiik €s tobbiranyu fontossaguk
miatt szamos modszer ismert, gyakran meriilnek fel olyan feladatok, melyekhez uj
modszerekre van sziikség. Kiilondsen hasznosak azok a modszerek, amelyek lehetdvé
teszik a természetes szubsztraton és koriilmények kozott valdo mérést a folyamatba valo
beavatkozas nélkiil. Ezeknek  kritériumoknak megfelel az izotermikus titracids
kalorimetria (ITC), amely a h6valtozas, mint univerzalis szignal mérésével lehetové teszi
kozvetleniil a reakcidosebesség meghatdrozasat. A mddszer a ,label-free” technikdk kozé
tartozik, tehat a természetes szubsztrat(ok) modositas nélkiil alkalmazhatok és
méréstechnikailag nem idedlis rendszerekben is elvégezhet6 a mérés. Az ITC modszereket
elterjedten hasznaljak kotddési vizsgalatokra, de enzimkinetikai mérésekre kevesebb példa
van. Ennek egyik oka, hogy mindkét szokasos technika (az egyszeres titralas és a

tobbszoros titralas) hosszadalmas optimalast igényel az enzim €s a szubsztrat megfeleld
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crcr

szubsztrat parra, el6fordulhat, hogy a szubsztrat rossz oldékonysaga gatat szab a tobbszoros
titralas alkalmazasanak. Az ITC alkalmazasa enzim gatldsok vizsgélatira még ritkabb, és
nem rég kezdddott Bennini és munkatarsai 2014-ben megjelent kézleményével, amiben

fluorid ionok ureaz gatlé hatasat igazoltak [107].

4.3.1. a—Amilaz aktivitasmeérés ITC modszerrel
Az amildz enzimek aktivitasanak keményitd szubsztraton valdé méréséhez altalanosan

hasznaljak a keletkez6 0j redukal6 aldehid csoportok szinreakcié utani spektrofotometrias
mennyis€gi meghatarozasat. A hosszadalmas, sok hibalehetdséggel terhelt modszer helyett
dolgoztunk ki kalorimetrias aktivitasmérési modszert, melyet gatlasvizsgalatokra is
alkalmaztunk [108].

Az altalunk alkalmazott moddszer alapjai megjelennek D’Amico Pseudoalteromonas
haloplanktis a-amilaz és PPA Gsszevetésérdl szoldo 2004-ben kozolt cikkében [109], de a
mérések részleteirdl €s teljesitOképességérdl nem kozoltek adatokat. A mérések sordn az
enzim oldatat injektaljuk a szubsztratot tartalmazo mérdcellaba, majd mérjiik a hdvaltozas
értékét. fgy ITC modszerrel kozvetleniil tudunk sebességet detektalni, mert a maximalis
hévaltozas (teljesitmény valtozas) érték az adott szubsztrat koncentraciohoz tartozéd

reakciosebességgel aranyos mennyiség (39. abra).
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39. abra Enzimreakcié sebességének meghatarozasa ITC termogram alapjan. A bels6 kép a HSA-
maltoheptadz reakciora kapott mérési adatokra illesztett Michaelis gorbét mutatja a Km meghatarozashoz.
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Az alabbi Osszefliggés lehetdveé teszi a reakcidsebesség szamitasat, de kozvetleniil a mért
dQ/dt értékek is hasznalhatok, hiszen egy méréssoron beliill az adott kisérleti

Osszedllitasban az aranyossagi tényez6 (AHxV) éallando.

AQ— AHxVxAP
At At

ahol a 4Q/4t a mért hdmennyiségvaltozas, 4H a kisérletesen meghatarozott szabadentalpia
valtozas, V a mérdcellaban talalhaté oldat térfogata, P a keletkezd termék koncentracioja.
A modszer alkalmazéasakor a szubsztrat oldata illetve a szubsztrat és inhibitor keveréke
talalhato a mérbeellaban, az injektor tartalmazza az enzimet. Ez az elrendezés biztositja,
hogy akar a szubsztrat oldékonysaga altal lehetdvé tett legnagyobb koncentraciot is
hasznalhassuk, és a higulasi effektus se zavarja a mérést. A kiilonb6z6 szubsztrat/inhibitor
koncentracioé mellett végzett titralasok gyorsan elvégezhetok, hiszen nem kell megvarni a
tejes hidrolizist, mint az egyszeres titralas esetében. A modszer egyszeriibben optimalhat6,
mint a tobbszoros titraléds, ahol jol bedllitott koncentraciokra és injektalasi idétartamokra
van szilikség, hogy kiértékelhetd legyen a mérés és a szubsztrat fogyas Se legyen jelentds
két injektalas kdzott (<10%). Modszeriink esetén elegendd a megfelelé enzimkoncentraciot
meghatarozni, hogy az enzimreakcid ne legyen til gyors, de még kis szubsztrat
koncentraci6é esetén is mérhetd jelet kapjunk. Ehhez a mérést a legnagyobb elérhetd
meghatarozas soran egyre higabb szubsztratoldatokkal végezziik el a mérést, egészen
addig, amig jel intenzitdsa mérhetd. Méréseink soran az enzimreakcid altal okozott
hévaltozashoz viszonyitva a higulasi effektus és a szubsztrat enzimhez valo kotddésébol
szarmazd hovaltozas elhanyagolhato volt. Az ITC mérés id6tartama alatt (2-5 perc)
elhanyagolhatd mértékli (<2%) a szubsztrat atalakulds, amit kromofor tartalmu
maltoheptadz szubsztraton HPLC modszerrel igazoltunk. Ennek megfeleléen a sebesség
értekek kezdeti sebességnek tekinthetdk, ami feltétele a Michaelis —Menten Gsszefiiggés
alkalmazhatdsaganak.

Az a-amilaz természetes szubsztratja a keményitd, a klinikai diagnosztikaban és a kutatasi
feladatokhoz azonban gyakran maltooligomereket, vagy azok kromofor csoporttal
modositott valtozatat hasznaljak az enzim aktivitdsanak vagy gatlasdnak vizsgalatdhoz. A
szubsztrat hossza és az aromas csoportok jelenléte befolyasoljak a kinetikai paramétereket.
Ezek az eltérések jol vizsgalhatok ITC moddszerrel, ami aktivitdsmérési alternativat

jelenthet az eddig alkalmazott mdédszerek mellett.
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8. tablazat: A kiillonbozd szubsztratok HSA-katalizalta hidrolizis reakcidinak ITC
modszerrel meghatarozott Km értékei

Szabad

; G3 G4 G5 G6 G7 G8 Amiléz Keményito
oligomerek
Kwm
(MM) 3,4 2,4 0,9 14 1,2 11
Kwm
(mg/ml) 1,7 1,6 0,75 14 14 14 14 14
Oligomerek .
aromis  CAC2  CNPG4 CNPG6 CNPG7 CNPGS8 Kek
CNP keményito
csoporttal
Kwm
(MM) 29 2,0 1,0 0,6 0,6
Ku 1,9 1,6 1,1 0,8 0,9 0,7
(mg/ml)

A fent emlitett befolyasolo tényezok hatasat a HSA Kkatalizalta reakcioban szabad- és
kromofor csoportot tartalmazo szubsztrat sorozaton vizsgaltuk. Az egyes szubsztratok
hidrolizis reakcioinak Km értékét a 8. tablazat dsszegzi. Csokkend tendenciat talaltunk Ku
értékére az oligomer tagszam novekedésével, ami arra utal, hogy a hosszabb oligomerek
kotodése kedvezobb. A szabad oligoszacharidok esetében az értékek a maltoheptadztol
kezdve allandosulnak, ami arra utal, hogy kinetikailag a maltoheptadéz a természetes
szubsztrathoz hasonlonak tekinthetd. A maltopentadz esetében jelentdsen kisebb Kwm
értékeket kaptunk, amit az oligomer mérete és az enzim aktiv hely szerkezete kozotti pontos
megfeleléssel magyarazhatunk. A termékaranyok alapjan készitett alhelytérkép és a 3D
szerkezet szerint a HSA enzimnek legalabb hét alhelye van, ami indokolja a Km
maltoheptadztol allanddsulo értékeit, a két sz€élsd alhely energidi viszont lényegesen
kisebbek, mint a tobbi 5 alhelyé. A HSA aktiv helyén taladlhatd aromas aminosavak
szubsztrat kotodésben és a katalizisben jatszott szerepét korabban igazoltuk [110]. Ezek
jelenléte okozhatja az aromds kromofor csoportot tartalmazo szubsztratok rendre kisebb
Kwm értékeit a szabad oligomerekhez viszonyitva. A GalG2CNP esetében kapott nagy Km
érték jelzi, hogy ez a szubsztrat csak tajékozodo gatlasi vizsgalatokra alkalmazhatd, mivel
kompeticid esetén a természetes szubsztrathoz képest akar nagysagrenddel nagyobb gatlast

tapasztalhatunk.

61



gyemant . gyongyi 123 23

4.3.2. Vizsgalatok kék keményito szubsztrattal
Amilaz aktivitasmérésre régota ismert €s alkalmazott mdodszer az oldhatatlan ,,Blue-starch”

szubsztrat alkalmazasa. Ennek ellenére azt talaltuk, hogy az tigynevezett ,,kék keményit6”
szubsztratot alkalmazé modszerek esetében ahany irodalmi hivatkozas, annyi kisérleti
Osszeallitas, vagyis a mérési mddszer nincs standardizélva, ami nyilvan az eredmények
OsszevethetOségét kérdbjelezi meg. A kék keményité a glikoz egységek hidroxil
csoportjain reaktiv antrakinon festékkel (Remazol Brillant Blue) kovalensen moédositott,
vizben rosszul oldodo keményité. Az amildz enzim hatdsdra oldhatd oligomerek
keletkeznek, az oldat szinének megvaltozasat okozva [111].

Kalorimetrids méréseket végeztiink az oldhatatlan kék keményitét szubsztratként
alkalmazva, hogy megvizsgaljuk szilard anyag jelenlétében is alkalmazhato-e az ITC
modszer aktivitismérésre [112]. Miutan fotometrias vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a kék
keményité szubsztrat hidrolizise IS 1ényegesen hatékonyabb, ha el6zetesen a keményitd
szubsztratnal alkalmazott hdkezelést haszndljuk, a tovabbi méréseket igy végeztik el.
Mivel az ITC-vel torténd aktivitasmérés lehetové tette azonos koriilmények alkalmazasat,
Osszevetettiik a természetes keményitd és a kék keményitd szubsztrat két emlés a-amilaz
(PPA, HSA) katalizalta hidrolizisét. A kék keményitd esetében mindkét enzimen szubsztrat
gatlast tapasztaltunk, ami 5 mg/ml koncentracié felett jelentkezett (40. abra). Az
illesztésekbdl meghatarozott Km értékek alapjan az aromas csoportok a HSA enzim
esetében egyértelmiien kedvezdek a hidrolizis szempontjabol, a maximalis sebesség
felének eléréséhez kisebb szubsztrat koncentracid elegendd (8. tablazat). A kisérletek

igazoltdk az ITC mddszer alkalmazhatdsagat szilard szubsztrat jelenlétében.

v (pcalfs)
1
v (calfs)

a

Keményitd (mag/ml) KEék keményitd (mag/ml)
40. abra: A HSA (piros) és PPA (kék) katalizalta hidrolizis reakcio sebességének szubsztrat koncentracio

fliggése keményitd (A) és kék keményitd (B) szubsztrat esetén. A gorbék illesztése a Michaelis-Menten és a
Haldane egyenletek alapjan tortént
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4.3.3. Glikogén foszforilaz enzim aktivitasmérése ITC modszerrel
Ujabb méréstechnikai és elvi problémakkal szembesiiltiink, mikor az ITC modszert

megfordithatd reakciot katalizalé enzim (nyul vazizom eredeti glikogén foszforildz,
rmGFb) esetében alkalmaztuk aktivitaismérésre és gatlas vizsgalatra [113]. Bar szamos GF
inhibitort jellemeztek [114-117], a gatlasok irodalmi adatai nem mindig Osszevethetok. A
gatlast jellemzo paramétercket (ICso, Ki) leggyakrabban a biologiai szempontb6l nem
relevans glikogénszintézis iranyaban hataroztak meg (legtobbszor a Pi szinreakcidjanak
spektrofotometrias mérésével) [118]. Ha a glikogénlebontast vizsgaltak, az enzimaktivitas
mérését tobbnyire kapcsolt enzimrendszerrel valdsitottak meg [119]. A mindkét iranyban
végrehajtott aktivitasmérések meglehetdsen ritkak [120], és az ellentétes iranyokban kapott
gatlasi allandok (Ki) gyakran jelentésen eltérnek egymastol. Mivel feltételeztiik, hogy a
kiillonboz6 értékek az egyes mérések eltérd reakciokoriilményeibdl is adodhatnak, egy
olyan aktivitasmérési modszert kerestiink, mely lehet6vé teszi mind a foszforolitikus, mind
a szintetikus folyamat kdvetését azonos reakciokoriilmények kozott.

Az ITC mérések soran kapott termogrammok alapjan, a glikogénszintézis exoterm, mig a

lebontas endoterm folyamat, amit a 41. abra szemléltet.

~

peal/sect
-
7Y

-
N

1d6 (min) 1dé6 (min)

41. abra: 0,5% glikogén rmGFb katalizalt lanchosszabbitasanak (A) és foszforolizisének (B) ITC vizsgalata
soran kapott termogrammok. A nyilak a mért hdaramot (dQ/dt) mutatjak.

Az ITC kisérleteket egyszeres injektalasi modszerrel végeztiik, az injektorban 1évé GFb
oldat kis részletét (5 pL) titrdlva a mérdcellaban talalhatd szubsztratoldathoz (5 mg/mL
glikogén), és a reakciosebességgel aranyos dQ/dt értéket hataroztuk meg. Mivel a rmGFb
a foszforilalatlan inaktiv forma, ezért allosztérikus aktivalasara AMP-t hasznaltunk. Az
hataroztuk meg a reakcido mindkét irdnyaban, és ezek alapjan 1 mM AMP jelenlétében

végeztilk a méréseket. Vizsgaltuk az enzim szubsztratspecificitasat a fizioldgias glikogén
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lebontas iranyaban (1M foszfatot és 1 mM AMP-t tartalmazé pH 6,8 pufferben)
maltopentadz (G5), maltoheptadz (G7), glikogén és CNPG7 szubsztratokon.

Az aromas csoporttal jelzett szubsztrat CNPG7 GPb Kkatalizalta foszforolitikus
reakciojaban szubsztratgatlast észleltiink (42. abra).

5,0 4
45 - T m
4,0 ]
35 ] "
3,0 ]
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>
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42. abra: Az rmGFb enzim aktivitasanak [G7] és [CNPG7] fiiggése ITC mérések alapjan. A gorbéket
nemlinedaris regresszioval a Michaelis-Menten egyenlettel illesztettiik a G7 foszforolizise (m) és a CNPG7
szintézis iranyu (x) reakcidja soran kapott adatokra. A CNPG?7 foszforolizise (A) esetén a Haldane-egyenlet
felhasznalasaval tortént a gorbeillesztés.

A természetben gyakran megfigyelhetd szubsztratgatlas a metabolikus folyamatok
feedback mechanizmussal torténé szabalyozasanak egyik lehetésége [121]. A
szubsztratgatlas jelzi, hogy az enzim rendelkezik egy masodlagos szubsztratkot6hellyel is,
¢s gy két szubsztrat molekula egyidejii kotédése is megvalosulhat, ami
konforméaciovaltozast eredményez a fehérjén. A CNP-G7 foszforolitikus reakcidja soran
kapott kisérleti adatok mutatjak, hogy a szubsztratkoncentracié novelésével a
reakciosebesség nem maradt allando, hanem csokkenni kezdett, ami a masodik szubsztrat
bekotddésének tulajdonithato. A kisérleti pontokra a Haldane-egyenlettel illesztettiink
gorbét, ami alapjan az inhibicios allando (Ki) tizszerese a Michaelis allandonak.

A CNP gatlo hatasat G7 és foszfat szubsztrat reakcidjaban ITC moddszerrel vizsgalva 9
mM 1Cso értéket kaptunk. Ezek alapjdn esetlinkben a szubsztratgatlas allosztérikus
gatlasnak tekinthetd, mely azt a kotdhelyet érinti, ahova a szabad CNP kapcsolodik. A
CNPG7 szintézis iranyu reakcioban mutatott nagy Ku értéke miatt a szubsztratgatlast nem
tudtuk a lanchosszabbitasi reakcioban vizsgalni. A tovabbi mérések soran legfeljebb 2,5
mM CNP-G7 koncentraciot alkalmaztunk, hogy a szubsztrat gatld hatasat elkeriiljiik. Az

ITC mérések alapjan szamitott kinetikai paramétereket €s az irodalmi adatokat a 9.
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tablazatban foglaltam 6ssze. Mivel a CNPG7 lanchosszabbitasi reakciojara nem volt
fellelhetd kinetikai adat, ezért CNPG7 szubsztrattal a szintézis iranyaban is végeztiink ITC
méréseket. A megfeleld iranyu reakcio lejatszodasat a 35 mM B-glicerofoszfat puffer (pH
6,8) 50 mM G-1-P tartalma biztositotta.

9. tablazat: Az rmGFb enzim kinetikai paraméterei kiilonbozo szubsztratokon.

ITC-vel mért adat” Irodalmi adat [122]
1r Foszforolizis Foszforolizis  Szintézis
Szubsztrat INemredukalod
végek szama Keat/ K (STM"
Km (mM) ) Kv (MM)  Km (mM)
G5 1 20,2 +£0,3 3,6%10° 9,1 38
G7 1 6,0 £0,6 4,6%10° 71 31
1 - 15,2
CNPG7 2,3 0,67 10,1*10° n.a.
+2,22
Glikogén ~200 1,5+0,17" 6,3*10° 0,15 0,6

“: Az eredmények atlagérték + illesztési hiba formaban vannak feltiintetve.
“: nincs adat

& sajat mérési eredmény

t: [S]os, mivel a CNP-G7 reakci6 nem kdveti a Michaelis-Menten kinetikat.
T A glikogén esetében feltiintetett Ky érték mg/mL-ben van megadva.

Osszevetve a G7 és a CNPG7 esetében meghatérozott kinetikai paramétereket lathato, hogy
a CNP kromoforcsoport hatasara a specificitas mértéke jelentdsen megnott (9. tablazat).

Bar a rmGF alaposan tanulmanyozott enzim, csupan egyetlen kézlemény [122] tartalmazta
kiilonb6z6 hosszasaghh maltooligomerek Ky adatait a reverzibilis reakcid6 mindkét
iranyaban mérve. Ezek azt mutatjak, hogy a maximalis reakcidsebesség felének eléréséhez
a foszforolitikus reakcioban kisebb szubsztratkoncentraciora van sziikség, mint a szintézis
iranyaban. Ez megfigyelhet6 a CNPG7 szubsztrat esetében is. Masrészt az egyes
szubsztratok ITC-vel meghatarozott Ku értékei nagysagrendileg ugyan megegyeznek az
emlitett publikacid ugyanazon szubsztratra feltlintetett adataival, azonban a kiilonbségek
nem elhanyagolhatok. Az eltérések magyarazhatoak a két kisérletsorozat eltér6 AMP és
enzim katalitikus hatékonysaga (Kcat/Km) nagysagrendi hasonlosagot mutat, de a szamtalan

nem redukal6 véget tartalmazo glikogén nagysagrendekkel jobb szubsztrat.
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Gatlasvizsgalatokat végeztiink két, korabban mar hatékonynak bizonyult GF inhibitor
felhasznalasaval a katalizalt reakcido mindkét iranyaban a reakciosebességeket ugyanazon
ITC modszerrel meghatarozva. Az egyik gatldszer a koffein volt, mely a GF purin nukleotid
kotéhelyéhez kapcsolodva stabilizdlja az enzim inaktiv, katalitikus aktivitdssal nem
rendelkez6 konformacidjat. A masik inhibitor a szubsztratra nézve kompetitiv
gliikozanalog vegyiilet, a gliikopiranozilidén-spiro-tiohodantoin (GTH) volt, melyet a
Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén Somsdk Laszld és kutatdcsoportja
szintetizaltak [123, 124].

A reakciokoriilmények optimalizalasat CNPG7 szubsztrattal végeztiik, a kromofor csoport
miatt a reakcid6 HPLC-vel kovethetd. A reakcid iranyat az elegyhez adott masik szubsztrat
hatarozza meg, esetiinkben a G-1-P a szintézis irdny1, a Pj a foszforolitikus reakciot teszi
lehetévé. A G-1-P/ Pi arany szisztematikus valtoztatasaval HPLC eldkisérletekkel
meghataroztuk a megfelelé szubsztrat koncentraciokat és igazoltuk a két kivalasztott
inhibitor gatld hatdsat mindkét reakcidiranyban.

Az ITC mérésekhez a GP természetes szubsztratjat a glikogént alkalmaztuk, a tobbi
koriilmény megegyezett az eldkisérletével. Koncentracid-hatds gorbéket vettiink fel,
kiilonb6z6 inhibitor koncentraciok mellett és a kapott adatokat a Greco-Hakala egyenlettel
illesztettiik a latszélagos gatlasi allandok meghatarozasahoz.

A mérések eredményei a 43. abran lathatok, ami jol mutatja, hogy a kompetitiv gatloszer
inhibiciés allanddja mindkét irdnyban megegyezik, mig a nemkompetitiv gatlészernél
kiilonbség van a reakcio két iranyaban meghatarozott adatok kozott.

1,0 4
084 GTH s " . Koffein
0,6 4

04 -

Enzim maradék aktivitasa (%/100)

(1] (M)

43. dbra: Az rmGFb enzim glikogénen mért gatlasa GTH-val és koffeinnel. A szintézis (piros) €s lebontas
(fekete) iranyu reakciok ITC modszerrel kapott adataira illesztett gérbék.

A kompetitiv gatlasnal egy enzim-inhibitor (EI) komplex jon létre, ami egyetlen, jol-
definialt Kgy allandoval jellemezhetd. A vegyes tipust gatlasnal viszont EI és EST komplex
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is keletkezhet és az, hogy a két iranyban eltér6 szubsztratok a komplex részei,
magyarazhatja a kapott eltérd inhibicios allandokat.
Az itt bemutatott eljaras mas reverzibilis reakciokat katalizaldé enzimek vizsgalatara is

alkalmas lehet.

4.3.4. HPLC modszer a-amildz aktivitasmérésre
A bontasi kép vizsgalatokhoz és kiegészitd mérésekhez rendszeresen HPLC modszert

hasznaltunk a kromofort tartalmazd szubsztratok hidrolizisének kovetésére.
Kézenfekvonek tiint, hogy ezt a mddszert is kiprobaljuk aktivitdismérésre és gatlas
vizsgalatokra is. Ehhez egy maltooligomer szubsztrat, a CNPG7 HSA Kkatalizalta
hidrolizisének Kkezdeti sebességét hataroztuk meg, a termékek forditott fazisu HPLC
elvalasztas utani csucsteriiletének idébeni kovetésével (44. abra). Ezzel a modszerrel a
CNPG7 HSA enzimen mért Michaelis allandoja Km=1,2 mM igy az aktivitasmérésekhez
a telitési szubsztratkoncentraciohoz kozeli 4 mM CNPG7 koncentraciot talaltuk

optimalisnak [125]

CNP-G7

0

a CNP-G3

CNP-G4

44. dbra CNP-G7 szubsztrat HSA katalizalta hidrolizisének kovetése forditott fazisi HPLC elvalasztassal.
Koriilmények: Genesis C18 oszlop, MeCN/H,0=15:85 eluens, 0,8 ml/perc aramlasi sebesség, detektalas:
DAD 302 nm.

A moédszert gydgynovény kivonatok gatlasanak vizsgalatara alkalmaztuk [126], melynek
eredményeit a gatasvizsgalatokkal foglalkozo kovetkezd fejezetben részleteztem. A
szakaszos mérés, és az elvalasztastechnika alkalmazédsa lehetGséget biztosit olyan

kivonatok gatlasdnak vizsgalatira, ami spektrofotometridsan nem megvalosithato.
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4.4. a-Amilazok gatlasanak vizsgalata

Eredményeket értiink el (ij human nyal amilaz inhibitorok felkutatasaban, és vizsgalataban.
Korabban természetes eredetli amilaz inhibitorok keresése soran kiilonbozé eredetii
tanninok inhibitor hatasat elemeztiik. Az inhibitorok kinetikai vizsgalata mellett a
komponensek azonositasat is elvégeztiik. Mindkét altalunk vizsgalt tannin gallotanninnak
bizonyult, a f6 kiilonbség a két minta kdzott a kozponti molekula mindsége és a kapcsolodo
galluszsavak eloszlasa, térbeli elrendezédése volt (45. abra), amit MALDI fragmentacios

mérésekkel igazoltam [127,128].
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45. abra Pentagalloil-kinasav (A) és pentagalloil gliikoz (B) feltételezett szerkezete

Az enzim-inhibitor kapcsolat mélyebb elemzése céljabol az alepp6i tannin egyik fo
komponensének a pentagalloil-gliikoznak (PGG) kotddési sajatsagait vizsgaltuk kinetikai
analizissel, feliileti plazmarezonancias (SPR) kotddési vizsgalattal és  telités atviteli

kiilonbség mérésen (STD) alapuld6 NMR mérésekkel [129].

) - | M

7.0 6.5 E.0 .5 .0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 FEm

46. dbra A PGG inhibitor és a HSA enzim 'H NMR és differencia spektruma [129]
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Az STD mérések alapjan a kotddés a PGG aromas csoportjain keresztiil torténik, mivel a
differencia spektrumon az aromds protonok jelei jelennek meg, amint az a 46. abran lathato.
A hipotézist a HSA aktiv helyén talalhatd aromas aminosavak moédositasaval létrehozott

Y 105M és W58L enzimekkel PGG jelenlétében végezett aktivitaismérések is igazoltak.

4.4.1. Tanninok promiszkuitasa

Mivel a tanninok sokféle fehérjével képesek kolcsonhatasba 1épni, felmeriilt a nem
specifikus gatlas lehetdsége. Ez az inhibitor promiszkuitasnak is nevezett jelenség az elmult
¢vtizedekben keriilt az érdeklddés kozéppontjaba a gydgyszeriparban eldre tord
polifarmakoldgiai megkozelités kapcsan, melyben a komplex betegségek kezelésére tobb
célponton hatd (multitarget) vegyiiletekre van sziikség. A promiszkuitas maga tehat akar
hasznos is lehet, de sajnos az esetek tobbségében a gatlas aggregacid miatt kdvetkezik be.
A tannin aggregacio alapt gatlasanak eldontésére méréseket végeztink [130] az
irodalomban javasolt kozvetett modszereket [131,132] alkalmazva:

- Promiszkuitasra iranyul6 biokémiai vizsgalatok

- Detergenssel szembeni érzékenység vizsgalata

- Enzim-inhibitor eldinkubalas hatasanak vizsgalata

- Enzimkoncentracid-valtoztatds hatdsanak vizsgalata

- Centrifugalas hatasanak vizsgalata

Tannin promiszkuitasanak igazolasara sajat eredményeinket irodalmi adatokkal

kiegészitve a 10. tablazatban foglaltam Gssze.

10. tablazat: A tanninok kiilonféle enzimeken kifejtett aktivitascsokkenté hatdasa

megEr:leZ\E:;ése EC szam Gatlasi paraméterek Hivatkozas

HSA 32.1.1 Ki= 9 pg/mL 128

PPA 3.2.1.1 ICs0= 2,3 pg/mL sajat
Tirozinaz 1.10.3.1 Ki= 87 pg/mL 133
Lipaz 3.1.13 Ki=330 pg/mL 134
Tripszin 3.421.4 Ki=3 mM 135
Invertaz 3.2.1.26 Ki= 130 mM 136
Protein foszfataz-1 3.1.3.16 I1Cs0= 0,2 uM 137

69



gyemant . gyongyi 123 23

Bar a tannin szerkezete hasonld egy korabban mar aggregatornak tekintett vegyiilethez
[138] és szamitott logP értéke is magas (2,8), de ezek az értékek nem haladtak meg az
aggregacio alapt inhibitorokra meghatarozott hatarértéket (logP > 3; Tanimoto-index >
0,85). Ezért a tannin aggregacioalapt gatld mechanizmusanak vizsgalata fontos volt, hogy
egyértelmiien eldonthessiik a tanninok nemspecifikus jellegét. A méréseket két fiiggetlen
méréssorban, spektrofotometridval és a korabban kidolgozott kalorimetrias modszerrel,
ITC-vel végeztiik PPA-t hasznalva a-amilaz modell enzimként.
A detergens jelenlétében végzett vizsgalatok eredménye egyértelmilen mutatta, hogy a
gatl6 hatéas csokken, ami aggregacio6 alapu hatasra utal.
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47. abra: Tannin gatld hatasanak vizsgalata PPA enzim és GalGoCNP szubsztrat felhasznalasaval
spektrofotometrias (A) és ITC (B) modszerrel,0,01% Triton X-100 nemionos detergens jelenlétében (),
illetve annak tavollétében (m).

A detergens nélkiil végzett aktivitasmérés piros szinii koncentracio-hatas gorbéjéhez képest
a TritonX jelenlétében mért adatokra illesztett gorbe jelentGsen jobbra tolodott (47. abra).
A fotometridsan meghatarozott ICsp érték 2,27 pg/mL-r6l 110 pg/mL-re emelkedett, ami
50-szeres novekedést jelent, hasonloan az ITC kisérletekbdl kapott kozel 50-szeres
gatlasromlashoz.

Az el6inkubalas hatasat vizsgalva 5 perces eldinkubalast kovetden az 1Csp érték tobb mint

a felére csokkent, 30 perc utan pedig mar megkozelitéleg a negyede lett (48. abra).
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48. abra: Tannin id6fiiggd gatlo hatasanak spektrofotometrias vizsgalata. A PPA ¢és tannin 0 min (m), 5 min
(®), 20 min (A) és 30 min (*) ideig volt inkubalva a reakcio inditasa el6tt.

A tannin gatlo hatdsa —az eldzetes feltevéseknek megfelelden— érzékenynek bizonyult a
célenzim koncentracidjaval szemben. Az ITC kisérletek alapjan az 1Cso értékekben 10- és
25-sz0ros PPA koncentracid esetén nagysagrendi kiillonbség mutatkozott a kiindulasi

értekhez képest, amit az illesztett gdorbék nagyfoku jobbra tolodésa is jol demonstral (49.

abra).

Enzim maradék aktivitdsa (%/100)

T T
0,01 01 1 10 100 1000

[tannin] (ug/mL)

49. abra: Tannin enzimkoncentraciéval szembeni érzékenységének vizsgalata ITC modszerrel. PPA
koncentracio 0,56 pg/mL (m),5,6 ng/mL (V), 14 png/mL (X).

Osszességében vizsgalataink igazoltdk, hogy a tanninok nem-specifikus gatloszerek,
melyek aggregacion keresztiil fejtik ki hatasukat.
A tanninok mellett mas természetes eredetii inhibitorokat megvizsgaltunk az altalunk

kidolgozott aktivitasmérési modszerekkel.
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4.4.2. Természetes amilaz gatlok felkutatdsa
Kihasznélva az ITC aktivitasmérés kedvezd tulajdonsagait szdmos olyan vizes novényi

kivonat gatlo hatasat vizsgaltuk, melyek fizikai jellemz6i (pl. szin, rossz oldékonysag)
lehetetlenné teszik a szokasos spektrofotometrias médszerek alkalmazasat [139]. igy
lehetové valt a taplalékkal bevitt anyagok (fliszerek, gyogyndvények) gatlé hatasanak
meghatarozasa az amildz természetes szubsztratjan a keményiton. A vizsgalt 25

fliszernovény koziil 22 gatolta a HSA enzimet, ebbdl 15 esetben tudtunk IC50 értéket is

meghatarozni (50. abra)
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50. abra: A HSA katalizalt keményit6 hidrolizis gatlasa fliiszerndvény kivonatokkal 1Csq értékek

A fahéj és a szegfiibors kimagasloan jo gatlast mutattak, de a szegfiiszeg és az oregand
kivonattal is sikeriilt 90 % feletti gatlast elérni.

A vizsgalt 33 gyogyndvény kivonat mindegyike csokkentette a HSA aktivitasat, 26 esetén
IC50 értéket is meg tudtunk hatarozni (51. abra). Leghatékonyabb gatloszernek a z6ld tea
és a kiilonb6z6 bogyods gylimolesok (malna, szeder, szamoca, ribizli) leveleinek kivonatai
bizonyultak. Ezeken kiviil az orbancfii kivonattal tudtunk 90 % feletti gatlast elérni.
Valamennyi hatékonynak bizonyult gyogynovény kivonatrol MALDI-TOF MS felvételek
késziiltek f6 komponensek és az aktiv hatdéanyagok azonositdsa céljabol. A bogyos
gyliimolcsok levelében tobb vegyiiletet azonositottunk (quercetin, kampferol, delfinidin,
petunidin és ezek glikozidjai, valamint az ellagi sav, katechin és galluszsav), melyek

korabbi mérések szerint is HSA gatl6 hatassal rendelkeznek [140].
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51. abra: A HSA katalizalt keményit6 hidrolizis gatlasa gyogynovény kivonatokkal ICsg értékek

A szamdca, szeder és afonya levelek kivonatainak hatdsat in vivo allatkisérletben is sikertilt
igazolni [127]. El6szor az erdei szamoca (Fragaria vesca), a szeder (Rubus fruticosus) és
az eurdpai afonya (Vaccinium myrtillus) levélkivonatainak in vitro gatld hatasat igazoltuk
az a-gliikozidaz és HSA enzimeken iS. Az amildz gatlas vizsgalatdhoz a korabban leirt
(3.3.1. fejezet) HPLC aktivitasmérést alkalmaztuk. Az étkezés utani hiperglikémia
megelézésében kifejtett hatast in vivo vizsgaltak normal (nem cukorbeteg), prediabéteszes
(HFHS diéta altal kivaltott) és diabéteszes (STZ-vel kezelt) egereken. A vizsgalatok a
novényi kivonatokkal egyenként és egy mindhdrom kivonatot tartalmazd eleggyel is
megtorténtek. A F. vesca levélkivonat és a bogyodlevél-kivonatok kombinalt (1:1:1)
keveréke (BLE) jelentdsen gatolta a keményit6 altal kivaltott vércukorszint emelkedést a
30 és 60 perces mintavételnél is, mig a R. fructicosus és a V. myrtillus levélkivonat a 30
perces mintavételnél mutatott ilyen hatast. A vércukorszintre gyakorolt hatékonysag
hasonld volt a pozitiv kontrolként hasznalt akarbozéhoz. A H9c2 patkdny embrionalis
szivizomsejteken végzett toxikoldgiai tesztek kimutattak, hogy a bogyolevél kivonatoknak
nincs citotoxikus hatasa. A vizsgalt novényi kivonatokban HPLC MS mérések is igazoltak
kvercetin, apigenin, luteolin ¢és szarmazékaik, valamint Kkatechin, epikatechin,
gallokatechin jelenlétét. Az eredmények alapjan a BLE igéretes jelolt lehet human klinikai
vizsgalatokra is a diabetesz kezelésben valo alkalmazhatosag eldontésére.

A névényi szinanyagok HSA gatlé hatdsanak vizsgalatdit magyarorszagi megyfajtak
kivonataival és az azokban azonositott antocianin vegyiiletekkel végeztiik el [141]. Az

enzimaktivitas mérésére ezekben az esetekben a 2000-ben bevezetett [142] és korabban
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mar altalunk is alkalmazott [129,130] GalG2CNP szubsztratot és spektrofotometrias
modszert hasznaltunk. A meggy extraktumokban MALDI-TOF MS mérésekkel kimutatott

antocianinokat a 11. tdblazat foglalja 0ssze.

11. tablazat Meggy extraktumban talalhat6 antocianinok MALDI-TOF MS azonositasa
Antocianinok neve | Osszegképlet | Szamitott | Mért m/z érték (Da)

tomeg M+ [M- [M-
(Da) H+Na]* H+K]*
Delphinidin- C21H21012 | 465.38 465.4 487.4 503.3

glucoside
Cyanidin-glucosyl- | C33H41020 | 757.66 757.5 779.4 -
rutinoside
Malvidin- C29H35017 | 655.58 655.5 677.5 693.5
diglucoside
Cyanidin-glucoside | C21H21011 | 449.38 450.3 471.9 —
Cyanidin-rutinoside | C27H31015 | 595.52 595.9 617.5 —
Petunidin-glucoside | C22H23012 | 479.41 479.4 501.3 517.3

Malvidin-glucoside | C23H25012 | 493.44 493.3 515.4 531.3
Peonidin-rutinoside | C28H33015 | 609.55 609.2 631.2 —
Malvidin-rutinoside | C29H35016 | 639.57 639.3 661.3 677.4

Valamennyi meggy extraktum ¢és a rendelkezésiinkre 4ll6 antocianinok (cianidin és
malvidin glikozidok) kompetitiv gatlast okoztak mikromoélos ICso értéket mutatva. A
meggykivonatok antocianin tartalma és gatld hatasanak mértéke kozott egyértelmii

Osszefiiggést talaltunk.

12. tablazat Meggy extraktumok és antocianinok félhatasos gatld koncentracidja (1C50)

Inhibitor Gatlas tipusa IC50(uM) IC50(ug/ml) Szamitott
IC50(ug/ml)

C59 Kompetitiv nd 330+ 45 377

Db Kompetitiv nd 370 + 42 1028

VN1 Kompetitiv nd 610 + 50 525

A Kompetitiv nd 790 + 55 836

Kj Kompetitiv nd 892 + 62 1096

Cy-3-0-glc Kompetitiv 180 £+ 20 84+ 10

Cy-3-rut Kompetitiv 200 + 24 126 + 15

Mv-3-O-glc | Kompetitiv 675+73 356 + 39

Mv-3,5-0O- Kompetitiv 80+ 10 557

diglc

nd, nincs adat.

A tdblazat szamitott IC50 adatait a kiilonb6z6 meggykivonatok HPLC méréssel

meghatarozott anticianin Osszetételének ismeretében kalkulaltuk, és a Db jeli minta
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kivételével jo egyezést kaptunk a mért értékekkel. Ennél a mintandl mas, gatld hatast
vegyliletek jelenlétét tételeztiik fel a kivonatban.

Bar a malvidin-3-gliikozid kisebb hatékonysagtinak bizonyult a cianidin-3-gliikozidnal, a
malvidin-digliikozid nagysagrenddel jobb gatlast mutatott a szintén két cukor egységet
tartalmazo cianidin-rutinozidnal. Ennek megértéséhez molekulamodellezési szamitasokat
végeztiink. A HSA PDB adatbazisban elérhet6 szerkezete (IMFV) alapjan felépitett modell
akarbozzal alkotott komplexét tekintettiik kiindulasnak a cianidin-3-gliikozid és —rutinozid,

valamint a malvidin-3,5-digliikozid dokkolasi vizsgalataihoz.
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52. abra Antocianinok kotddése a HSA (PDB kod IMFV) aktiv centrumaba. 3D térszerkezet (fent) az
alhelyek jel6lésével (-3 - +2). A referencia inhibitorként hasznalt akarbdz szerkezete vonalas abraval jelenik
meg, a bal oldali abran a cianidin-gliikozid (sziirke) és cianidin-rutinozid (fekete), jobb oldalin a malvidin-
digliikozid, jel6lve a feltételezett masodlagos kotések. 2D szerkezetek (lent) a valdsziniisithetd masodlagos
kotésekkel: a sarga kordk a hidrofob kolecsonhatdsokat, a zdld és piros nyilak a donor és akceptor H-hid
kapcsolatokat jelzik [141]

Ezek a szamitdsok igazoltdk, hogy a cianidin-glikozidok hasonlé kd&tési moddal

rendelkeznek és foként H-hid kotéseket alakitanak ki az aktiv hely His305, Asp300, His299
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¢és Argl95 aminosavaival, de a cianidin B gytrije altali hidrofob kdlcsénhatasok is szerepet
jatszanak a kotédésben (52. abra). Ehhez képest a malvidin-digliikozid kézel 60 fokkal
elforgatva kapcsolodik az aktiv helyhez és igy lehetéség adodik a B gytri eltérd
csoportja H-hid ko6tést tud kialakitani a -2 alhely GIn63 aminosavaval, ami csak a cianidin-
rutinozid esetén jatszik szerepet a cukor rész kotésében. Ezen kiviil, a cukorgytrik
pozicidja is kedvezdbbé valik: a C gylirithdz kapcsolddo gliikkéz egység OH csoportjai a -1
alhely Glu233, Asp300 ¢és Argl95 aminosavaival 1épnek kapcsolatba, mig az A gytirithoz
kotott glikoz 20H és 60H csoportjai a +2 alhely Tyrl151 és Glu240 aminosavaival
alakitanak ki H-hid kotést. A szamitasok ramutattak, hogy a B gyiirii -2 és -3 alhelyre
torténd kotddése 1ényeges szerepet jatszik a gatld hatas kialakuldsaban.

A nyalban taldlhaté a-amildz a fogszuvasodas elleni beavatkozasok bioldgiai célpontja
lehet, mivel a plakk képz6 Streptococcus amilaz kotd proteinjével kapesolodva a fogakon
keletkezé biofilm fontos komponense [143]. A meggy Kivonatok gatld hatasanak
felhasznalhatosagat a fogszuvasodas elleni védelemben kis 1étszamu human Klinikai
kisérletben vizsgaltuk [144]. Igazoltuk, hogy az antocianin tartalmi meggykivonat gatolja
az emberi nydl a-amildz enzimét, ami késlelteti a keményité lebomlasat a szajiiregben.
Eredményeink szerint a ragas mechanikai hatasa, a nyal mosé hatasa és az antocianinok
kémiai gatlo hatasa kiegészitik egymast, és a hatékonysag novekedését eredményezik. Az
a-amildzok ismert szerkezete €s a modern kemoinformatikai eszkozok lehetové teszik
szamos természetben el6forduld, vagy szintetikusan eldallitott vegyiilet inhibitor

potencialjanak in silico tesztelését, gatlasvizsgalataink ilyen iranyban is folytatddnak.

4.4.3. Modellezésssel kivalasztott ,, drug-like” inhibitorok
Mig az eldz6 esetben a meggy antocianinok kisérletesen tapasztalt gatld hatasat sikertilt

igazolni modellezési, ligand dokkolasi szamitasokkal, addig a kovetkezékben bemutatott
eredményeknél ellentétes stratégiat kovettiink. Német egyiittmiikdo partnereink altal tobb
a-amilaz szerkezet felhasznalasaval felépitett 3D farmakofor modellt felhasznalasaval
vegyiletkonyvtarakbol kivalasztott ,,drug-like” molekulakat teszteltiink a-amilaz gatlas
szempontjabol. A modell 1étrehozasdhoz a PDB adatbazisban megtalalhato HPA, HSA, és
PPA szerkezeteket ( 30LD, 30LE, 30LG, 30LlI, 3139, 3137, 2QV4,3BAJ, 3BAY, 1XH2,
1XDO, 1XD1, 1XHO0, 1XCX, 1XCW, 1CPU, 1MFV,and 10SE) hasznaltak fel. A
vegyiiletek kivalasztasanak sémaja az 53. abran lathato a tesztelés fobb adataival. Ilyen

modon a nagyszamu, adatbdzisban elérhetd vegyiiletbdl kivalasztott kilenc vegyiiletet
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vetettiik ala gatlas vizsgalatoknak [145]. A teszteléshez a rovid GalG2CNP szubsztratot és
spektrofotometrias modszert hasznaltuk, pozitiv kontrolként az ismert a-amilaz gatloszert

az akarbozt alkalmaztuk.
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53. abra A tesztelt vegyiiletek vegyiiletkonyvtarakbol valo kivalasztasanak folyamata és képleteik

Az 1 jelii vegyiilettel rossz oldékonysaga miatt nem tudtunk gatloé hatast elérni, a tobbi
vegyliletre kapott IC50 adatokat a 13. tablazat tartalmazza. A legjobb hatdsa, 300 uM-nal
kisebb félhatasos koncentraciot mutatdé 2, 3 és 4 vegyiiletek kompetitiv gatlészernek
bizonyultak. Bar az IC50 értékek nem érték el az akarbozra kapott nagysagrendet, a (8)
egyenlet szerint szamitott ligand hatékonysag (LE) értékek szerint azzal Gsszevetheto,

vagy jobb gatloszerek lehetnek kisebb molekulatomegiiknek kdszonhetden.

LE =225 pICy, (8)

ahol HA a nehéz atomok szama és plCso a félhatasos gatld koncentracid negativ
logaritmusa.
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13. tablazat A vegyiiletkonyvtarakbol kivalasztott anyagok gatlasi és ligand hatékonysagi
adatai

.. Molekula GalG2CNP, HSA
Vegyillet -tomeg HA 1Cs0 (uM) LE
Akarboz* 645.6 44 0.5 0.19

1 489.56 35 NT -
2 300.33 21 138 0.25
3 348.43 26 200 0.19
4 447.43 32 300 0.15
5 413.44 31 inaktiv -
6 294.36 21 1000 0.19
7 296.32 22 ND -
8 382.44 27 326 0.18
9 355.38 26 850 0.16

HA: nehéz atomok szama
A kivalasztas modjat finomitva ismert amilaz gatld vegyiiletek szerkezete alapjan
kialakitott hat csoportnak megfeleld kiilon farmakofor modelleket hoztak 1étre. Tovabbi
szlirések torténtek a potencialisan nem stabil, reaktiv és toxikus molekuldkra, valamint
igazoltan nem gatlo szerkezetek felhasznalasaval. Végiil az 1346275 vegyiiletb6l igy kapott
299 keriilt dokkolasra a human pankreasz amilaz (HPA PDB: 30LE) szerkezetébe. igy
kaptuk azt a hét vegyiiletet, amit a-amildz gatlasra megvizsgaltunk. Az 54. abran
bemutatott 6t vegyiilet esetében kaptunk uM nagysagrendii gatlasi allandokat HSA enzim

és GalG2CNP szubsztrat alkalmazasaval.

HO
N TN OH
H
- H /\ﬁ N_ = Cl
OH HO N
o) 10 11 @) cl
298 pM 300 pM

OH

0
oL s
N I NS
14 S H
407 uM

54. abra A modellezéssel kivalasztott és amilaz gatlast mutato vegyiiletek szerkezete és ICsg értékei HSA
enzimen.
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A 10 vegylilet az akarviozin-glikoz modell hasznalataval lett kivalasztva (bar nem
szénhidrat alapu), a 11 és 13 vegyiiletek a flavonoid (mircetin) modell, mig a 12 és 14
vegyiiletek a floroglucin modell csoportba tartozéak voltak. A két legjobb gatlast mutatd
vegyiilet koziil a 12 nem-kompetitiv, mig a 13 kompetitiv modon gatolta a HSA-t [146].

A hatékonynak talalt vegyliletek tovabbi szarmazékait vizsgéltuk egy kovetkezo
kisérletsorozatban a rovid GalG2CNP szubsztraton spektrofotometriaval majd keményito
szubsztraton (az in vivo koriilményekhez jobban hasonlitd paraméterek mellett). Tobb
vizsgalt inhibitor sarga szine, vagy csapadékképzodés akadélyozta a spektrofotometrias
mérést, amit ITC modszer alkalmazasaval sikeriilt kikiiszob6lni. Az ITC mérések soran
viszont a rossz oldékonysadg miatt hasznalt olddszer (DMSO) jelentett problémat. A
vizsgalt 54 vegylilet koziil a GalG2CNP szubsztraton legjobb gatlast (ICso < 100 uM)
mutatok eredményei lathatok a 14. tablazatban. A keményitén mért ICsp értékek kozel egy
nagysagrenddel nagyobbak, aminek oka, hogy a GalG2.CNP tul révid szubsztrat a HSA

szadmara, igy a hidrolizis gatlasa kisebb inhibitor koncentracioval is elérhetd.

14. tablazat: A spektrofotometrias vizsgalatok soran legjobb gatlast mutatd inhibitorok
(ICs0 < 100 uM) GalG2CNP és keményitd szubsztraton mért ICso értékei

) GalG2CNP Keményité - ITC
Kod Szerkezet 1C50 (uM) LE 1C50 (uM)
O OH
O5N
15 ‘ O/\m 85 021 650
(0]
Cl

16 H,C H
D™ ’\é@ 70 017 400
©/g0 H
17 \%\r%(’\&jﬂ 100 0,16 na.
NN
= OH
18 /©/ T f@ 100 0,24 800
N HO
(0] H N
19 )\C( NG J’QOH 100 0,24 100
S
HO
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, GalG2CNP Keményit6 - ITC
Kaod Szerkezet 1C50 (uM) LE 1C50 (uM)
0 OH
O,N
20 o 50 023 300
o
Cl

21 04\©/N)F Z 62 0,24 400
S
S
N N
22 /@ b f@ 40 0,30 400
\O S

Ezek az eredmények ramutatnak, hogy a rovid szubsztrat szkrinelési vizsgalatokra jol
alkalmazhatd, de a hatékonynak talalt gatloszerek hatasat mindig ellendrizni Kkell
keményitd szubsztraton is.

Az altalunk is vizsgalt és jo gatlast mutato tiazolidin, tiazolidin-dion, és rodanin alapvazi
vegyiileteket korabban mar hatékonynak talaltak tobb célponton hat6 gatloszerekként [147-
149]. Ezen szarmazékok gatlo hatasat Maccari és munkatarsai igazoltak aldoz reduktaz
(AR) és protein tirozin foszfataz (PTP1B) enzimekre. Felmeriilt a kérdés, vajon gatoljak-e
ezek a molekuldk az a-amilazt is, ezért megvizsgaltuk az 55. abran lathato hét vegyiilet
hatasat [150].

Vegyiilet

szama R Ri
23 CH.COOH 3-OCH2CONH:
24 CH.COOH 4-OCH2CONHz
25 CH.COOH 3-OCHjs, 4-OCH2CONH>
26 CH.COOH 4-OCHgs, 3-OCH2CONH:
27 CH.COOH 4-OCH2CgHs
28 CH.COOH 3-OCH2CeHs
29 H 4-OCeHs

55. abra: A vizsgalt hét (5-arilidén-4-0x0-2-tioxotiazolidin-3-il)ecetsavszarmazék szerkezete

A vizsgalatokba a PPA mellett az a-gliikkozidazt, mint a human szénhidrat emésztésben

szintén fontos enzimet is bevontuk. Az aktivitasmérések a-amilaz esetén GalG2CNP, az a-
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glikozidaz esetén PNP-a-glikozid szubsztraton torténtek. A  spektrofotometrids
gatlasvizsgalatok soran kapott 1Cso értékeket és az irodalmi adatokat az 15. tablazat
mutatja. Amint azt a tablazat adatai szemléltetik, valamennyi vegyiilet gatolta mindkét
glikoziddz enzimet, de a gatlas mértéke eltéré és minden esetben elmaradt az aldoz-
reduktazon tapasztalt gatlastol. A legapolarisabb 24 vegyiilet rossz oldékonysaga miatt nem
tudtunk 1Cso értéket meghatarozni, a tobbi esetben 100 uM koriili értékeket kaptunk. A
tobb enzimen hatasos vegyiiletek felvetik a promiszkuitds lehetdségét, ezért a 4.4.1.
fejezetben részletezett modon vizsgaltuk, vajon aggregacio alapu-e a gatlas. A mérésekhez
a specifikus a-glikozidaz gatld gyogyszerként is forgalmazott akarbozt hasznaltuk negativ
kontrolként.

A kozvetett modszerek alkalmazasakor a gatlasvizsgalatokat megismételtiik:

- 0,01% Triton X-100 nemionos detergens jelenlétében,

- enzim-inhibitor eléinkubalast alkalmazva,

crer

- az inhibitor oldatanak centrifugdlasat kdvetden.

15. tablazat: Az 23-29 tiazolidinszarmazékok eltérd specifitasu enzimeken mért gatld
hatésa.

. I1Cso0 (nM)”
Vegyiilet R R a- AR  PTPIB

szama PPA" oliikoziddz [151]  [151]
23 CH,COOH 3-OCH,CONH, 19443 20843 006 717

24 CH2.COOH 4-OCH2CONH: 96,4 89,6 +2,0 0,2 10%

25 CH,COOH 3-OCHs, 96,9 100 +2 0,2 378
4-OCH,CONH; .
26 CH,COOH 4-OCHs, 66,2 62,1+12 0,1 679

3-OCH2CONH; +0,3
27 CH2COOH  4-OCH2CsHs 294 +5 21% 0,05 56

28 CH;COOH  3-OCH:CeHs  9go4tt 1415 005 431

29 H 4-OCgHs rv.”. 25% 1T 0,06 63,9

*: atlag + illesztési hiba.

“*: Rendellenes viselkedés

. Max.gatlas 102 pM [I] mellett
: Max.gatlas 193 uM [1] mellett
1T Max.gatlas 211 pM [1] mellett
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A kozvetett mdodszerek mellett dinamikus fényszoras (DLS) méréseket is végeztiink az
aggregalddott molekulak kimutatasara. A varakozasnak megfelelden az akarboz (negativ
kontrol) gatld hatasa nem valtozott a reakciokoriilmények fenti valtoztatasa miatt.
Valtozatlan ICso értékeket kaptunk az 23, 25 és 26 tiazolidinszarmazék esetében is, és a
DLS mérések is alatamasztottak, hogy aggregatumok nem keletkeztek. Igy ezeket a
vegylileteket, mint specifikus, de tobb enzimen hato ,,multitarget” inhibitorokat
azonositottuk. A tobbi vizsgalt vegyiiletnél a kozvetett és kdzvetlen modszerrel végzett
vizsgalatok is valtozast mutattak, igazoltuk a 24, 27, 28, 29 vegyiiletek detergenssel, a
valamint 1d6fliggd gatld hatasat. Az aggregadtumok jelenlétét a DLS mérések is
megerdsitették, igy megallapitottuk, hogy ezek a vegyiletek a vizsgalt
koncentracidtartomanyban gatlo hatasukat aggregatumok képzésével fejtik ki. Ugyanakkor
az aldoz reduktdz enzim esetében a nagysagrendekkel kisebb hatékony koncentracié miatt

a gatlas specifikusnak tekinthetd.
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5. Osszefoglalas

Tudomanyos palyafutdsom kozel 30 éve sordn a szénhidratokon haté enzimek
szerkezetének és miikddésének minél alaposabb megismerése volt a célom. Bar munkam
nagy része alapkutatds, az altalam tanulmanyozott enzimek mezdgazdasagi, ipari vagy
human gyogyaszati jelentéséggel is birnak. A dolgozatban 6sszefoglalt, 2007-2022 kozott

végzett kutatasok soran elért eredményeim négy nagyobb témakorre bonthatok.

1. A poliszacharid hidrolazok szerkezetfelderitése témakoron beliil négy eltérd eredetii
¢s mikodésmodu enzimet tanulmanyoztam. Az aktiv hely energetikai viszonyainak
leirasahoz kifejlesztett SUMA szamitogépes program alkalmazasaval endo enzimek
alhely térképeinek szamitasa valt lehetévé. Ehhez a korabban szintetizalt kromofor
csoportot tartalmazo oligoszacharid szubsztratok hidrolizisekor keletkez6 termékek
eloszlasat hataroztuk meg HPLC modszerrel. Az ipari jelentOségli arpa o-amilaz
izoenzimek és mutansaik vizsgalataval az aktiv hely aminosavainak szerepe mellett a
masodlagos kétohelyek hidrolizisre, azon beliil a termékeloszlésra gyakorolt hatasat is
leirtuk. Emellett elvégeztik egy mezOgazdasagi szempontbdl fontos rovar, a
burgonyabogar a-amildz enzimének részletes vizsgalatat, elkészitettiik az alhely
térképét, ramutattunk az emlds amildzokkkal valé hasonlésagokra és kiilonbségekre.
Az exo hatasmodu enzimek koziil az édesburgonya B-amilaz miikodését is a kiillonb6z6
hosszusagli  szubsztratok termékeloszlasaval jellemeztik. Meghataroztuk a
processzivitas mértékét €s leirtuk a hidrolizis rekcio kezdeti szakaszan lejatszodo
transzglikozilezést. A patogén korokozok elleni védekezést megnehezitd bakterialis
biofilm terjedésében és eltdvolitdsdban fontos szerepet jatszo DispersinB enzim
hatasmodjat az altalunk tervezett N-acetil-gliikozamin oligomer szubsztrat sorozaton
torténé HPLC termékanalizissel vizsgaltuk. Az ezt kiegészit6 NMR, MALDI-TOF MS
mérések és kinetikai szamitdsok alapjan az enzim retencidés mechanizmussal,
parhuzamos és egymast kovetd reakciolépésekkel végzi a biofilm vazat jelentd poli-3-

N-acetil-gliikozamin hidrolizisét.

2. Az enzimek szintézisre vald felhasznalhatdsagat az arpa amilanz mutansok és a rovar
amilaz esetében vizsgaltam. Kideriilt, hogy az aktiv hely k6zelében elvégzett mutaciok
az arpa o-amilaz esetében megnovelik a transzferdz aktivitast, mikdzben a hidrolaz
aktivitas lecsokken. Az 4arpa AMY1 izoenzim V47F variansaval sikeresen

szintetizaltunk amilaz enzimek specifikus fluorimetrias aktivitaismérését lehetove tevo
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kettd, harom ¢és Ot glikoz egységet tartalmazo metil-umbelliferil oligoszacharid
szubsztratokat. A burgonyabogar a-amilaz enzimének transzfer aktivitasat a mindkét
végen véddécsoportot hordozd maltooligomer szubsztratokon mutattuk ki, A
szekvencia ¢€s szerkezet analizisek alapjan a rovar amildzokbol hianyz6 304-310
pozicioju glicin gazdag hurok, a His101Asp csere, valamint az aglikonko6té régiod
polaris aminosavai helyett az LDAmMy-ban jelen levé tobb Phe azok a szerkezeti
elemek, amelyek feleldsek a transzglikozilezésért. Ezek a megfigyelések

felhasznalhatok megndvelt szintetikus aktivitdsu amildzok fehérjemérndkséggel vald

létrehozasara.

Az enzimek és gatlasuk lehetOségeinek tanulmanyozdsdhoz tobb sajat fejlesztésii
aktivitasmérést alkalmaztunk a rutinszerlien hasznalt egyszeriibb fotometrias mérések
kiegészitésére. Az izotermikus titracidos kalorimetria (ITC) biztositotta altalanos
detektalast kihasznalva megvaldsitottuk az a-amildz maltooligomer és keményitd
szubsztratokon valo aktivitdsmérését. A kék keményitd szubsztrat alkalmazasakor
szubsztratgatlast tapasztaltunk. Kidolgoztuk a megfordithat6, két szubsztratos reakciot
katalizalo glikogén foszforilaz b enzim ITC aktivitismérését a reakcid mindkét
iranyaban. A mérésekhez a természetes szubsztratok (foszfat, gliikkoz-1-foszfat és
glikogén) mellett maltooligomereket és szarmazékait is hasznaltunk. Sikerrel
alkalmaztunk forditott fazisi HPLC moddszert a-amilaz enzim 2-klér-4-nitrofenil 3-D-

maltoheptadz szubsztraton torténd aktivitasmeérésére.

A korabbi eml6s a-amilaz vizsgélatokat inhibitor kutatasok egészitették ki, melyekhez
természetes eredetli és szintetikus, vegyliletkonyvtarakbol szarmazo anyagokat is
felhasznaltunk. Az elhizds és a cukorbetegség megeldzésében és kezelésében
felhasznalhatd természetes vegyiiletek keresése soran gyogynovények és fliszerek
kivonatai kozott azonositottunk hatékony amilaz gatloszereket. Igazoltuk a
cukorbetegség kezelésére tradicionalis népi gydgyaszatban ajanlott zold tea és fahéj
gatlo hatasat HSA enzimen. Kimutattuk bogyos gylimolesok (afonya, szamoéca, szeder)
leveleibdl késziilt vizes kivonatok hatékony HSA gatld tulajdonsagat. A meggy
szinanyagat ado antocianinok (f6ként cianidin és malvidin glikozidok) HSA gatlo
hatasat in vitro és molekulamodellezési vizsgalataink is kimutattak, majd azt késobb
in vivo human kisérletben is sikeriilt megerdsiteni. Irodalmi €s sajat mérések adatai
alapjan felvetettiik a gallotannin promiszkuitasat, valamint kozvetett modszereket

felhasznalva az ezt okozo aggregicido alapu gatlasi mechanizmust is igazoltuk.
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Vegyiiletkonyvtarak adatainak és a PDB fehérje adatbazisban elérhetd amilaz
szerkezeteknek a felhasznalasaval potencidlis a-amilaz gatld vegylileteket
azonositottuk. A vegyiiletek in vitro aktivitasmérése igazolta tobb, az akarviozin-
gliikoz, a flavonoid ¢és a floroglucin modell alapjan kivalasztott molekula mikromolos
koncentraciotartomanyba esd hatékonysagat. Az a-amildz mellett az ald6z reduktazt,
a-glikozidazt és protein foszfatazt is gatld, multitarget inhibitorként azonositott
tiazolidin szarmazékok koziil a 23, 25 és 26 vegyiiletek esetében specicifikus, mig tobb
esetben aggregacid alapil gatlast tapasztaltunk a kozvetett és fényszords alapu

modszerek alkalmazasaval.
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Koszonetnyilvanitas

Szerencsésnek mondhatom magam, hogy tanulmanyaim, palyafutasom soran tobb kivald tanarom
és kollégam, kutatotarsam volt, akik meghataroztdk, formaltdk  tudomanyos palyamat.
Mindenekel6tt, az egri Gardonyi Géza Gimnazium kitiind tanarainak tartozom halaval, akikt6l er6s
alapokat kaptam a kés6bbi tanulmanyokhoz. Kiilon kiemelném Dr. Székefalvi Nagy Zoltannétf,
akitdl a kémia szeretetét, az alapos munka igényét és analitikus gondolkodast tanulhattam. A
Kossuth Lajos Tudomanyegyetem (Debrecen) vegyész szakos hallgatojaként is szdmos nagy
formatumu tanarom volt, akiktdl nemcsak a szakmat, hanem oktatoi stilust és kutatoi szemléletet
sajatithattam el. Kiemelném Prof. Banyai Istvan témavezetdmet, akitdl az elsé kutatasi feladatot
kaptam és raébresztett az 6nallo kutatas szépségére. Nagyon halas vagyok Dr. Kovacsné Dr.
Hadady Katalinnakf, aki a BIOGAL Gyoégyszergyarban fonokomként és mentoromként a
gyogyszeranalitika minden teriiletével, koztiik a kromatografidval megismertetett, és az egyetemre
valo visszatérésemet is eldsegitette. Halaval gondolok Dr. Liptdk Andrast professzorra, aki 1994-
ben a Biokémiai Tanszékre hivott és bevezetett a szénhidratok bonyolult vilagaba. Szivesen
emlékszem a tanszéken toltott évekre, akkori kollegaimra az inspiralo, j6 munkahelyi 1€gkor és az
oktatova, kutatdova valashoz kapott tdimogatas miatt. Rendkiviil sokat készonhetek Dr. Kandra Lili
PhD témavezetomnek, munkatarsamnak, aki az enzimekkel valdé munka szépségeivel és
nehézségeivel ismertetett meg. Koszondm a csaknem harminc év k6z6s munka egyiitt to1tott orait
a laborban, a tamogatast, a szakmai ¢és személyes beszélgetéseket és azt, hogy baratomnak
tekinthetem. Szeretném megkoszonni Prof. Dr. Fabian Istvannak, hogy a Biokémiai Tanszék
megsziinése utan a Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékre hivott, ahol ismét jo kollektivaba
keriiltem és folytathattam addigi sajat kutatasaimat. Koszonom Prof. Dr. Gaspar Attilanak, hogy
megosztotta velem laborjat és bekapcsolodhattam az altala vezetett Bioanalitika kutatocsoport
munkajaba, valamint hogy kés6bb tanszékvezetoként is tdmogatta elérehaladdsomat. Szerencsém
volt olyan kival6 hallgatokkal egyiitt dolgozni, mint Fazekas Erika, Lehoczki Gabor, Nagy-Szabo
Karmen ¢és Hamori Csaba, akiknek lelkiismeretes és szorgalmas munkéja nagyban hozzajarult a
dolgozatban o0szefoglalt eredményekhez. Koszondm valamennyi kollégam, munkatdrsam,
szerzOtarsam kozremiikodését az eredmények €s kozlemények létrehozasaban.

Ko6szondm az anyagi tamogatast a szdmos OTKA palydzatnak, melyben vezetdként, vagy
kozremiikddéként részt vehettem, valamint a TAMOP 4.2.1./B-09/1/KONV-2010-0007, 4.2.2/B-
10/1-2010-0024 és GINOP-2.3.2-15-2016-00008 palyazatoknak.

Halasan kdszonom csaladom, férjem és gyermekeim megértését és tamogato szeretetét.
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