Zarojelentés
“A természet szénhidratkémikusai: enzimatikus glikozilezések”

cimi OTKA palyazatrol

A szénhidrat- és zsiranyagcsere-zavar, valamint a magas vérnyomas betegseg tlinetegyuttes
metabolikus szindroma néven ismert. A metabolikus szindroma mint korkép az elmult két
évtizedben az elhizds jarvanyszeri megjelenésével Kkerllt egyre inkdbb a figyelem
kdzpontjaba.

A szénhidratanyagcsere rendellenességei, mint pl. a cukorbetegség, elhizds, vagy a
fogszuvasodas- igen széleskoriien elterjedt betegségekké valtak napjainkra és a népesség
egyre nagyobb szazalékat érintik. Igy feltétleniil indokolt olyan (j hatbanyagok vagy
gyoégymoddok bevezetése, melyek hatassal vannak a szénhidratfelvétel fizioldgiai
szabalyozésara, a vercukor szintre és a kulonféle szajbetegségek megelozesére. A
szajbetegségek, koztik a fogszuvasodas, a periodontitis és a fog elvesztése jelentésen
befolyasolja egy személy altalanos egészségi allapotat. A fogszuvasodas egy tobb tényezés
fert6z6 betegség, melynek kialakulasaban a taplalkozas, a diéta és a mikrobialis fertézések
fontos szerepet jatszanak.

A humén amildzok, mind a nyal (HSA), mind a pankreasz eredetii (HPA) széleskoriien
tanulmanyozott enzimek Klinikai kémiai szempontbdl, mivel fontos jellemzék a pankreédsz és
nyalmirigy eredetii betegségek diagnosztizalasaban. Olyan gyogyszerek tervezésének
célpontjai, melyek a cukorbetegség, elhizds es a fogszuvasodas megel6zésére vagy
gyégyitasara iranyulnak.

A nyél amilaz enzime sokféle funkciodt Iat el a szajlregben. Részt vesz a keményit6é kezdeti
hidrolizisében, valamint bizonyitott, hogy hozzakétédik a fogzoménchoz, vagy a
hidroxiapatithoz és igy el6segiti a fogplakkok kialakulasat. Tovabba, nagy affinitassal kotédik
a szajluregben talalhaté baktériumokhoz, melyek a keményité lebontasabol felszabaduld
glikozt tejsavva alakitjak. Az 0sszegyilt tejsav a fogzomanc feloldésédhoz vezethet, ami egy
kritikus lepés a fogszuvasodas kifejlédésében. Joggal meril fel az igeny olyan inhibitorok
(&tmeneti allapot analdégok és szubsztrat analdg szarmazekok) tervezésére, melyek
megelézhetik a kellemetlen szajbetegségeket. Uj inhibitor molekulak kifejlesztése, melyek
nagy affinitassal és specifikusan kotédnek az enzim aktiv centrumaban, és az inhibitor- enzim
kotédés tanulmanyozasa nem konnyii feladat a biokémikus/kémikus szamara. A tiz éve

megkezdett kutatasainkat ezen celkittizések motivaltak.



Az OTKA Aéltal tamogatott munkaterv tobb kutatocsoport kdzos érdeklodésébol fakadd
multidiszciplinaris palyazatta alakult. A részt vevé csoportok egymast Kkiegészitd
tapasztalataik és képességeik egyesitésével, a szlikséges berendezésekkel és a ,,know-how”
lehetéségekkel egyiitt jelenleg is gylimdolcstzo egyiittmiikddést alakitottak Ki.

Herczegh Pal és munkatarsai (Debreceni Egyetem Gyogyszerészi Kémia Tanszék) egy 2,3-
telitetlen hexapirandz ismétlédo egységbol felépilé Gj tipust poliszacharidot allitottak el6 a
3,6-di-O-acetil-D-glikal polikondenzécidjaval. A dezacetilezett poliszacharid a human nyal
amilaz inhibitora, az inhibicios allandok mM-os nagysagrendiek (Carbohydr. Polymers,
2005).

Bar a glikalok a szubsztrat atmeneti allapotat mimikaljak, gyenge affinitasuk feltehetéen az
OH csoportok hianyaval magyarazhaté. A kis méretii D-glikal nem inhibitora a nyal
amilaznak, de gatolja az Aspergillus oryzae eredetii a-amilazt (ICs,=43.5mM). A D-gliikal az
a-glikozidazok hatékonyabb inhibitora. A soréleszté (Brewers yeast Type VI. SIGMA) a-

glikozidaza altal katalizalt PNP a-D-glukopiranozid hidrolizisre szamolt 1C5,=1.82mM.

Somsak Laszlo és csoportja (Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszek) széleskorii
kutatasokat folytat a glikogén foszforilaz (j glikozanaldg inhibitorainak tervezésére és
szintézisére. A maj glikogén foszforilaz a glikogén metabolizmus kulcs enzime és kdzvetleniil
felel6s a vércukor szint szabalyozéasaért. Ezen megkdzelitést szamos akadémiai csoport és
gybgyszergyar vizsgalja, mint egy elképzelheté () lehet6séget a diabetes terapiaban. A
szintetizalt vegyuletek kozott a glikopiranozilidén-spiro-tio-hidantoin (GTH) igen kedvezé
hipoglikémias hatasa keltette fel érdeklédésiinket, hogy tanulmanyozzuk a GTH amilazra
kifejtett hatasat is. Méréseink szerint (Biochem. Biophys. Res. Commun., 2003) a GTH
kdzepesen jO inhibitora a human nyal amildznak. Az inhibiciés éallandok mM-os
nagysagrendiek: Kg=7.3mM , Kg5=2.8 mM. A GTH szemben az akarb6zzal nem
metabolizalddik, ezaltal csokkenti az akarboz kellemetlen mellékhatésait, és igy a cukor
metabolizmus rendellenességeinek kezelésére, valamint a fogszuvasodas megel6zésére
alkalmas gydgyszerré fejleszthetd igéretes vegyilet. A glikogén foszforilaz — géatlasara
tervezett vegylletek kozul a diglikozil-biuret, a diglikozil-urea, valamint az N-N’-diglikozil
oxalsav amid tipustak a GTH-hoz hasonldan jo inhibitorai a human nyal amilaznak is.

A vizsgalt molekuldk kis méretiik miatt tobbféle produktiv komplexet hozhatnak létre az
enzim aktiv centrumaban, ami magyarazhatja a gyengébb inhibitor hatasukat. Ugy gondoltuk,

hogy a hosszabb, tobb alhelyet elfoglalé molekulak hatasosabb enzimgatlok lesznek.



Feltételezésiinket a GTH enzimatikus transzglikozilezésével bizonyitottuk (Carbohydr. Res.,
2005).
Kwan Hwa Park és munkatarsai (Seoul National University, Korea) egy termostabil maltogén
amilazt koédolo gént klonoztak és expresszaltak a B. stearothermophilus-bol. Az enzim
(BSMA) hidrolizalja a keményitét, a ciklodextrineket, a pullulant valamint az akarbdzt is.
A BSMA gy kotodik az akarb6zhoz, hogy a maltoz kozotti glikozidos kotést hasitja, ami egy
pszeudotriszacharidot (PTS) eredményez. Ezt kbvetéen a BSMA képes transzferalni a PTS-t
alkalmas akceptor molekuldkra o-(1-6), o-(1-3) vagy a-(1-4) glikozidos kotések
letrehozasaval. A maltézt képzé amilazok akceptor specifitasa igen széles skalaju, mivel
nemcsak mono- és diszacharidokra transzferalnak, hanem tobbféle, szerkezetileg kiilénb6z6
vegyuletekre is; mint pl. cukoralkoholokra, flavonoidokra és az aszkorbinsavra. A
transzglikozilezés szamos bioldgiai és ipari szempontbol fontos vegyllet modositasara ad
lehetéséget, melyek eredmenyekent azok tulajdonsagai (oldékonysag, iz, bioldgiai aktivitas)
elénydsen megvaltoztathatok.

Ezen ismeretek adték az Otletet, hogy kisérletet tegylink egy Uj amilaz inhibitor el6allitaséra
a BSMA katalizalta glikozilezéssel. Az enzim K. H. Park professzor laboratériumabol (Dél-

Korea) szarmazott.

Akarviozinil-izomaltozil-spiro-tiohidantoin  (PTS-GTH) szintézise (Carbohydr.
Res.,2005)

Az enzimes glikozilezés akarbdz donor és gliiko-spiro-tiohidantoin (GTH), mint akceptor
jelenlétében tortént. Az akarb6zt Glucobay tablettdbol (Bayer) extrahdltuk, a GTH-t kémiai
szintézissel allitottuk elé.

A reakciét TLC, HPLC és MALDI-TOF analizissel kovettik. A TLC igazolta, hogy a
BSMA hidrolizalja az akarbdzt és glikdz valamint akarviozin-glikoz keletkezik. A GTH
akceptor jelenlétében 2 UV-ben detektalhat6 transzfertermék tint fel, koziliuk az egyik kisebb
mennyisegben. Az Ujonnan képzoédott akceptortermékeket HPLC-vel detektaltuk. A két
termék képzodeset 10 Ora utan észleltiik, majd 48 ora elteltével mennyiségiik szignifikansan
novekedett. A reakcidelegy MALDI-TOF analizise azonban csak egy olyan csucsot
eredményezett, melynek m/z értéke nagyobb volt, mint az akarb6zé, s ez izomer termékek
keletkezésére utalt. Azonositottuk a spektrumban az akarbdz, az akarviozin-gliikéz és az

ujonnan képzédott akceptortermék [M+Na'] ionizalt csticsait, 669, 506 és 752 m/z értékkel.



A HPLC analizis f6 termékét izolaltuk és félpreparativ HPLC-vel tisztitottuk, majd
szerkezetét NMR-rel igazoltuk. Az, hogy az Gjonnan képz6dott termék a PTS és GTH kozotti
transzglikozilezés eredmeénye, a szdmitott (752.22) és mért (752.27) molekulatomegek kozotti
igen jO egyezés bizonyitotta. A proton és szén NMR spektrumok teljes jelhozzarendelését a
COSY, TOCSY, ROESY, HSQC és HMBC mddszerekkel végeztik el és ennek alapjan
igazoltuk a f6 akceptortermék szerkezetét. A HMBC spektrum valamennyi interglikozidos és
koztiik az ujonnan képzoédott C1—O-Dg kotést egyértelmiien igazolja. A glikozilezés helyét,
azaz az 1-6 interglikozidos kotést (67,5 ppm) a D6 szén kémiai eltolddasa is megerésiti. A
gyurik kapcsolodasat, vagyis az interglikozidos kotésben részt vevo hidrogének téren at hatd

kolcsonhatasat a ROESY spektrum alapjan is igazoltuk.

Az a-amilazokhoz hasonléan az anomer konfiguraciot megtarté enzimek mechanizmusa
egy kétlépéses reakcio. Elsé Iépesben a glikozil-enzim intermedier képzoédik, majd ezt koveti
a viz vagy az akceptor molekula tamadasa, ami a hidrolizis termékeket (PTS + Gliik6z) vagy
a transzglikozilezés termékeit eredményezi. A GTH akceptor jelenlétében a PTS a C6-OH-ra
tevodik at, ami az akarviozinil-izomaltozil-spiro-tiohidantoin képzédéséhez vezet. A masik,

minor komponens feltehetéen o (1-4) kotési, de az 1-3 kotés képzédese sincs Kizarva.

Narayanan Ramasubbu eés munkatarsai (University of Medicine and Dentistry ,New Jersey,
USA) a humén nyal amildz és mutansaik szerkezeti és kinetikai tulajdonsagat vizsgaljak
krisztallogréafias és enzimkinetikai modszerekkel. lgazoltdk, hogy az aktiv hely konzervalt
aminosavai szerepet jatszanak az atmeneti allapot stabilizalasaban, valamint tisztaztak a
hidrolizis mechanizmusat is. A kemeényité szubsztrat megkotédese az amilaz fellletén
talalhaté aktiv helyen torténik. A rontgenkrisztallogréafias vizsgélatokat az altalunk
kifejlesztett alhely térképezés (subsite mapping) eredményei egyértelmiien megerositettéek. A
nyal amilaz (HSA) aktiv centrumaban 4 glikon és 3 aglikon kotéhelyet azonositottunk,
amely alapja lett az inhibitorok tervezésének. A fehérje szerkezetvizsgalata felfedte az aromas
aminosavak jelentéségét a szubsztrat kotédésben és hidrolizisben. Az alhely térképezés az
egyes kotohelyek specifitasarol es kotési energidirdl nydjtott informéciot. A (-3), (-2) és (+2)
alhelyek nagy energia értékei igazoltak ezen koétohelyek fontossagat a szubsztrat kétédésben.
(FEBS Letters, 2003 és Theochem.,2003).



A human nyal amilaz aktiv centrumat harom aromas aminosav Trp58, Trp59 es Tyrl51 veszi
kordl, melyek kolcsonhatést létesitenek egymassal (stacking or ring to ring interaction) és a
kotott glikoz molekulaval. Bizonyitottuk, hogy a Tyrl51 a (+2) aglikon kétéhelyen talalhato
és befolyasolja a tavozo csoport méretét. Azert, hogy megvizsgaljuk a (+2) kétohely szerepét
a szubsztratok terminalis egységenek felismerésében, egy olyan mutanst hoztunk létre, ahol a
tirozint a 151 pozicidban metioninra cseréltik ki.

A mutacio lényegesen lecsokkentette a HSA specifikus aktivitasat, valamint a szubsztrat
bekotédés erésséget, ami az aromas gyartak kozotti kdlcsonhatasok csokkenésevel vagy
hianyaval magyarazhaté a (+2) alhelyen. A vad tipusu és az Y151M mutans amilaz altal
katalizalt hidrolizisek termékanalizise azt mutatta, hogy a mutans enzimben a malt6z, mint
minimalis tavozd csoport glukozra cserélédott. A monomer glikozid CNP-GL1 lett a hidrolizis
dominans terméke a rovid szubsztratok (DP 3-5) eseteében, de szignifikansan megjelent a
hosszabb (DP 6-10) oligomerek hidrolizisekor is, azonban nem keletkezett a vad tipusu
amilaz katalizalta reakcidban. Ez a metionin jelenlétével magyaradzhatd, mivel nem mutat
kedvezményezett affinitdst a glikozhoz a (+2) kdtohelyen. A mutécio lecsokkentette a
kotéhelyek glukoz iranti affinitasat, de a legfeltindbb csdkkenés a szamitott kotési
energidkban a (+2) alhelyen (-2,6 kJ/mol a -12,0 kJ/mol helyett), a mutacio helyén tortént.
Ez a szignifikans redukcié a Met oldallanc jelenlétével magyarazhat6, amely feltehetéen egy
olyan konformaciot vesz fel, ami részben elfoglalja a glikoz kétédési helyét. Végul, a Tyr
Met-ra torténd cseréje jelentésen megndvelte a mutans enzim transzferaz aktivitasat, és igy
lehetéve tette az enzimatikus transzglikozilezésekhez torténo felhasznalasat.

Az Y151M muténs enzimet elséként alkalmaztuk sikerrel transzglikozilezésekhez .

A szubsztratk6té arok nem-redukalé végén két aromas aminosav, a Trp58 és a Trp59
talalhatd, melyek a katalitikus (B/a)s hordd B2-a2 hurok részei. A két aromas oldallanc
kiilénbdz6 mértékii kapcsolatot alakit ki a kotott akarbozzal. A Trp59 stacking kdlcsdnhatast
létesit a 4-amino-4,6-didezoxi-glikoz molekulaval a (-3) kdtohelyen és a glik6z molekulaval
a (-2) kotohelyen, tovabba a glikozhoz hidrogén kotéssel is kapcsolodik. Ezzel ellentétben a
Trp58 nem létesit stacking kolcsonhatasokat az emlitett kotohelyeken. A Trp58 ugy
helyezkedik el a Trp59 mellett, hogy szamos aminosavval alakit ki kapcsolatot mind kotetlen,
mind komplex szerkezetekben a HSA-ban és mas emlds amilazban is. Igy pl. hidroféb
kapcsolatokat létesit a Trp59, His299 és His305 aminosavakkal és hidrogén kotést az Asp356-
tal, melyek dominansak a Trp58 kornyezetében. Mivel a Trp58 a (-2) alhely kozelében
helyezkedik el, s ezen alhelynek a legnagyobb a kotéaffinitdsa a glikon kotohelyek kozatt,



tanulmanyoztuk a HSA aktivitasaban bet6ltott szerepet. Trp58Ala, Trp58Leu és Trp58Tyr
muténsokat allitottunk el6 és Kinetikai tulajdonsagaikat 0sszevetettilk a vad tipusd enzimével.
Az Ala és Leu helyettesitésekkel a Trp nagy hely igényének csokkentését céloztuk meg, mig a
Tyr csere az aromas karakter egy részének megtartasara iranyult. A mutans enzimek
kemeényité szubsztraton meért specifikus aktivitasaik 150-180-szorosara csokkentek a vad
tipusi amilazhoz képest. A ke ertékek jelentds csokkenését tapasztaltuk a rovidebb
oligoszacharidok esetében is. A kea/Kn, érték jollehet alacsonyabb a W58Y mutéansnal a vad
tipushoz kepest, de tizszer nagyobb a W58L vagy a W58A-ra kapott értékeknel, ami arra utal,
hogy egy aroméas aminosavra sziikség van ebben a poziciéban. A triptofan-leucin csere
lecsOkkentette az 0Osszes alhely energia értékét, azonban a legjelentésebb csokkenés a
szamitott kotési energiakban a (-3) alhelyen jelentkezett, ahol a mutéacié tortént. Erdekes,
hogy az egyes alhelyek energia csokkenése nagyobb mertékic mint az Y151M mutans
esetében, ami arra utal, hogy a W58 aminosavnak tobb alhelyre kiterjed6 koordinalé szerepe
lehet. Eredményeink azt a hipotézist tamogatjak, hogy az aktiv centrum aromas aminosavai
egy olyan vazat alakitanak ki, mely lehetové teszi a szubsztrat befogadasat, majd tovabbi
stabilizalé kolcsonhatasok létrejottét. Ezen megallapitdsaink novumnak szamitanak az
irodalomban, melyeket a mutansok alhely térképeivel egyitt elséként publikaltunk.(Eur. J.
Biochem.,2004). A triptofan leucinra torténé cseréje megnovelte a HSA transzferdz
aktivitasat. Mar alacsony szubsztrat koncentracioknal is a hidrolizis mellett transzglikozilezés

is végbemegy.

Transzferaz aktivitds ,,bevezetése” mutaciéval a HSA-ba [Organic Letters, 2003 és

Biologia Bratislava, 2005]

A nyél amildz Y151M muténsanak alapos elemzése sorén arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy az aglikon kotéhelyen létrehozott szerkezeti valtozas novelheti a nyal amilaz szintetikus
aktivitasat, és a PNP-glikozidok jobb akceptorai lesznek az Y151M enzimnek, mint a vad
tipusu amildznak. A PNP, mint aglikon hasznalata azért is igen elényds, mivel a
reakcidtermékek azonositasat és mennyiségi meghatarozasat érzékennyé és egyszeriivé teszi.

Vizsgélataink arra irdnyultak, hogy tanulményozzuk ezen (j mutans enzim

alkalmazhatdsagat oligoszacharidok szintézisére.



Maltotetradz mint donor jelenlétében szamos PNP-glikozidot, mint akceptort prébaltunk ki
transzglikozilezésre, koztik néhanyat emlitve; PNP a-Glc, PNP B-Glc, PNP 1-S- B-Glc, PNP
a-Man, PNP a-Xyl; melyek akceptortermekei j6 hozammal képzédtek. A transzglikozilezés a
donor oligoszacharid egységeinek (maltéz vagy maltotrioz) atvitelével tortént az akceptor
glikozidra. Kisérleti korilményeink kdzott a donor donorra torténd transzfere (self transfer)
nem fordult el6 és a transzglikozilezés aktivitasanak pH optimuma nem kilénbdzott az
Y151M Altal katalizalt reakcio pH optimumatol.

Megallapitottuk, hogy a glikozidok és a xilozid igen hatadsos akceptorok a kitermelést
illetéen. Ha figyelembe vessziik, hogy az Y151M enzim az akceptorok alacsony
koncentracidinal (15 mM) maér transzglikozilez, tovabbé, hogy a glikozilezés mellett a donor
és az akceptortermékek viz jelenlétében veégbemend hidrolizise is allanddan jelen van, a
kapott kitermelések igen jo eredménynek szamitanak. Ez arra utal, hogy a hasznalt akceptorok
viszonylag erésen koétédnek az enzim aglikon kétohelyehez. A metionin jelenléte elénydsnek
tiinik a nem polaris fenil csoport szamara a (+2) kotéhelyen.

Azt tapasztaltuk, hogy az a-glukozid akceptortermékek jobb kitermeléssel képzodtek
(48.6%) mint a megfelel6 B-glikozid termékek (40%). Az Y151M enzim hatékonyabban viszi
at a donor oligoszacharid egységet az a-glukozid akceptor 4-OH-jara, mint a megfelel6 B-
glikozid 4-OH-jara. Ez feltételezi, hogy a hidrofob PNP-csoport orientacioja az akceptorban
befolyasolja a transzglikozilezés hatékonysagat. A B-tio-glikozid hasonld kitermelést adott,
mint a megfelelé O-glikozid. Igy a glikozidos oxigén kénre torténd cseréje lényegesen nem
valtoztatja meg a kihozatalt. A B-xilozid is jo akceptornak bizonyult (27,8%), bar nem volt
olyan hatékony, mint a p-glikozid. Ez feltehetéen a 6-OH hianydnak tulajdonithatd, ami
fontos a bekotédéshez. A B-mannozid akceptortermékek kisebb mértékii képzodése (5%)
feltehetéen a mannopirandz axialis OH-janak tulajdonithatd, és ez azt jelzi, hogy a
mannopiranéz kedvezétlen kolcsonhatast létesit a (+1) kotéhelyen. A PNP-N-acetil-
glikdzaminid, mint akceptor jelenlétében glikozilezett termék nem képzédik. Ez is meger6siti
az ekvatorialis 2-OH jelenlétének fontossagéat a (+1) kotéhelyen.

Ezen eredmények ramutatnak az Y151M mutans enzimmel katalizalt vizes fazisban térténé
szintézisek valtozatossagara és sokoldalisagara.

Oligoszacharidok preparativ mertékii szintézisére a PNP 1-S-B-Glc-t véalasztottuk
akceptorként, mivel ellenall az Y151M Kkatalizalta hidrolizisnek, valamint jo aktivator az
anomer pozicidban az egymast koveté glikozilezési reakciokban. A tio-glikozidok hatasos
glikozilez6 é&gensek specifikus tiofil reagensekkel torténé keémiai szintézisekhez. Részletes

enzimologiai vizsgalatok rdmutattak arra, hogy az id6é és a homérséklet a legfontosabb



tényezo6 a szintézis iranyitasara. A termékeket preparativ HPLC-vel forditott fazisi oszlopon
vélasztottuk szét. A termékek szerkezeti analizisét MALDI-TOF MS adatokkal és *C illetve
'H NMR spektroszképiaval valésitottuk meg. A MALDI-TOF MS spektrum igen j6 egyezést
adott a meért és a szamitott molekula tdmegekkel.

Az interglikozidos kotés tipusat valamint az anomer konfiguraciét egy- és kétdimenziés *H
és 13C NMR spektroszkdpiaval hataroztuk meg: Az 1D 'H NMR spektrumban két dublett
jelenik meg; az egyik 3.5 Hz, a mésik 10.3 Hz J;, csatolasi allanddval. A 10.3 Hz érték a p-
glikozidos kotésre utal, mig a 3.5 Hz az Gjonnan képz6dott a konfiguréaciot igazolja. Ezek az
adatok megerésitik, hogy az Y151M mutans enzim megtartotta a-sztereoszelektivitasat, és
nem véltoztatta meg az akceptor tio-glikozid anomer konfigurécijat. Ezt az eredményt a **C
NMR spektrumban a C-1 és a C-1’ szén atomok kémiai eltoldédas értékei is alatdmasztjak,
melyek 85.14 illetve 99.2 ppm értéknek adodtak.

Az interglikozidos kotés tipusara vonatkozdan, a C-6 eés a C-6" szénatomok kémiai
eltol6dasa alapjan megallapithatd, hogy a glikozilezésben a C-6 és a C-6’ nem vesz részt. A
C-4 kémiai eltolodasa (78.18 ppm) a legnagyobb a vaz szenek kozott, kivéve a két anomer
szén kémiai eltoldédasanak ertékét. Ez megerésiti az a(1-4) interglikozidos kotések jelenlétét,
és arra utal, hogy az Y151M meg6rzi nemcsak sztereo-, de regiospecifitasat is a glikozilezési
reakcidkban. Az izolalt diszacharid ugy irhaté le, mint a-D-Glp (1—4)--D-Glp-(1-S-PNP).

Osszegezve: mutacioval sikeriilt bevezetni transzferaz aktivitast a vad tipust amilazba , ami
lehetéve tette enzimatikus transzglikozilezésekhez torténé felhasznalasat. Az Y151M mutans
enzim képes a donor maltotetradz nem redukald végi szegmensének, a maltéznak vagy
maltotriéznak alkalmas akceptorra torténé atvitelére, ami a trimer és tetramer glikozidok
képzodéséhez vezetett. A tetramer glikozid enzimatikus hidrolizise eredményezi a dimer mint
masodlagos transzfertermék képzodését. A Kkisérleti korilmények optimalizalasaval igen
kényelmes és elegans szintézis startégiat sikerult kidolgozni a révidebb (DP 2-4) kromoforral
szubsztitudlt homoldég maltooligomerek eldallitasara, melyek huméan amilazok szubsztratjai
vagy inhibitorai lehetnek. Az Y151M mutans enzimet elséként alkalmaztuk sikerrel
transzglikozilezésekhez. A 4-nitrofenil 1-tio-B-maltooligoszacharidok (DP 2-4) NMR
analizise igazolta, hogy az Y151M megtartotta regio-és sztereoszelektivitasat. A glikozilezés
a glikozil akceptor 4-es OH-jan tortént és Kkizarolagosan o(1-4) glikozidos kotéseket
eredmeényezett.

Eredményeink igazoljak, hogy mutans enzimek hasznélataval ndvelhet6 a

transzglikozilezés/hidrolizis aranya, igy a glikozilezés hozama. Ezen tapasztalatok



batoritottak arra, hogy olyan Gjabb HSA mutansok transzferaz aktivitasat vizsgaljuk, melyek

reményt keltéek lehetnek oligoszacharidok szintézisere.

N. Ramasubbu laboratériumaban (UMD New Jersey, USA) egy Uj, exo-enzimet izolaltak,
amely a biofilmet felépité N-acetil-glik6zamin (GIcNAc) egységekbdl allo poliszacharid
lebontasaert felelés, és a szajban el6fordulé patogen mikroorganizmus az Actinobacillus
actinomicetemcomitans termeli. Az enzim fontos szerepet tolt be a mikroorganizmus
biofilmbél vald kiszabadulasdban (diszperzidjaban), ezért a diszperzinB nevet kapta. Az
enzim vizsgalatdhoz szubsztrat sorozatokat terveztiink, melyeket a Debreceni Egyetem-MTA
Szénhidratkémiai Kutatdcsoportjdban Liptak Andras munkatarsai szintetizaltak. A DP 2,4,6
tagszdmu, B(1-6) glikozidos kotésekkel dsszekapcsolodd GIcNAcC egységeket tartalmazo, a
redukalo végen 4-metoxi-fenil (PMP) kromofor csoportottal jelzett oligoszacharidok
hidrolizis termékeinek HPLC analizise azt mutatja, hogy az enzim a szubsztrat nem redukald
vegeérsl monomer egyséeget hasit.

Megallapitottuk, hogy diszperzinB enzim egy P(1-6) kotésekre specifikus exo
hatdsmechanizmusi hexdzaminidaz. Az aktiv hely feltérképezéséhez mutans fehérjék és egy
DP 2-5 tagszamu, tiofenil aglikont tartalmazo szubsztrat sorozat all rendelkezésiinkre. Eddigi
eredményeinket két szénhidratkémiai konferencian mutattuk be (Matrafured 2007, 2008) és

egy kdzleményben foglaltuk dssze (Acta Biologica Hungarica, 2008).

Birte Svensson és kutatocsoportja (BioCentrum-DTU, Dania) az ipari szempontbol fontos
arpa amilazokat tanulmanyozza. A hosszi szubsztratkoté arokkal rendelkezé izoenzimek
(AMY1 és AMY2 ) aktiv centruméanak feltérképezéseét a DP 3-12 tagszdmu szubsztrat
sorozatunk tette lehetévé. Elsoként kdzoltuk az izoenzimek alhely térképeit (FEBS Letters,
2006). Bar mindkeét izoenzim aktiv centruma a ,,7+2+1” alhely modellel irhaté le, azonban az
egyes alhelyek energiaértékében szignifikas kilonbségek adodtak. Az alhely térképek a kiils6
és belsé gathelyek jelenlétét is felfedték. A rendelkezésiinkre allé aktiv hely mutansok
vizsgéalataval igazoltuk, hogy a (-6) alhely kdzelében elhelyezked6 Tyrl105 aromas gyirije
kulcsfontossagu a szubsztrat kotésében. Az arpa amilazokban a szubsztrat kotédése nemcsak
a katalizisben részt vevo aktiv helyen, hanem un. masodlagos kotéhelyeken is végbemehet.
Jelenleg az aktiv hely és a méasodlagos kdtohelyek mutans fehérjéit vizsgaljuk a kétohelyek
ill. a mddositott aminosavak szerepének tisztazésa céljabol.



Az AMY1 és izoenzimeinek figyelemremélto tulajdonsaga, hogy a hidrolitikus aktivitas
mellett transzferdz aktivitassal is rendelkeznek, vagyis a hidrolizis termékek mellett a
szubsztratnal hosszabb transzfertermékek is képzédnek. Mig a hidrolizis/transzfer arany a vad
tipusu enzimben 8%, ez az arany 10 és 18 %-ra n6 az Y105A ill. T212Y egyszeres
mutansokban, és tovabb né az Y105A/T212Y, valamint a V47K/S48G és a V47G/S48D
kettés mutdnsokban 20, 32 ill. 43%-ig. A mutans enzimek transzferdz aktivitasat enzimatikus
glikozilezésekhez hasznéljuk.

Arpa amilazok, a ,,természet szénhidratkémikusai”

Az arpa amilazok transzferaz aktivitasanak felismerése igen orvendetes, mert lehetéve teszi
biotechnoldgiai alkalmazasukat kuldnfele szintézisekhez.

Jelenlegi kutatasaink a mutans enzimek akceptor és donor specifitadsainak tanulmanyozésara
irdnyulnak. Maltopenta6z mint donor és PNP a- és B-Glc mint akceptor jelenlétében
maltooligoszacharid glikozidok sorozatat &llitottuk elé preparativ. méretben. J6 hozamu
transzglikozilezésre azonban a PNP B-GIcNAc, B-Xyl, a—Man és a szalicin is alkalmasnak
bizonyult, ami lehet6séget ad heterooligoszacharidok enzimatikus szintézisére. Az izolalt

vegyuletek szerkezetvizsgalata folyamatban van.

Nyal amilaz inhibitorok tanulményozésa (BBRC 2004,2005, CR 2006, BBA 2008)

A palyazati periédusban szamos kilénb6z6 szerkezetii szénhidrat, feherje és polifenol tipusu,
koztuk termeszetes eredetii, szintetikus es félszintetikus Uton eléallitott vegydilet inhibitor
sajatsagait vizsgaltuk. A természetes eredetii tanninok, valamint a kemoenzimatikus
szintézissel nyert PTS-GTH szerkezetét MALDI-TOF MS, MALDI-TOF PSD MS, ESI MS,
proton és szén NMR modszerekkel hataroztuk meg. Megallapitottuk, hogy a kocsanyos tolgy
eredetii tanninban a kdzponti kinasavhoz galluszsav dimer es trimer egységek kapcsolddnak,
mig az allepo6i tolgy eredetti tanninban a gliikdzt monomer galluszsavak észteresitik, ami az
aleppdi tanninnak egy kompaktabb struktdrat ad igen kedvezé enzim-inhibitor
kolcsonhatassal. A kell6 szami OH csoport jelenléte lehetévé teszi a hidrogén hidak
kialakulasat az enzimmel, mig a galluszsav csoportok stacking kélcsonhatast létesitenek a
HSA aromas aminosavaival, melynek erdményeként az alepp6i tannin Kitiiné inhibitora a

human nyal amilaznak, az akarb6z és a PTS-GTH-hoz hasonlé inhibicids allandéval.



A fehérje-inhibitor kolcsonhatas létrejottét a pentagalloil-glikozzal (PGG), mint modell
vegyllettel STD NMR és SPR modszerekkel igazoltuk. A PGG hozzékotédik a fehérje
hidrofob régidihoz, feltehetéen az aktiv centrumot felépit6 aromas aminosavak (Tyrl51,
Trp58, Trp59, Tyr62) a galluszsavak aromas gytraivel stacking kdlcsénhatasokat létesitenek.
A mutaciot kovetéen az aromas aminosavak kdrnyezetében dominalé hidroféb
kolcsonhatdsok és hidrogén hid kotések megsziinnek, igy a PGG gatlo hatasa minimalisra
csokken a Tyrl51Met és Trp58Leu mutansokban a vad tipusi enzimhez képest.
Eredményeink egyertelmiien igazoljak, hogy a gatlasi mechanizmus egyrészt az aktiv centrum
kozvetlen blokkolasan keresztil torténik a (+2) és (-2) alhelyeknél, valamint a hidrofob
kdlcstnhatasok és a hidrogénkotés halozat kialakitasa igen fontos tényezé az inhibitor hatas
Iétrejottéért.

Eredményeink feltehetéen megadjak az esélyt a leheté legjobb amildz inhibitor vegyulet
kifejlesztésére, ami aldasos kovetkezményekkel jarhat a diabetes, obesitas és fogszuvasodas

megel6zésére és gyogyitasara.



