22 Magyar Kémiai Folyéirat - Eléaddsok

Glikoenzimek az élo szervezetben és a lombikban
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“ Debreceni Egyetem, Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék, 4032 Debrecen, Egyetem tér 1, Magyarorszdag

1. Bevezetés

A szénhidratok mono-, oligo- és poliszacharidok formdjaban
minden ¢él6 szervezetben eléfordulnak ¢és valtozatos
biologiai funkciokat toltenek be. A régdta ismert vaz- €s
tartalék tapanyag poliszacharidok mellett egyre nagyobb
figyelmet kapnak a kiilonbozd sejtfelszini oligoszacharidok
(glikoproteinek, glikolipidek), amelyek olyan fontos
biologiai folyamatokban vesznek részt, mint a jelatvitel,
sejtadhézio, megtermékenyités és az immunvalasz. Biologiai
axioma, hogy az ¢l6 szervezetben lejatsz6dd kémiai
folyamatokat enzimek katalizaljak, igy a szénhidratok
szintézise, atalakitasa és lebontasa szamos szénhidraton hato
enzim (glikoenzim) jelenlétét igényli a sejtekben. E16szor az
emberi szervezet, majd egy novény €s egy mikroorganizmus
néhany fontosabb glikoenzimének szerepérdl, ezutan
(a lombik fogalmat kicsit tdgabban értelmezve) az ipari
enzimfelhasznalasrol, és végiil sajat in vitro vizsgalatainkrol
adok rovid dsszefoglalot.

2. Glikoenzimek az €16 szervezetben
Az enzimek legaltaldnosabb csoportositdsa az altaluk
katalizalt reakciok tipusa alapjan torténik, az International

Union of Biochemistry and Molecular Biology Nevezéktani
Bizottsaga (NC-IUBMB) altal (1. tablazat).

1. Tablazat. Glikoenzimek eléfordulasa a kiilonb6z6 enzimosztalyokban

Enzimosztaly

1. Oxido-reduktazok

Glikoenzim példa

gliikoz-oxidaz, glikoz-6-foszfat
dehidrogenaz

2. Transzferazok glikoziltranszferazok, glikogén

foszforilaz, hexokinaz
3. Hidrolazok
4. Liazok

glikozidazok, amilaz, cellulaz
poliszacharid liazok

5. Izomerazok tridz-foszfat izomeraz, gliikoz

izomeraz

6. Ligazok rib6z-5-foszfat ammonia ligaz

Glikoenzimet valamennyi enzimosztalyban talalunk, egyes
osztalyokban kiilon csoportja van a glikoenzimeknek,
pl. a glikoziltranszferazok és a glikozidazok, mig a
ligazok osztalyaban egyetlen szénhidraton hatéo enzim
talalhatd a riboz-5-foszfat ammonia ligaz. A glikoenzimek
jelentéségének felismerése hivta életre a szénhidraton
hat6é enzimek adatbazisat, amiben az enzimeket szerkezeti
hasonlosagok alapjan csoportositjak.! A Carbohydrate-
Active enZYmes (CAZy) adatbazisban jelenleg kozel
400000 enzim talalhato, fele a legrégebbi glikozid hidrolaz
(GH) csaladban. Az adatbazis folyamatosan béviil, legujabb
enzimcsaladjai a poliszacharid-lidzok ¢és a szénhidrat-
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észterazok. A rendkiviil nagy valasztekbol valamennyi
szervezet esetében csak néhany, vagy a kutatasok, vagy az
ipari felhasznalas szempontjabol fontos enzimet emeltem ki.

A humin enzimek kozott kitlintetett figyelmet kapnak
a taplalék szénhidratok emésztéséért felelés enzimek.
Els6ként a nyalmirigyek altal termelt human nyal a-amilaz
(HSA) talalkozik a taplalékokban talalhatd emészthetd
poliszachariddal, a keményitdvel. A HSA tobbfunkcios
fehérjeként képes a fogak felszinéhez, és a szajban talalhatd
baktériumokhoz, példaul a streptococcusokhoz, kotddni.?
Ilyen mddon alkotorésze a plakknak, ami egy baktériumokat
védo biofilm. Az a-amilaz ilyen ko6tott formaban is aktiv,
hidrolizalja a keményit6t, és mivel a baktériumok a
hidrolizistermékeket hasznaljak szénforrasként, az enzim
részese a fogszuvasodds folyamatinak is. A keményitd
emésztésért foként a vékonybélben miikddd, hasnyalmirigy
altal termelt a-amilaz felelds. Ez az enzim szerkezetileg
nagyon hasonlé a nyal amilazhoz, szekvencia azonossaga
97 %.* Ennek koszonhetéen a konnyebben hozzaférhetd nyal
eredetll enzimet altalanosan hasznaljak a human a-amilazok
modelljeként.

A vékonybélben a keményitd hidrolizisén kiviil a
diszacharidok hidrolizise is megtorténik, amit kiilonbozo
diszacharidazok, mint a szaharaz, laktaz és maltaz
katalizalnak. A szénhidratok felszivodasa monoszacharidok
formajaban torténik, és a véraram szallitja ket a
szovetekhez. A gliikoz a sejtekben vagy energiatermelésre
forditodik a glikolizis folyamataban, vagy glikogén
formajaban tarolodik féleg a majsejtekben és az izmokban.
A glikogén szintézise és lebontasa ellentétesen szabalyozott
enzimekkel, a glikogén szintdz és a glikogén foszforilaz
(GP) katalizisével valosul meg. A glikogén foszforilaz dimer
enzim, inaktiv, foszforilalatlan GPb és aktiv, foszforilalt
GPa formaban fordul el6. Az enzim a szubsztratkoté helyen
kivil allosztérikus és koenzimkoto helyet is tartalmaz. Az
izom GP enzim feladata a gliikoz-1-foszfat felszabaditasa a
glikogén lanc nem redukalo végeirdl, glikolizissel torténd
energiatermeléshez. A maj GP enzim termelte gliikoz-1-
foszfat viszont izomerizacid, majd foszfatazzal torténd
hidrolizis utan a vér gliikkozszintjének biztositasat szolgalja.
A GP enzim mikodése igy Osszefiiggésbe hozhatdé a

e

A ndvényi glikoenzimek kozil, ipari jelentdségiik miatt,
a két f6 novényi szénhidrat a celluléz és a keményitd
lebontasaban szerepet jatsz6 enzimeket ismertetem. A
celluloz lebontasaban, a ndvényekben, és a cellulozt
taptalajként felhasznalé mikroorganizmusokban tSbb
hidrolaz enzim jatszik szerepet a cellulaz enzimrendszer
tagjaként. Ezek kozott talalunk a glikozidos kotést a
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celluloz lanc belsejében, foként a rendezetlen régioban
hasitd endo enzimeket, és a redukaldé vagy nem redukalo
végrél mono-, vagy diszacharidokat hasitdo exo enzimeket
is. A cellulaz enzimek fontos szerepet toltenek be a celluléz
alapi bioetanol-gyartas folyamataban. A nodvényekben
tartalék tapanyagként felhalmozott keményitd mobilizalasat
novényi amilazok végzik. Az arpa csirdzasakor o-amilaz
termelédik, ami a human amilazhoz hasonléan endo
hatdsmoddal hidrolizalja a keményit6 lancokat. A csirazo
arpa a malata, melynek sorgyartasban valé felhasznalasa az
okori Egyiptomig vezethetd vissza.* Napjainkban a nehezen
szabalyozhatd ¢és reprodukalhatd csiraztatassal torténd
enzimtermelés helyett mikrobidlis enzimeket hasznalnak
adalékként a sorgyartas soran.’

A mikroorganizmusok is hasznalnak glikoenzimeket, és tobb
faj extracellularisan is termel poliszacharid hidrolazokat.
Ezek koziil tobb ipari jelentdséggel bir, mint példaul a
Bacillus  licheniformis mezofil baktérium altal termelt
héstabil a-amilaz (BLA), a keményitd ipar egyik f6 enzime.

2. Tablazat. Glikoenzimek és termékeik ipari alkalmazasa

A BLA még 95 °C hémérsékleten is aktiv, ami a harmadlagos
szerkezetet stabilizalo Na-Ca-Na triadnak koszonhetd.

3. Glikoenzimek ipari alkalmazasa

Az enzimek katalizatorként valo felhasznalasa olyan nagy
forgalmu ipardgakat érint, mint a mosoészer-, élelmiszer-,
gyogyszer-, papir- és textilipar. Az ipari enzimek forgalma
az USA-ban 2010-ben meghaladta a 3,5 milli6 dollart,®
és a valsag ellenére folyamatos, évi 5 % koriili névekvd
tendencidt mutat a fejlett gazdasdgokban. A fejlodo
régiokban, mint Kina, India, Afrika ennél is nagyobb
iitemet mérnek. A proteazok ¢€s lipazok mellett a szénhidrat
hidrolizal6é enzimek forgalma ndvekszik leggyorsabban, a
szénhidrat alapu bioetanol termelés fokoz6do jelentdségének
koszonhetéen.” A szénhidraton hato ipari enzimek tipusait és
alkalmazasaikat a 2. tablazat foglalja dssze. Egyes iparagak
magat a glikoenzimet hasznaljak, mint pl. a mososzeripar
az o-amilazt, mig masok az enzimreakcioban atalakitott
terméket, ahogy pl. a keményitd hidrolizis végtermékét, a
gliikdz szirupot az élelmiszeripar hasznositja.

Enzim Szubsztrat Termék Alkalmazas

Amilazok Keményitd, amiloz Oligoszacharidok, gliikkoz Keményitdipar, mosdszer ipar
Pullulanaz Amilopektin Amiloz Keményitoipar

Gliik6z izomeraz Gliikoz Fruktéz Elelmiszeripar

Glikoz oxidaz Glikoz Glikonolakton Elelmiszeripar

Cellulazok Celluloz Oligoszacharidok, gliikkoz Papiripar, bioetanol, textilipar
Hemicellulaz Xilanok Oligoszacharidok, xiloz Elelmiszeripar

Pektinaz Pektin Pektin oligomerek Elelmiszeripar

Akiilonboz6 iparagak részesedését az enzim felhasznalasban
az 1. éabra kordiagramja mutatja.® Lathato, hogy az
élelmiszeripar a teljes felhasznalas harmadat fedi le.
Az élelmiszeripar enzimeket és enzimes technologiaval
eléallitott szénhidratokat is hasznal. Az ipari kenyérgyartasi
technologidk a-amilaz enzimet irnak eld adalékként a
tésztdhoz. Az a-amilaz eldsegiti az ¢élesztd miikddéséhez
sziikséges cukor keletkezését, igy lazabb szerkezetli lesz
a kenyér, a keletkez6 oligoszacharidok pedig ropogdsabb
¢és barnabb héjat eredményeznek. A cellulaz és pektinaz
enzimek a gylimoleslé eldallitasban jatszanak fontos
szerepet. Segitségiikkel a gylimdlcsokbdl tobb és tisztabb
1¢ nyerhetd ki. A tisztitoszerek eldallitasaval foglalkozd
iparagak a teljes enzim felhasznalas negyedét veszik
igénybe. A mosd- és mosogatdszerek egyarant tartalmaznak
magas hémérsékleten és lugos koriilmények kozott aktiv
glikoenzimeket. Az amilazok a keményité tartalmu
szennyezddéseket segitenek eltavolitani, mig a cellulazok
a pamut textilidkat puhabba teszik, és sziniiket felfrissitik a
celluloz szélak enyhe hidrolizisével.

A gépi mosogatas soran a-amilazok tavolitjak el az edényekre
raégett, keményitd alapi szennyezddéseket. A celluloz és
keményité alapti bioetanol gyartds egyarant glikoenzimek
altal katalizalt enzimatikus hidrolizissel kezdddik. Az allati
takarmanyokhoz két célbol adnak enzimeket. A cellulaz,
xilanaz, glikanaz enzimek a sejtfal alkotok lebontasaval

Tisztitészer
25%

1. Abra. Glikoenzim alkalmazasok megoszlasa felhasznalasi teriilet
szerint.

a fehérjék és a keményitd jobb hozzaférhetdségét és igy
emészthetdségét teszik lehetové. A fiatalon elvalasztott
allatok takarmanyahoz a még nem teljes enzimaktivitas
kiegészitésére adnak a-amildz enzimet, igy segitve a
keményit6 jobb feldolgozasat, a taplalék jobb hasznositasat.
A textiliparban gyorsan elterjed az uj enzimek alkalmazasa.
Példa erre a koémosott farmer anyagok eldallitdsara
szolgald enzimes technoldgia, ami a nyolcvanas években
valé megjelenése utan par év alatt kiszoritotta az addig
alkalmazott mechanikus koptatast. A modszer gy mikodik,
hogy a cellulaz enzim lehasitja azokat a feliileti celluloz
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lancokat, amelyeket az indigd festék kékre szinezett. Az
igy oldatba kertiild festék lemoshato a textilrdl, és el6tiinik a
koptatott” celluloz szalak eredeti fehér szine.’

4. Glikoenzimek in vitro vizsgalata
4.1. Kemo-enzimatikus szintézisek

Az enzimek altal katalizalt szintézisek szamos elénnyel
jarnak akémiai szintézishez képest Sztereo- és regioszelektiv,
enyhe koriilmények ko6zott végbemend reakciok, melyek
segitségével kereskedelmi forgalomban nem kaphatd
szubsztratokat, inhibitorokat allitottunk el6. A reakcidkhoz
transzferaz (glikogén foszforiliz b, GPb) és hidrolaz
(a-amilaz) enzimeket alkalmaztunk katalizatorként. Mivel
ezek az enzimek megfordithatd reakciokat katalizalnak,
alkalmas kisérleti koriilmények kozott szintézisekre is
felhasznalhatok. Igy allitottunk el az o-amildz enzimek
vizsgéalatdhoz sziikséges, anomer pozicidban kromofor
csoportot tartalmazo maltooligomer szubsztrat sorozatot.
A kiindulasi vegyiilet a ciklodextrinbdl kémiai szintézissel
eléallitott 2-klor-4-nitrofenil-B-maltoheptadz volt, aminek
nem-redukaldo végére gliikoz-1-foszfatrél kapcesoltunk
glikéz molekulakat GPb katalizissel.!® A transzfer
reakcioban  keletkezett hosszabb termékeket HPLC
modszerrel valasztottuk el (2. abra).
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2. Abra. GPb katalizalt reakcioban eldallitott amilaz szubsztratok HPLC
elvalasztasa.

Ugyanez az enzim foszfat jelenlétében, a fizioldgias
folyamatnak megfeleld reakcioban glikoz egységeket
hasit, igy megkaptuk a 3-13 glikoz egységet tartalmazo
szubsztratokat a tervezett bontasi kép vizsgalatokhoz."
Az a-amilaz  enzimek  szubsztratkdtéhelye  nagy
valtozatossagot mutat a kiilonbdzd eredetii enzimeknél. A
Bacillus stearothermophylus maltogén amilaza (BSMA)
maltdzt hasit oligoszacharid szubsztratokrol, de a maltozt
transzglikozilezési ~ reakcioban  megfeleldé  akceptor
molekuldra is at tudja helyezni. Ez lehetové tette akarboz
donor ¢és gliikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin akceptor
felhasznalasaval HSA inhibitor szintézisét.”> Az enzimek
tulajdonsagai mutacioval megvaltoztathatok. Arpa eredetii
o-amilaz enzim aktiv hely kozelében torténé V47F
mutacioja a hidrolitikus aktivitast csokkentette, igy lehetévé
valt a transzfer reakcio eltérbe keriilése. A mutans enzim
segitségével kiilonbozé hosszusagu fluoreszcens a-amilaz
szubsztratokat allitottunk el6.!

4.2. Alhelytérkép meghatarozasok

Az utdbbi években a szénhidratbont6 enzimek tulajdonsagait
az alhely modell alapjan értelmezik,'* ami szerint az
a-amilazok szubsztratkotohelye egymast kovetd alhelyekbdl
épiil fel. Minden egyes alhely komplementer a szubsztrat
gliikdz egységével, és azzal kdlcsonhatast 1étesit. Azt az
eljarast, amely soran meghatarozzuk az alhelyek szdmat és
kotési energiait, alhelytérképezésnek nevezik. A kromofor
csoportot tartalmazd oligoszacharid sorozat birtokaban
szamos, kiilonbdzé eredetli amilaz enzim bontasi képét
hataroztuk meg. A szubsztratok hidrolizistermékeinek
HPLC analizise a kotéshasitasi frekvencia értékeket
eredményezte, amib6l az alhelyek kotési energidi
szamithatok. Megallapithatd az enzimek szubsztratk6td
alhelyeinek szama és a hasitd hely pozicidja. Elséként
kozoltik néhany emlds eredetii (HSA és mutansai,'>!”
sertés pankreasz amilaz'®), novényi eredetii (arpa o-amilaz
és mutansai,'>? édesburgonya B-amilaz?®) és bakterialis
eredetii (BSMA, BLA?*?¢) amilaz alhely térképét. A vizsgalt
enzimek koziil a leghosszabb szubsztratkotd helye az arpa
eredetli a-amilaznak van, hét glikon és négy aglikon kotd
hellyel (3. abra). A BLA katalizalta keményité hidrolizis
termékeloszlasa, pentamer ¢s trimer f6 termékekkel, jol
értelmezheté a kapott alhely szerkezettel, hasonléan a
BSMA maltoz felszabaditasahoz.
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3. Abra. Kiilénboz6 eredetii a-amilaz enzimek aktiv helyének szerkezete.

A BLA esetében az alhely térképet kiilonbozo
hémérsékleteken is meghataroztuk. Megallapitottuk, hogy
bar az egyes alhelyek energiai valtoznak a homérséklet
novelés hatasara bekovetkezd konformaciod valtozas miatt,
az aktiv hely 5+3+1 szerkezete még 100 °C homérsékleten
is megmarad.?

4.3. Nyal eredetii a-amilaz enzim gatlasanak vizsgalata

A human amilazok gatlasa tobb anyagcsere betegség
megel6zésében és gyogyitasaban jelenthet megoldast. Amint
azt a bevezetdben emlitettem, a HSA a nyal egyik fontos
fehérje komponenseként alkotdja a fogak feliiletén képz6do
plakknak. Gatlasa csokkentheti a fogszuvasodas kockazatat,
kiilonésen a nagy o-amildz aktivitdssal jellemezhetd
pacienseknél. A pankreasz altal termelt a-amildz gatlasa az
elhizas és a cukorbetegség megel6zésében ¢és kezelésében is
terapias eszkoz lehet. Vizsgaltuk szintetikus és természetes
vegyiiletek inhibitor hatasat. A kémiai szintézissel eléallitott
gliikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin®, vagy az enzimes
szintéziseknél mar emlitett akarboz szarmazék?’ hatékony
inhibitornak bizonyult. Szdmos ndvény kivonatdnak ismert a

121. évfolyam, 1. szam, 2015.



Magyar Kémiai Folydirat - Eléaddsok 25

kedvezo hatdsa cukorbetegség, vagy elhizas esetében. Ilyenek
példaul a zold és fekete tea, vagy a vordsbor, melyek tannin
tartalmarol sikeriilt igazolni a HSA gatl6 hatast. A tanninok
egyik csoportjat a gallotanninok alkotjak, amelyekben
egy polialkohol jellegli kozponti molekula (glikoz vagy
kinasav) hidroxilcsoportjait galluszsav észteresiti. Ezek a
vegyiiletek nagy koncentracioban kicsapjak a fehérjéket, de
kisebb koncentracioban gatoljak az enzimek miikodését.?*
A pentagalloil-gliikz, mint tannin modellvegyiilet esetében
feliileti plazmon rezonancia (SPR) moddszerrel kimutattuk
a HSA enzimhez val6 specifikus kotédést és STD NMR
modszerrel igazoltuk, hogy a kdtddés aromas aminosavakon
keresztiil valosul meg?! (4. abra).
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4. Abra. Pentagalloil gliikoz szerkezete, HSA enzimhez vald kotédésének
SPR gorbéi ¢s STD NMR spektruma.

Fiiszerek, mint példaul a fahéj és a szegfiiszeg kivonatai
szintén gatlo hatdst mutatnak. Nemrégiben sikeriilt
kimutatni, hogy a piros gylimdlcsokben el6fordulo
szinanyagok, az antocianinok, amelyek aromas gytriiket
tartalmazé vegyiiletek glikozidjai, szintén gatoljadk a HSA
mikddését. Molekula-modellezési  szamitasok alapjan
példaul a malvidin-digliikozid, a meggy szinét okozo egyik
antocianin, ugy illeszkedik a HSA aktiv centrumaba, hogy
szinte a teljes kotohelyet atfedve alakit ki H-hid és aromas
kolcsonhatasokat. A vegytilet méréseink szerint mikromolos
koncentracidban gatolja a HSA enzimet. Jo gatldo hatéast
mutattunk ki tobb magyarorszagi meggyfajta kivonataval is.

Kutatasaink folytatddnak; olyan hatékony o-amilaz
inhibitorok szintézisét ¢és természetes eredetii vegyiiletek
felkutatasat tervezziik, amelyek szerepet jatszhatnak a fogak
védelmében és az elhizas és cukorbetegség megeldzésében.

Koészonetnyilvanitas

A kozleményben 0Osszefoglalt sajat vizsgalatokat szamos
kollégaval egyiitt végeztiik az elmult tobb mint 15 évben.
Neviik a kozleményekben megjelenik, valamennyiiiknek
koszondm az eredményes munkat. Kiilonosen Dr. Kandra
Lilinek, aki az amilaz kutatasokat elinditotta és munkankat
tanacsaival, javaslataival azdta is segiti. A kutatasokat
OTKA és TAMOP palyazatok tamogattak.
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Glycoenzymes in living organisms and in the flask

Carbohydrates and glycoconjugates are very important
biomolecules playing multiple roles in all forms of life. Due
to the structural diversities and the multilateral importance of
carbohydrates several glycoenzymes exist in all living organisms.
Classification of glycoenzymes is possible on the basis of the
type of catalyzed reaction or their structural similarities (CAZy
database). The function and importance of some human, plant
and microbial glycoenzymes are overviewed, as well as a few
important and surprising industrial applications are summarized.
This paper also gives a brief summary about our in vitro studies in
connection with three research areas: chemoenzymatic syntheses,
subsite mapping and inhibition studies. A chemoenzymatic
procedure was developed for the synthesis of amylase substrates
in the range of DP 3 to 13. CNP-B-maltooligosaccharide glycosides
were prepared using rabbit skeletal muscle glycogen phosphorylase
b, the reaction products were separated by an HPLC system.
Transglycosylation, catalysed by Bacillus stearothermophilus
maltogenic amylase (BSMA), was applied for inhibitor synthesis.

31. Gyémant, G.; Zajacz, A Ragunath, C.; Ramasubbu, N.;
Bécsi, B.; Erdédi, F.; Batta, G.; Kandra, L. BBA-Proteins and
Proteomics 2009, 1794, 291-296.

Fluorescent substrates were synthesized by the V47F mutant of
barley amylase for activity measurement of different a-amylases.
The action pattern and product specificity of amylases were
studied on the CNP chromophore containing maltooligosaccharide
substrate series. These results revealed, that the binding region of
BLA is longer than that of mammalian a-amylases (HSA and PPA)
or maltogenic amylase BSMA. Barley amylase has the longest
substrate binding site with eleven subsites. Human amylases of
both salivary (HSA) and pancreatic (HPA) origins are targets of
drug design in attempts to treat diabetes, obesity, hyperlipidemia
and dental caries. We first reported the effectiveness and specificity
of tannins as o-amylase inhibitors. Pentagalloyl-glucose (PGG)
was selected to study the inhibitory mechanism and to characterize
the interaction of HSA with tannins. Surface plasmon resonance
(SPR) binding experiments confirmed the direct interaction of HSA
and PGG. Saturation transfer difference (STD) NMR experiments
clearly demonstrated, that aromatic rings of the PGG may be
involved in the interaction suggesting a possible stacking with the
aromatic side chains of HSA active site.
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