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Abstract

The control of the hyperglycemia is crucial in the treatment of type Il diabetes and other
metabolic syndromes. In these situations, the a-amylases could play an important role in the
increasing of the blood glucose level due the breakdown of the polysaccharides. The a-
amylases are the first enzymes, which take a part in the process of the releasing glucose
monomers from complex polysaccharides. Therefore, the investigations of both a-amylase
activities and the quantity of their inhibition are important on the field of anti-diabetic drug
research. Our presented research was aimed to develop a new HPLC based method for the
measurement of reaction product of a-amylase reaction using specially synthetized, p-
nitrophenyl-labelled maltooligomer substrate. After the enzyme reaction, three product was
detectable possessing the chromophore-group during the reversed-phase separation. One of
them was selected to follow the enzyme kinetic of the human salivary amylase applying linear
regression on the area data acquired at different time points of the reaction. Furthermore, due
to the specific substrate measuring only the a-amylase activity, our method could be used
successfully also for the accurate measurement in the inhibition studies.
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Bevezetés

Az o-amilaz (EC.3.2.1.1) a glikozid-hidrolazok csaladjaba tartoz6, a poliszaharidok
gliikézegységei kozotti a-(1,4) glikozid kotések bontasaért felelds enzim [1].

Klinikai vonatkozasban ezen enzimaktivitas emelkedése tobb betegség kovetkezménye is lehet
pl: hasnydlmirigy-, fiiltdmirigy gyulladdsban. Ezekben az esetekben az a-amilaz mérésének
diferencial diagnosztikai szerepe is van [2]. Az o-amilaz gatlasanak meghatarozasara
alkalmas modszer az ujabb erre az enzimre haté gyogyszerek fejleszté[sben is fontos szerepet
kaphat, mert az egyes jelenleg elérhet6 gyogyszerek jelentés mellékhatasokkal rendelkeznek.
Ezért megnét az olyan természetes hatdéanyagok irdnt az érdeklédés melyek az amilazt
gatoljadk, de nem okoznak mellékhatasokat [3]. A human a-amildzokat, mind a nyalmirigy
mind a hasnyalmirigy altal termelt enzimeket alaposan tanulmanyoztak, mivel a
cukorbetegség, ¢s az elhizas kezelésében alkalmazott gyogyszerek kutatdsaban fontos szerepe
van [4]. Szamos amilaz inhibitort irtak le, és néhanyat alkalmaznak jelenleg is a cukorbetegség
kezelésében [5]. Az altalunk kifejlesztet i) HPLC alapt mddszerrel specifikusan csak az a-
amilaz altal hidrolizalt szubsztrat mennyiségét mérjikk. Szubsztratként 2-klor-4-nitro-fenil-f3-
D-maltoheptozidot (CNP-G7) hasznaltunk. Ez a szubsztrat mar elég hosszu, hogy atfedje a
human nyal amildz (HSA) aktiv helyét és a természetes szubsztrathoz hasonldéan viselkedjen.
A HSA ¢és a szubsztrat reakcidja soran a harom felszabaduld redukald végtermék {6
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Osszetevoje a CNP-B-D-maltotrioz  (CNP-G3) amely a szubsztrat detektalhato
reakciotermékeinek 50%-at teszi ki [6]. Az aglikon kromofor lehetdvé teszi az UV-
tartomanyban (302 nm) vald magas ¢érzékenységgel valo detektalast, amely béta-glikozid
kotéssel kapcsolodik a szénhidrat lanchoz, melyet az a-amilaz nem képes hasitani. A korabbi
kalorimetrias titralasi (ITC) modszerrel végzett vizsgalatok megerdsitették, hogy a CNP-G7 a
keményitdh6z hasonléan hasad az enzimreakcioban [7]. A CNP-G7 szubsztrat alkalmas
tovabba fotometrias amilaz meghatarozasra is, ilyenkor azonban segéd enzimek alkalmazasa
sziikséges [8,9].

3.0 Anyagok és modszerek

3.1 CNPG-7 Szubsztrat szintézise és tisztitisa

A CNP-G7 szubsztratot kémiai szintézissel allitottuk el [10]. A szintézis soran az
oligoszacharid peracetilezett szarmazéka keletkezik, amelybdl a Zemplén-féle dezacetilezéssel
allitottuk el a szabad oligoszacharidot. A tovabbi tisztitasi miiveleteknél 1,0 g CNP-G7-t
feloldottuk 30 ml metil-alkoholban (VWR) majd 300 pl 30% natrium-metilatot (Merck)
adtunk az oldathoz. A reakcidelegyet 0 °C-on 50 percig kevertettiik majd az olddszert
csokkentett nyomason bepéroltuk és a maradékot vizben visszaoldottuk és Amberlite-H *
gyanta (Sigma) hozzdadasaval pH 6-ra savanyitottuk. A gyantat sziiréssel tavolitottuk el és a
szlrletet liofilizalassal szaritottuk. A terméket desztillalt vizben feloldottuk és szemipreparativ
HPLC segitségével valasztottuk el a szabad klor-nitrofeniltél. Ehhez szemipreparativ HPLC
berendezést (Younglin, 6400) hasznaltunk ami kézi mintaadagoléval UV/VIS detektorral és
gaztalanitoval volt felszerelve. Allofazisként Supelcosil™ LC-18 (200 mm x 10 mm, 5 pum)
oszlopot alkalmaztunk. A mozg6 fazis acetotinitril : viz (10:90) aranyu keveréke volt, aramlési
sebessége 5,0 ml/min. A detektalast 302 (termék) illetve 400 nm (p-nitrofenol) hullamhosszon
végeztik, az injektalasi térfogat 500 pl volt. A szemipreparativ kromatograffal tisztitott
terméket ezutdn -50 C°-ra fagyasztottuk ¢és Christ Alphal-4 liofilizatorral fagyasztva
szaritottuk 36 orat.

3.2 A szubsztrat tisztasaganak ellenérzése HPLC késziiléken

A tisztitott CNP-G7 szubsztrat tisztasagat folyadékkromatografidval vizsgéltuk. Az analitikai
HPLC mérést (Agilent 1260 Infinity) kvaterner pumpaval, degasserrel és kézi mintaadagoloval
felszerelt rendszeren végeztiik. A mérés UV/VIS detektorral (A= 302 nm) tortént Genesis C-
18 (150 mm x 4,6 mm, 4 pm) oszlopon. A mozg6 fazis acetonitril és viz (15:85) keveréke
volt. Az dramlasi sebesség 0,8 ml/perc, mig az injektalt térfogat 20 pl volt.

3.3 A szubsztrat tisztasanak ellendrzése MALDI-TOF késziiléken

A tomegspektrometrias méréseket a MALDI-TOF (Bruker Biflex III) késziilekkel végeztiik,
melyhez matrixként 2,5-dihidroxibenzoesavat (2,5-DHB, Aldrich) hasznaltunk és pozitiv-ion
modban mértiink. A lézerhez 19 kV, a reflektronhoz 20 kV fesziiltséget alkalmaztunk. A
kapott tomegspektrumok kiértékelését, a késziilék X-TOF programjaval végeztiik.

3.4 Az enzimreakcio detektalasa

A reakciohoz 400 pl 5,0 mM CNP-G7 oldatot dsszekeveriink 8 pl 84 nM HSA-val és a mintat
37 ° C-on inkubaljuk. A mintak vétele és az injektalas az 5., 25., 45., és a 65., percben tortént.
A kromatogramokat a ChemStation szoftverrel (Agilent) értékeltiik.
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Eredmény és vita
A tisztitott CNP-G7 szubsztrat retencios ideje 6.688 perc (1. abra). A minta tisztasaga 96,92%
volt.
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1.abra Tisztitott CNP-G7 szubsztrat HPLC kromatogramja

A CNP-G7 MALDI-TOF MS eredménye

A pozitiv ionizacios modban felvett MALDI-TOF MS spektrumon (2. abra) lathatjuk a CNP-
G7 kélium és a natrium addukt ionjait. A szamitott molekulatomeg a kalium addukt esetében
1346,32 Da [C4gH7403sNCI+K]", mig a natrium addukt esetében 1330,34 Da [CygH74033NCI
+Na]” volt. Kis mennyiségii G7 oligomer is lathaté a spektrumokon 1175,37 m/z értéknél
([M+Na]+), amely nem tartalmazza a kromofor csoportot.
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2. abra CNP-G7 szubsztrat MALDI-TOF MS spektrumai

Az enzimmérésekhez a tisztitott CNP-G7 szubsztratot hasznaltuk, amely tobb hatékony kotést
tud létrehozni a HSA aktiv centrumaval ezért a kromatogramon harom, kiilonb6z6 hosszisagu
termék csucsa is latszodik, melyek megfeleld modszerrel elvéalaszthatok egymastol és a
szubsztrattol (3. abra). Az enzimaktivitas sebességének jellemzésére a fo termék, a CNP-G3
(4. abra) keletkezésének a sebességét hataroztuk meg. A kiillonbozé idépontokban injektalt
mintak kromatogrammjan a CNP-G3 hoz tartoz6 csucs teriiletét mértiik €s abrazoltuk az 1dd
fliggvényében.
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3. 4bra A kiilonbozé idépbntokl;an inj ektalt mintak kromatogramja
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4. abra A CNP-G3 képzddés reakciosebességének meghatarozasa a CNP-G7-HSA katalizalta
hidrolizis reakcioban

A sebességet (v) linedris regresszidval hataroztuk meg. Az egyenes egyenlete y=312,26x volt,
és a korrelacios koefficiens R?=0,9969 volt.

Megyvitatas

A HPLC kétségteleniil az egyik legfontosabb analitikai mddszer a vegyiiletek azonositasara és
mennyiségi meghatarozasara. Ezzel parhuzamosan a HPLC-technikdk hasznalata az
enzimatikus reakciok tanulméanyozédsdban jelentésen megnétt. A HPLC alkalmazasaval a
komponensek elvalasztasa €s mennyiségi meghatirozasa lehetséges €s az adatokbdl a
reakciok sebessége kiszamithato [11]. Mivel a szubsztrat és a harom felszabaduld redukald
végtermék hasonld vegyiilet (maltooligomerek) €s valamennyi tartalmaz kromofor csoportot.
A 16 termék (CNP-G3) mennyiségi meghatarozdsa teriileti adatok alapjan tortént, és a
reakciosebességeket a kinetikus gorbék linearis részébdl szamoltuk ki. Ezek az eredmények
megerdsitik HPLC-alapt kinetikai modszerek alkalmazhatdsagat az oa-amildz aktivitdsanak
megbizhatd meghatarozasara. A CNP-G7 szintézisénél kialakitott B-konfiguracio megvédi a
szubsztratott az amildz hasitasatol igy a kromofor csoport mindvégig a szubsztraton marad
specifikussa téve a meghatarozast.
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