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1. Bevezetés

A Foldon talalhatd természetes szerves vegyiiletek koziil a
szénhidratok fordulnak elé legnagyobb mennyiségben, és
az elmult évtizedek kutatdsai ramutattak, hogy kulcsfon-
tossaguiak a biologiai folyamatokban. A monoszacharidok
nagy sztercokémiai valtozatossaguk miatt olyan sokféle
modon kapcsolodhatnak, hogy egy redukald hexaszacha-
ridnak mar tobb mint 10'? lehetséges izomerje irhato fel'. Az
¢l6 szervezetek ezt a sokféleséget ugy hasznositjak, hogy
oligoszacharidokat és poliszacharidokat hasznalnak szdmos
bioldgiai funkcidhoz, a tarolastol a nagyon specifikus jelat-
viteli szerepekig. A glikozidos kotések szelektiv hidrolizise
ezért dontd fontossagu az energiafelvétel, a sejtfal noveke-
dése és lebomlasa, valamint a sejtfelszini antigének felépi-
tése szempontjabol.

A szacharidok sokféleségének koszonhetéen a glikozidos
kotéseket hidrolizalo enzimek, az O-glikozil-hidrolazok (EC
3.2.1.x) kozott is nagy a valtozatossag. A poliszacharidokat
bontd enzimek soraba tartoznak az a-amilazok, amelyek a
keményit6 a-(1-4) glikozidos kotéseit képesek hidrolizalni.
Megtalalhatok mikroorganizmusokban, névényekben ¢és al-
lati szervezetekben egyarant és Iényeges szerepet toltenek
be a szénhidrat anyagcserében. A bakterialis és novényi ere-
detii amilazok ipari szempontbdl is fontosak. Egyrészt a sor-
gyartas egyik kulcslépése, a malata eldallitasa évezredek ota
az arpa csirazasa kozben termel6édé a-amilaz izoenzimek
részvételével zajlik. Masrészt a keményitd ipari méretli bon-
tasaban (maltéz, gliikdz szirup eldallitas) kulcsszerepet jat-
szanak a hostabil bakterialis eredetii amilazok. Emlésdkben
az o-amilaz enzimet kiils6é elvalasztasti mirigyek termelik
(nyal- és hasnyalmirigy) és ezek az enzimek a taplalékban
talalhaté keményitd ¢és a glikogén emésztésében jatszanak
szerepet. A human o-amildz enzimek célpontjai lehetnek
kiilonboz6 anyagcsere betegségek (diabétesz, fogszuvaso-
das, kovérség/elhizas és hiperlipidémia) kezelésének.

Az enzimek miikodési modjanak, aktiv hely szerkezetének
megismerése alapvetd fontossagl az ipari felhasznalas, és
az enzimek gatldsa miatt is. A keményité megkdtddése az
amilaz enzim feliiletén taldlhato aktiv helyen torténik. A
szubsztratkotd hely tobb alhelybdl all, amelyek mindegyi-
ke kolcsonhatast 1étesit a szubsztrat glitkkoz egységeivel. A
kiilonb6z6 eredeti amilazok aktiv helye eltérést mutat az
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alhelyek szamaban és a kolcsonhatasok mértékében. Az ak-
tiv helyek szerkezetének felderitéséhez meg kellett oldani a
2-kloér-4-nitrofenil (CNP) glitkozidokbol 4116 szubsztrat so-
rozat szintézisét. A ciklodextrinekbdl kiindulé kémiai mod-
szer® enzimes kiegészitésével megvalositottuk a 3-12 tag-
szamu szubsztratok kemoenzimatikus eldallitasat®*. Ezen
szubsztratokkal torténtek a human nyal a-amilaz (HSA) és
a Bacillus licheniformis o-amilaz (BLA) els6 bontasi kép
meghatarozasai HPLC modszerrel®S.

Mar a bontasi képek alapjan is kovetkeztetések vonhatok le
a kotéhely szerkezetérdl, az alhelyek szamarol és a kdlcson-
hatasok mértékérdl. Az alhely és a szubsztrat monomer egy-
sége kozotti kolcsonhatasoknak a szamszer(sitése az alhely
térkép’. Elkészitése soran egy olyan diagramot hozunk Iétre,
ami szemléletesen mutatja a kotohelyek energia eloszlasat
¢és igy megfoghatdva teszi az enzim-szubsztrat kapcsolatot.
Az alhely térkép kiegésziti, vagy helyettesitheti a rontgen-
diffrakcios méréseket, hiszen a megfelel szubsztrat sorozat
birtokaban egyszeriien kivitelezhetd, és az alhely-szubsztrat
monomer egység kozotti kdtési energiardl is informaciot ad.
Az endo hatasmechanizmust a-amilazok mellett néhany
exo enzim aktiv helyét is sikeriilt jellemezni a megfeleld
oligoszacharid szubsztratokon végzett aktivitas mérések és
bontasi kép vizsgalatok segitségével. Az a-amilaz enzimek
vizsgalata nem csak az alhely térképek meghatarozasara
korlatozodott. Kisérleteket végeztiink amilaz enzimek szin-
tézisre vald felhasznaldsara és vizsgaltuk szamos természe-
tes és szintetikus vegyiilet glikoenzimekre gyakorolt gatld
hatasat is, a kés6bbi esetleges terapias felhasznalast célozva.

2. Eredmények

2.1. Poliszacharid hidrolazok szerkezetének
felderitése

A poliszacharid hidrolazok szerkezetfelderitése soran négy
eltéré eredetli és hatdsmechanizmust enzimet tanulma-
nyoztam. Az aktiv hely energetikai viszonyainak leirdsa-
hoz kifejlesztett SUMA (SUbsite Maping of Amylases)
szamitogépes program® alkalmazasaval endo enzimek al-
hely térképeinek szamitasa valt lehetévé. Ehhez a korabban
szintetizalt kromofor csoportot tartalmazé oligoszacharid
szubsztratok hidrolizisekor keletkezd termékek eloszlasat
hataroztuk meg HPLC modszerrel. Az ipari jelentdségii
arpa a-amildz izoenzimek és mutansaik vizsgalataval az
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aktiv hely aminosavainak szerepe mellett a masodlagos
kotohelyek hidrolizisre, azon beliil a termékeloszlasra gya-
korolt hatasat is leirtuk. Emellett elvégeztiik egy mezdgaz-
dasagi szempontbdl fontos rovar, a burgonyabogar a-ami-
laz enzimének részletes vizsgalatat, elkészitettiik az alhely
térképét, ramutattunk az emlds amilazokkkal valé hason-
l6sagokra és kiilonbségekre. Az exo hatdsmoéda enzimek
koziil az édesburgonya B-amilaz miikddését is a kiilonbozo
hosszusagu szubsztratok termékeloszlasaval jellemeztiik.
A patogén korokozok elleni védekezést megnehezité bakte-
rialis biofilm terjedésében ¢és eltavolitasaban fontos szerepet
jatszo DispersinB enzim hatdsmoédjat az altalunk tervezett
N-acetil-glitkozamin oligomer szubsztrat sorozaton torté-
né HPLC termékanalizissel vizsgaltuk. Az ezt kiegészitd
NMR, MALDI-TOF MS mérések és kinetikai szamitasok
alapjan irtuk le a biofilm vazat jelentd poli-pB-N-acetil-glii-
kézamin hidrolizisét végzd enzim mukodését.

2.1.1. Arpa AMY1 izoenzim aktiv hely és
masodlagos kotéhelyen modositott valtozatainak
vizsgalata

Alhely térképekkel igazoltuk az arpa AMY1 izoenzimé-
ben a Val47 és Ser 48 aminosavak meghatarozo szerepét a
szubsztratok megkdtésében ¢és hidrolizisében. Célzott mu-
tacioval létrehozott arpa AMY1 enzim varidnsokkal oligo-
szacharid szubsztratokon mért termékarany adatokbol al-
hely térképeket szamitottunk. Kimutattuk, hogy az AMY1
V47D, VATF és S48Y valamint a V47K/S48G és V47G/
S48D csere a glikon kotohely rovidiilését és igy a specifi-
citas valtozasat okozza. A célzott mutdcidval 1étrehozott
enzimekkel a tetramer szubsztrat hidrolizise nagyobb se-
bességgel torténik mint a heptameré®'°.

Megallapitottuk, hogy az arpa AMY1 masodlagos kotéhely
(Secondary Binding Site - SBS) aminosavainak cseréje is
hatassal lehet a termékaranyokra. A vizsgalt SBSI kotShely
mutéaciok nem befolyasoltak az alhelyek kotési energidjat.
Ezzel szemben az SBS2 kotohelyen végrehajtott aromas-ali-
fas csere (Y380A mutacio) jelentés kotési energia noveke-
dést, mig a H395A csere energia csdkkenést eredményezett,
a kettés mutans esetén a hatasok kiegyenlitédtek, a vad ti-
pust enzimmel megegyez0 aktivitast és termékaranyt ered-
ményezve. Egyidejlileg aktiv és masodlagos kotéhelyen is
mutaciot hordozo varians (Y105A/Y380A) esetében az ak-
tiv hely mutacié modositod hatasa érvényesilt' 2.

2.1.2. Burgonyabogar (Leptinotarsa
decemlineata) o-amilazanak (Ld Amy)
szerkezetvizsgalata

Elsoként irtuk le a burgonyabogar szénhidrat emésztésében
létfontossagu a-amildz enzim (LdAmy) alhely szerkeze-
tét'3. Megallapitottuk, hogy az aktiv centrum 4 glikon és 2
aglikon koto alhelyet tartalmaz, igy szerkezete hasonlit az
emlOs és a Tenebrio molitor rovar amilazéhoz. Az alhely
energiakban jelentkezd kiilonbségeket a fehérjék szekven-
cia és szerkezet Osszevetése alapjan értelmeztiik. A -2 gli-

konkdto hely kisebb energiaja az LdAmy-ban azzal magya-
razhat6, hogy az alhely kornyezetében két savas aszpartat
talalhato, ellentétben az emlds amildzok azonos helyzetii
bazikus hisztidinjével™.

2.1.3. Edesburgonya (Ipomea batatas)
p-amilaz enzim miikodési mechanizmusanak
tanulmanyozasa

Az exo hatasmodi édesburgonya f-amilaz enzimre igazol-
tuk a nem redukald lancvégi maltoz hasitast és transzfert,
valamint a processziv mitkodést'>. A kromofort tartalma-
z6 maltooligoszacharid szubsztratok lehetové tették, hogy
a paros tagszamu szubsztratokra is végezziink szamitaso-
kat, igy a lanchossz ndvekedésével ndvekvo processzivitast
tudtunk igazolni, hossza (11 tag() szubsztratra 3,3 atlagos
processziv 1épéssel. Elséként irtuk le a maltéz transzferét
inverzids glikozidaz esetén, mely a reakcidk kezdeti sza-
kaszaban figyelhetd meg valamennyi processziven bontott
szubsztrat esetén'’.

2.1.4. Biofilmeket bonté DispersinB enzim
miikédésének leirasa

Szubsztrat sorozatokat terveztiink és szintetizaltunk a
DispersinB enzim szisztematikus vizsgalataihoz'®’. A
PNP-B-GIcNAc monomer szubsztrat hidrolizisét kovet-
ve 1H NMR mérésekkel bizonyitottuk az enzim retencios
mechanizmusat. Igazoltuk az aktiv hely aromas aminosa-
vainak (Y187 és Y278 ¢s W237) szerepét a hidrolizisben.
Az aminosavak alaninra torténd cseréje megsziintette
(W237A) vagy jelentésen csokkentette az enzim aktivi-
tasat'. MALDI-TOF MS eredményeink alatamasztottak,
hogy az enzim t6bb produktiv kdtomodot tud 1étesiteni az
oligomer szubsztratokkal, de a teljes hidrolizis egymast
kovetd 1épéseket is igényel. Ezek kombinalasaval modellt
allitottunk fel az enzim mitkodésére's.

2.2. Enzimes szintézisek

Az enzimek szintézisre valo felhasznalhatosagat az arpa
amildz mutansok €s a rovar amilaz esetében vizsgaltam.
Az aktiv hely kozelében elvégzett mutaciok megnovelik az
arpa o-amilaz transzferaz aktivitasat, mikdzben a hidrolaz
aktivitas lecsokken. A burgonyabogar a-amilaz enzimének
transzfer aktivitasat a mindkét végen védécsoportot hordo-
z6 maltooligomer szubsztratokon mutattuk ki.

2.2.1. Fluorofor metil-umbelliferon aglikont
tartalmazo a-amilaz szubsztratok szintézise.

Arpa a-amilaz AMY1 V47F aktiv hely mutans enzim ka-
talizisével valositottuk meg a szubsztratok szintézisét. A
donor és akceptor koncentracio, a pH és a szerves oldoszer
koncentracié értékének optimalasa utan harom eltéré hosz-
szusdgu maltooligomer (DP 2, 3, 5) preparativ szintézisét
valdsitottuk meg. A szubsztratok alkalmasak eltéré hosz-
szusagu glikonkotd hellyel rendelkez6 amilazok szelektiv
aktivitdsmérésére, amit Bacillus licheniformis, human nyal
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és Bacillus stearothermophilus eredetli a-amilazokkal tor-
ténd mérésekkel igazoltunk®.

2.2.2. Burgonyabogir o-amilaz transzglikozilezési
aktivitasanak vizsgalata mindkét végén aromas
védocsoportot tartalmazo szubsztratokkal.

Bar az észlelt jelentds transzfer aktivitas tovabb javitha-
to szerves oldoszer hozzaadasaval, maltooligomer donor
és kromofort tartalmazo6 akceptor jelenlétében igy is csak
kismértékti a termékképzddés. A szekvencia és szerkezet
analizisek alapjan a rovar amilazokbol hianyzé 304-310 po-
aglikonkoté régio polaris aminosavai helyett az LDAmy-
ban jelen levé tobb Phe miatti nagyobb hidrofobicitas fe-
lelések a transzglikozilezésért. Ezek a megfigyelések fel-
hasznalhatok megndvelt szintetikus aktivitdsu amilazok
fehérjemérnokséggel valo 1étrehozasara.

2.3. Glikoenzimek 1j aktivitismérési modszerei

Az enzimek és gatlasuk lehetdségeinek tanulmanyozasa-
hoz tobb sajat fejlesztésli aktivitasmérést alkalmaztunk a
rutinszeriien hasznalt egyszer(ibb fotometrias mérések ki-
egészitésére. Az izotermikus titracios kalorimetria (ITC)
biztositotta altalanos detektalast kihasznalva megvalositot-
tuk az a-amilaz és a glikogén foszforilaz kiilonb6zo termé-
szetes €s szintetikus szubsztratokon vald aktivitasmérését.
Sikerrel alkalmaztunk forditott fazisi HPLC moédszert
a-amilaz enzim aktivitasmérésére.

2.3.1. ITC alkalmazasa a-amildz enzim
aktivitasmérésére és gatlasvizsgalatara.

A hémennyiség valtozas mérése biztositotta univerzalis re-
akciosebesség meghatarozast alkalmaztuk emlds o-amila-
zok szabad maltooligomereken €és keményité szubsztraton
torténd aktivitds mérésére. Az egyszeres €s tobbszoros tit-
ralas elényeit kombinalé modszerben az enzim kis részletét
A késziilék maximalis mért kitéréséhez tartozé hémennyi-
ségvaltozas aranyos a rekciosebességgel?’. Kék keményitd
szubsztraton HSA és sertés pankreasz a-amilaz (PPA) en-
zimmel is szubsztratgatlast tapasztaltunk. A modszer alkal-
mas az amildzok természetes szubsztratjan torténd gatlas
vizsgalatra akkor is, ha az inhibitor szine nem teszi lehetové
a spektrofotometrids mérést?.

2.3.2. ITC alapu moédszer a két szubsztratos,
megfordithatd reakciot katalizalé glikogén
foszforilaz enzim aktivitismérésére.

A nyul vazizom foszforilaz b (rmGPb) és glikogén szubszt-
rat reakcidjanak iranyat a masodik szubsztrat (foszfat vagy
gliikdz-1-foszfat) tizszeres feleslegével biztositottuk. Az
azonos reakciokoriilményeket lehetdvé tevé modszer alkal-
mazasaval gatlas vizsgalatokat végeztiink ismert kompeti-
tiv (glikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin) és allosztérikus
(koffein) gatloszerek jelenlétében. Igazoltuk, hogy a kom-

petitiv gatloszer esetében az IC,, megegyezik a reakcid
mindkét irdnydban mérve, mig az allosztérikus gatloszer
esetében a fiziologias lebontdsi iranyban kisebb az IC,,
értéke®.

2.3.3. Human nyal a-amilaz aktivitismérése
és gatlasvizsgalata HPLC elvalasztas és
UV detektalas alkalmazasaval.

Az aktivitds méréséhez 2-klor-4-nitrofenil--maltohep-
taozid szubsztrat HSA katalizalta hidrolizis termékeinek
koncentracio valtozasat kdvetve hataroztuk meg a kezdeti
sebességeket. A szakaszos mérés, ¢s az elvalasztastech-
nika alkalmazasa lehetdséget biztosit olyan kivonatok
gatlasanak vizsgalatara, ami spektrofotometridsan nem
megvalosithaté™.

2.4. o-Amilazok gatlasa

A korabbi emlés a-amildz vizsgalatokat inhibitor kutata-
sokkal egészitettiik ki, melyekhez természetes eredetii és
szintetikus, vegytiletkdnyvtarakbol szarmazo6 anyagokat is
felhasznaltunk. Az elhizas ¢és a cukorbetegség megelzé-
sében ¢s kezelésében felhasznalhatd vegyiiletek keresése
soran gyogynovények és fiiszerek kivonatai mellett sza-
mos szintetikus vegyiilet esetében igazoltuk az amilaz gat-
16 hatast. Egyes esetekben a kivonatok HSA gatld hatasat
in vitro és molekulamodellezési vizsgalataink is kimutat-
tak, majd azt késobb in vivo human kisérletben is sikeriilt
megerodsiteni.

2.4.1. Taplalék osszetevok (gyégyndvények,
fiiszerek, gyiimolcsok kivonatai) HSA gatlo
hatasa.

Az aktivitasméréseket a kivonatok tulajdonsagaitol fiiggden
ITC, HPLC vagy spektrofotometrias modszerrel végeztiik.
Megerositettiik a zold tea és a fahéj kivonat hatékonysagat
a-amilaz gatlasara®. A szamoca, szeder, afonya levelek
kivonatanak gatlo hatasat allatkisérletben?, a meggy an-
tocianinok nydlban mért HSA aktivitdst csokkentd hatasat
human kisérletben?’ igazoltuk. A malvidin-3,5-digliikozid
antocianin jo illeszkedését a HSA aktiv centrumaba mole-
kulamodellezési vizsgalatok is megerdsitették?.

2.4.2. Nem cukor alapu inhibitorok a-amilaz
gatlé hatdasanak vizsgalata.

In vitro vizsgalatokkal igazoltuk molekulakonyvtarak-
bol szarmazd, ismert a-amildz fehérje szerkezetekbe tor-
ténd modellezéssel kivalasztott vegyiiletek, ugynevezett
,,drug-like” molekuldk tobb szakaszban kivalasztott cso-
portjainak a-amilaz gatlo hatasat. Sikeriilt azonositani tobb
vegyliletet az akarviozin-gliikkdz, a flavonoid ¢és a floroglu-
cin modell hasznalataval, melyek képviseldi in vitro mikro-
molos koncentracidtartomanyban gatoltak a HSA enzimet.
A hatékony inhibitorokrél megallapitottuk, hogy minde-
gyik tartalmaz aromas csoportot és kozottiik tobb tiazolidin
szarmazékot azonositottunk?*.

132. évfolyam, 1-2. szam, 2026.



Magyar Kémiai Folydirat 75

2.4.3. Gallotanninok promiszkuitasanak
vizsgalata

A gallotannin gatol tobb, teljesen eltérd reakciot katalizalo
enzimet, ami felveti a promiszkuitas lehetoségét. A vizsgalt
gallotannin PPA enzimen meghatarozott IC,, értéke érzé-
kenynek bizonyult a detergens jelenlétére, az enzim-inhibi-
tor eldinkubalasra, valamint az enzimkoncentracio valtoz-
tatasara. A kozvetett modszerrel kapott eredményeket, az
aggregatumok jelenlétét a fényszoras vizsgalatok is meg-
erdsitették. Ezzel igazoltuk a gallotanninok promiszkuita-
sat és aggregacio alapt gatlo hatasat®'.

2.4.4. 2-tioxo-4-tiazolidinon szarmazékok
o-amilaz gatlo hatasanak vizsgalata

A tobb célponton is hatd 2-tioxo-4-tiazolidinon vaza ve-
gylletek kozott azonositottunk specifikus és aggregacio
alapu inhibitorokat is. Bar kozvetett modszerrel a vizsgalt
koncentraciotartomanyban aggregacié alapunak talaltunk
tobb szarmazékot, ez nem zarja ki, hogy a vegyiiletek az
ald6z reduktaz enzimen specifikusan hatnak, mivel a nagy-
sagrendekkel kisebb koncentracioban nem képzddnek
aggregatumok?2.

3. Kisérleti rész

A dolgozatban &sszefoglalt eredmények kisérletes munkan
alapulnak, melyhez a hozzaférheté modszerek széles korét
hasznaltuk. A megjelent, hivatkozott kozleményekben az
alkalmazott technikak és kisérleti koriilmények részletei
leirasra keriiltek. A kisérletekben hasznalt fehérjék egy ré-
szét vasaroltuk, masokat (a vad tipusu és mutans valtozato-
kat) egyiittmiikddd partnereink allitottak el és biztositot-
tak a kisérletekhez. Egyes esetekben a fehérjék kinyerését
€s tovabbi tisztitasat a szokasos elvalasztasi modszerek
alkalmazasaval végeztilk (méretkizarasi és affinitds kro-
matografia, ultraszlirés). Aktivitas és kinetikai méréseink
foként direkt modszerrel, a termék vagy a szubsztrat kon-
centracio valtozasat kovetve torténtek, folyamatos vagy
szakaszos megkozelitést alkalmazva. Elsdsorban kromofor
felszabadulassal jard reakciok spektrofotometrias koveté-
sén alapuld moddszereket hasznaltunk, kiegészitve a sajat
fejlesztésti kromatografias (HPLC) és kalorimetrias (ITC)
aktivitasmérési modszerekkel. A szerkezetvizsgalatokhoz
és mindségi analitikai feladatok megoldasara tomegspekt-
rometriai (MALDI-TOF és ESI) és NMR spektroszkopiai
modszereket alkalmaztunk. Mennyiségi analitikai mérése-
inket, és a bontasi kép meghatarozasokat altalunk beallitott,
tobbnyire forditott fazisi HPLC elvalasztasi modszerekkel,
UV detektalast alkalmazva végeztiik.

Koszonetnyilvanitas

Halasan gondolok tanaraimra az egri Gardonyi Géza
Gimnaziumban majd a Kossuth Lajos Tudomanyegyetemen
(Debrecen), akiktél nemcsak a szakmat, hanem oktatoi sti-
lust és kutatoi szemléletet is elsajatithattam. Halaval gondo-

lok Liptak Andrast professzorra, aki 1994-ben a Biokémiai
Tanszékre hivott és bevezetett a szénhidratok bonyolult vi-
lagaba. Rendkiviil sokat kdszonhetek Dr. Kandra Lili PhD
témavezetomnek, munkatarsamnak, aki az enzimekkel
vald munka szépségeivel és nehézségeivel ismertetett meg.
Kd&szondm a csaknem harminc év kdzos munka egyiitt tol-
tott orait a laborban, a tamogatast, a szakmai ¢s személyes
beszélgetéseket. Szerencsém volt tobb kivalé PhD hallgato-
val egyiitt dolgozni, akiknek lelkiismeretes és szorgalmas
munkdja nagyban hozzajarult a dolgozatban Osszefoglalt
eredményekhez. K&szondm valamennyi kollégam, mun-
katarsam, szerzotarsam kozremiikodését az eredmények és
kozlemények 1étrehozasaban. Koszondm az anyagi tamo-
gatast a szamos OTKA palydzatnak, melyben vezetdként,
vagy kozremiikodéként 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 koszonom csaladom, férjem és gyermekeim meg-
értését és tdmogatd szeretetét.
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Structure, Catalytic Mechanism, and Inhibition of Carbohydrate-Active Enzymes

Carbohydrates constitute the most abundant class of organic
molecules on Earth and play crucial roles in a broad spectrum
of biological processes, ranging from energy storage to molec-
ular recognition and signal transduction. Their exceptional ste-
reochemical diversity gives rise to an equally diverse set of en-
zymes—carbohydrate-active glycoside hydrolases—capable of
selectively cleaving glycosidic bonds. Among these, a-amylases
occupy a central role in the hydrolysis of a-(1—4) linkages in
starch and related polysaccharides. A detailed understanding of
their catalytic mechanisms and structure—function relationships
is fundamental for both industrial biocatalysis and the rational de-
sign of therapeutic agents targeting metabolic disorders such as
diabetes and obesity.

The present research focused on elucidating the structural and
mechanistic features of various o-amylases and other glycoen-
zymes through the kinetic and thermodynamic analyses, and
inhibition studies. Some series of chromophore-labelled oligo-
saccharide substrates were synthesized using classical carbohy-
drate chemistry and chemoenzymatic approach, enabling precise
monitoring of hydrolytic activity applying high-performance lig-
uid chromatography (HPLC). The resulting product distributions
allowed the construction of quantitative subsite binding energy
maps, providing detailed insight into enzyme—substrate interac-
tions. This methodology offers a versatile alternative for charac-
terizing enzyme specificity.

Comprehensive investigations were performed on enzymes of
distinct biological origin and catalytic mode. In barley a-amylase
(AMY1), site-directed mutagenesis established the critical roles
of Val47 and Ser48 in substrate binding and catalytic efficien-
cy. Mutations in secondary binding sites (SBS1 and SBS2) were
shown to modulate both product distribution and binding energet-
ics. The a-amylase from the Colorado potato beetle (Leptinotarsa
decemlineata, LdAmy) was characterized for the first time; its
subsite architecture revealed notable similarities but also some
electrostatic differences compared with mammalian a-amylases.
Studies on the exo-acting B-amylase from sweet potato ([pomoea
batatas) confirmed its processive cleavage of maltose units from
the non-reducing chain end and revealed a previously unrecog-
nized maltose-transfer mechanism in this inverting glycosidase.

Furthermore, mechanistic elucidation of the biofilm-degrading
enzyme DispersinB was achieved using a series of tailor-made
N-acetyl-glucosamine oligomers combined with NMR, MALDI-
TOF MS, and kinetic analyses. These studies confirmed a reten-
tion-based catalytic mechanism and identified the essential roles
of key aromatic residues within the active site.

Beyond hydrolytic catalysis, several a-amylases (LdAmy, bar-
ley AMY1) exhibited transglycosylation potential. Engineered
AMY1 variants facilitated the preparative synthesis of fluoro-
phore-conjugated methyl-umbelliferril oligosaccharid glycosides,
expanding the toolkit for selective amylase assays.

To enhance the precision and versatility of activity and inhibi-
tion assays, novel analytical methodologies were developed.
Isothermal titration calorimetry (ITC) was adapted as a univer-
sal, label-free technique for monitoring a-amylase and glycogen
phosphorylase reactions and inhibition kinetics. A complemen-
tary reversed-phase HPLC-based assay provided the opportunity
for kinetic analysis even in complex or colored inhibitors from
natural origin.

Extensive inhibition studies identified both natural and synthetic
a-amylase inhibitors. Plant-derived extracts from tea, cinnamon,
and various berries exhibited potent inhibitory effects, corrob-
orated by in vitro, in vivo, and molecular modelling studies. In
parallel, a series of “drug-like” synthetic molecules—including
thiazolidinone derivatives—were identified as efficient amylase
inhibitors within the micromolar concentration range. The pro-
miscuous, aggregation-based inhibition of gallotannins was also
demonstrated, highlighting the necessity of distinguishing specif-
ic binding interactions from nonspecific aggregation effects dur-
ing inhibitor characterization.

In summary, this research integrates synthetic organic chemistry,
enzymology, and molecular modelling to advance the structural
and mechanistic understanding of carbohydrate-active enzymes.
The findings provide fundamental insights into enzyme specific-
ity, catalysis, and inhibition, thereby contributing to the develop-
ment of improved biocatalysts for industrial processes and novel
inhibitors for therapeutic applications.
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